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Résumé

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est caractérisée par de multiples déséquilibres
homéostatiques tels que la résistance a I’insuline. Peu d’études se sont intéressées aux
mécanismes sous-jacents a cette résistance a I’insuline en IRC. De plus, il est méconnu si cette
résistance a I’insuline peut mener au développement d’un diabéte de type II chez des patients
prédisposés. Dans un modele d’IRC, le rat Sprague-Dawley (CD) néphrectomisé 5/6°, on
observe une corrélation entre la gravité de I’atteinte rénale, évaluée par la créatinine sérique, et
I’hyperglycémie, évaluée par la fructosamine sérique (R* = 0.6982, p < 0.0001). Cependant,
cet état hyperglycémique n’est pas observable lors d’une glycémie a jeun. Lors d’un test de
tolérance au glucose, on observe une plus grande élévation de la glycémie (AUC 1.25 fois, p <
0.0001) chez le rat atteint d’IRC. Par contre, la sécrétion d’insuline au cours de ce méme test
n’augmente pas significativement (AUC = 1.30 fois, N.S.) en comparaison aux rats témoins.
Malgré une élévation des taux d’insuline en IRC suivant un bolus de glucose, les tissus
périphériques ne montrent pas d’augmentation de la captation du glucose sanguin suggérant un
défaut d’expression et/ou de fonction des transporteurs de glucose chez ces rats. En effet, on
observe une diminution de ces transporteurs dans divers tissus impliqués dans le métabolisme
du glucose tel que le foie (= 0.60 fois, p < 0.01) et le muscle (GLUT1 0.73 fois, p < 0.05;
GLUT4 0.69 fois, p < 0.01). En conséquence, une diminution significative du transport
insulinodépendant du glucose est observable dans le muscle des rats atteint d’IRC (= 0.63 fois,
p < 0.0001). Puisque les muscles sont responsables de la majorit¢ de la captation
insulinodépendante du glucose, la diminution de I’expression du GLUT4 pourrait étre associée
a la résistance a ’insuline observée en IRC. La modulation de 1’expression des transporteurs
de glucose pourrait étre a I’origine de la résistance a 1’insuline en IRC. Cela dit, d’autres
mécanismes peuvent aussi €tre impliqués. En dépit de cette importante perturbation du
transport du glucose, nous n’avons pas observé de cas de diabete de type II chez le rat CD
atteint d’IRC. Dans un modele de rat atteint d’un syndrome métabolique, le rat Zucker
Lepr™®, I’IRC provoque une forte hyperglycémie a jeun (1.5 fois, p < 0.0001). De plus, I'IRC
chez le rat Zucker provoque une réponse glycémique (AUC 1.80 fois, p < 0.0001) exagérée lors

d’un test de tolérance au glucose. Une forte résistance a 1’insuline est mesurée au niveau des
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muscles puisque la dose usuelle d’insuline (2mU/mL) n’est pas suffisante pour stimuler la
captation du glucose chez le rat Zucker atteint d’IRC. De plus, une modulation similaire des
transporteurs de glucose peut étre observée chez ces deux espeéces. Par contre, environ 30% (p
< 0.001) des rats Zucker atteints d’IRC avaient une glycosurie. L’IRC en soi ne menerait donc
pas au développement d’un diabéte de type I1. Par contre, lorsqu’une résistance a 1’insuline est
présente antérieurement au développement d’une IRC, cela pourrait précipiter 1’apparition

d’un diabéte de type II chez ces patients prédisposés.

Mots-clés : Résistance a 1’insuline, insuffisance rénale chronique, transporteurs de glucose,

GLUTH4, diabete de type 11
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Abstract

Chronic renal failure (CRF) is characterized by multiple homeostasis imbalances such
as insulin resistance. However, few studies addressed the underlying mechanisms of the
insulin resistance in CRF. Moreover, it is not known if the insulin resistance in CRF could
lead to type II diabetes in predisposed patients. In 5/6th nephrectomised Sprague-Dawley
(CD) rat model of CRF, we observed a correlation between the severity of the renal injury,
evaluated by the serum creatinine level, and the hyperglycaemia, evaluated by the serum
fructosamine level (R*= 0.6982, p < 0.0001). However, this hyperglycemia is not observed on
fasting. During a glucose tolerance test, we noticed an increase of the glycaemia in CRF rats
(AUC 1.25 fold, p < 0.0001) comparing to controls. Insulin secretion of CRF rats was not
significantly higher (AUC =1.30 fold, N.S.) during glucose challenge. Interestingly, despite
more increase in insulin levels in CRF rats following a glucose bolus, the peripheral tissues
did not show any increase in blood glucose uptake suggesting a defect in expression and/or
function of glucose transporters in these rats. Indeed, we observed decreased expression of
glucose transporters in the liver (=0.60 fold, p < 0.01) and muscles (GLUT1 0.73 fold, p <
0.05 and GLUT4 0.69 fold, p < 0.01). Accordingly, there was a significant reduction in the
insulin-dependent glucose uptake in the muscles of CRF rats compared to controls (=0.63 fold,
p < 0.0001). Since muscles are responsible for the majority of insulin-sensitive glucose
transport, downregulation of GLUT4 could be associated with the insulin resistance observed
in CRF. The modulation of the expression of several glucose transporters may contribute to
insulin resistance in CRF, but other mechanisms could also be implicated. Despite this
important perturbation of glucose transport, we did not observed any case of type II diabetes in
our CD rat model. In a rat model of metabolic syndrome, the Zucker Leprfa/fa, CREF causes a
strong hyperglycemia on fasting (1.5 fold, p < 0.0001). Furthermore, CRF Zucker showed an
exacerbated glycemic response (AUC 1.80 fold, p < 0.0001) during glucose challenge. A
strong insulin resistance in muscle was measured as the usual insulin dose (2mU/mL) was not
enough to stimulate glucose uptake in Zucker rats with CRF. The same modulation of glucose
transporters in the peripheral tissues was observed in both rat models. As opposed to CD rats,

~30% (p < 0.05) of CRF Zucker rats’ showed presence of glucose in their urine. CRF by itself



won’t lead to type II diabetes. However, when insulin resistance is already present when

developing CRF, it could precipitate the onset of type II diabetes among these patients.

Keywords: insulin resistance, chronic renal failure, GLUT4, glucose transporters, type II

diabetes
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Introduction

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est caractérisée par une perte progressive des
fonctions rénales pouvant mener a une insuffisance rénale terminale (IRT). Les patients
atteints d’IRT doivent absolument recourir a des traitements trés colteux tels que
I’hémodialyse et la transplantation rénale pour survivre (7). En Amérique du Nord, un nombre
grandissant de gens sont atteints d’IRC avec une prévalence s’¢levant a plus de 16% en 2013
(8, 9). Cette hausse de prévalence est majoritairement liée a I’augmentation des cas de diabéte
de type 2 (T2D) et de syndrome métabolique (10). En effet, prés de 45% des cas d’IRC sont
attribuables au diabéte (11). Bien qu’une résistance a I’insuline (RI) soit commune chez les
patients atteints d’IRC et que ce désordre soit partiellement responsable du déclin des
fonctions rénales (12), peu d’études mettent en évidence les mécanismes responsables du
développement de la résistance a 1’insuline en IRC. De plus, il est méconnu si cette résistance
a P’insuline en IRC peut mener au développement d’un diabete de type 2 chez les patients
prédisposés, comme ceux atteins d’un syndrome métabolique (13). L’importance de ces
mécanismes est primordiale, puisque s’il s’avere que la résistance a 1’insuline causée par I’IRC
peut bel et bien mener au développement d’un T2D, chacun de ces désordres formerait un
cercle vicieux menant a la dégradation des fonctions rénales et, au final, a I’augmentation de la

morbidité et de la mortalité.

Pour ce faire, il serait important de déterminer si 1) I’IRC est associé¢ a une diminution
du transport du glucose dans les tissus sensibles a I’insuline, 2) si I'IRC provoque une
résistance a I’insuline et un défaut d’expression des transporteurs de glucose et 3) si la
résistance a I’insuline causée par I’IRC peut mener au développement d’un T2D. Ceci
permettrait de mieux comprendre les mécanismes de deébalancement de 1’homéostasie du

glucose en IRC.



1. DL’insuffisance rénale chronique

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est caractérisée par une diminution du débit de
filtration glomérulaire (DFG) et des fonctions tubulaires. Chez un patient sain, le DFG est
d’environ 120mL/min/1.73m”. Le diagnostic de I'IRC est établi lorsqu’un patient montre des
signes de dommages rénaux et/ou lorsque son DFG est inférieur 4 60mL/min/1.73m? pour une
période d’au moins 3 mois (14). Une perte d’albumine dans les urines permet de confirmer la
présence de dommages rénaux. Par la suite, la gravité de la maladie est établie selon 5 stades

en fonction du DFG estimé par le dosage de la créatinine sérique selon le tableau ci-dessous.

Tableau 1.1 | Stades de I’insuffisance rénale chronique selon les recommandations
internationales (15)

DFG ..
Stade . 5 Définition
(mL/min/1,73m")

1 >90 Maladie rénale chronique avec DFG normal ou augmenté
2 entre 89 et 60 Maladie rénale chronique avec DFG légerement diminué
3 Entre 59 et 30 Insuffisance rénale chronique modérée

4 entre 29 et 15 Insuffisance rénale chronique sévere

5 <15 Insuffisance rénale terminale (IRT)

Lorsqu’un patient est atteint d’insuffisance rénale terminale, il doit absolument suivre
des traitements remplacant les fonctions de ses reins, tel qu’une greffe, I’hémodialyse ou toute
autre intervention de purification sanguine pour survivre. A ce point, les reins sont incapables
de maintenir 1’homéostasie et de remplir adéquatement leur role. En plus d’affecter les
fonctions rénales, I’IRC augmente significativement I’incidence des maladies
cardiovasculaires et méne a une mort prématurée. Moins de 2% des patients atteints d’IRC
doivent recourir a un traitement de remplacement des reins. Ce chiffre est majoritairement
expliqué par I’augmentation du risque de mort prématurée d’une maladie cardiovasculaire

bien avant d’atteindre I’IRT (16).



1.1. Etiologie

Parmi les nombreux facteurs de risque de I'IRC, le syndrome métabolique,
I’hypertension et le diabéte en sont les principaux. Puisque la prévalence de ces maladies
augmente d’année en année et qu’elles causent la majorité des cas d’insuffisance rénale, on
observe directement une augmentation de I’incidence des cas d’IRC. De plus, les
glomérulonéphrites, c’est-a-dire une inflammation des néphrons, certains composés
médicamenteux ou naturels néphrotoxiques, certaines infections comme le VIH et des
néphropathies héréditaires peuvent étre des facteurs de risque dans la dégradation des
fonctions rénales (9). Dans les phases précoces de I'IRC, les facteurs de risques doivent
absolument étre controlés pour réduire la dégradation des reins. Le controle de la tension
artérielle, une réduction de la protéinurie et un controle strict de la glycémie sont donc de mise
(16). Avec le vieillissement de la population, on observe aussi une augmentation de la
prévalence, puisque les reins perdent peu a peu de leur efficacité due a la diminution
progressive du débit plasmatique et des fonctions rénales a partir de quarante ans. A lui seul, le
vieillissement ne peut mener a 1’insuffisance rénale terminale, mais 1’addition d’autres facteurs
de risques tels que le diabete et le syndrome métabolique, souvent présent chez les gens d’un

age plus avancé, peuvent mener a la progression de la maladie vers des stades plus avancés

(17).



1.2. Pathologies associées

L’IRC a un impact sur I’ensemble des processus biologiques. Les complications de
I’IRC incluent une augmentation de I’incidence des maladies cardiovasculaires, une perte
cognitive, de I’anémie, un déséquilibre phosphocalcique et de la dystrophie osseuse, de
I’acidose métabolique, de I’inflammation, une modulation du transport et du métabolisme des

xénobiotiques, etc.

1.2.1. Déséquilibre nutritionnel

Le métabolisme des nutriments est gravement affecté¢ en IRC. Ces débalancements
énergétiques, tant au niveau des glucides, des lipides que des protéines, sont présents chez pres
de la moitié des patients non dialysés et affectent négativement la qualité de vie de ceux-ci.
L’apport insuffisant en nutriments n’est pas le seul facteur déterminant de ce déséquilibre en
urémie. On observe chez ces patients une perte importante de masse musculaire, une
augmentation du catabolisme et du transport ainsi qu'une perte des nutriments dans les urines

et lors des sessions d’hémodialyse (7, 18, 19).

Meétabolisme des glucides

Le taux de patients diabétiques en IRT atteint plus de 45% et la majorité des non-
diabétiques montrent une résistance a I’insuline. Dans les deux cas, I’homéostasie du glucose
en est gravement affectée. De plus, cette résistance a I’insuline semble se développer dans les
stades précoces de I'insuffisance rénale et pourrait participer au déclin des fonctions rénales
(20). Les mécanismes menant au débalancement du métabolisme des glucides en IRC sont
cependant incertains. Beaucoup s’entendent pour dire que cette résistance a I’insuline serait
originaire d’un défaut de signalisation de I’insuline dans les tissus périphériques (21).
L’impact du débalancement homéostatique des glucides sera décrit au chapitre 3 de ce

mémoire.



Métabolisme des lipides

En ce qui a trait aux lipides, le taux de triglycérides (TG) est tres élevé en IRC, car la
production du low-density lipoprotein (LDL) et du very-low-density lipoprotein (VLDL) est
augmentée en paralléle avec une réduction de la dégradation des TG. Ceci est majoritairement
da a un haut niveau sérique d’activateurs de la lipoprotéine lipase, d’insuline et/ou a un déficit
en L-carnitine (22). De plus, une élévation des High-density lipoprotein (HDL) cholestérol est
observable en urémie (7). La perturbation du métabolisme des lipides, chez les patients atteints
d’insuffisance rénale terminale, est fortement associée au développement accru de plaques

athérosclérotique et au déces prématuré d’une maladie cardiovasculaire (23, 24).

Meétabolisme des protéines

La diminution de la masse musculaire étant la principale répercussion du
débalancement du métabolisme des protéines, on remarque rapidement que pres de la moitié
des patients dialysés en sont affecté. Une perte importante d’acides aminés et de protéines par
les néphrons défectueux ainsi qu’au cours des séances de dialyse en sont les causes
principales. Des suppléments alimentaires sont donc nécessaires en dialyse pour contrer I’effet

catabolique de I’IRC sur le métabolisme des protéines (25).

1.2.2. Acidose métabolique

Etant trés commune en IRC, I’acidose métabolique est en corrélation directe avec la
sévérité de I’atteinte rénale. Ce déséquilibre est surtout dii a la réduction de la réabsorption du
tampon bicarbonate, de 1’excrétion de I’ammoniac et de I’élimination d’acide du milieu
sanguin par les reins (26). La rétention de ces acides en IRC entraine une acidose métabolique.
De plus, certains patients doivent absolument avoir recours a la dialyse pour retirer les acides
organiques qui s’accumulent (27). L’administration d’un tampon bicarbonate en acidose
permet de rétablir partiellement le pH. Lorsque 1’acidose n’est pas adéquatement corrigée, elle
mene au déséquilibre de multiples systémes tels que le métabolisme des nutriments, un

dysfonctionnement du systéme cardiovasculaire et gastro-intestinal, de 1’hyperkaliémie, de



I’anémie et des lésions osseuses. Cette acidose peut aussi mener a des débalancements
hormonaux tels qu’une augmentation de la sécrétion de PTH et une résistance a 1’insuline.

Tous ces débalancements peuvent mener au déclin des fonctions rénales (26).

1.2.3. Anémie

L’anémie en IRC est caractérisée par une diminution des globules rouges dans le sang.
Chez les patients hémodialysés, c’est un facteur de risque important d’insuffisance cardiaque
pouvant mener a une mort précoce. De plus, I’anémie cause une morbidité importante en
augmentant la fatigue et en provoquant de la dysfonction cognitive et sexuelle. L’anémie en
IRC est majoritairement due a une production inadéquate d’érythropoiétine (EPO), un facteur
de croissance responsable de la production des globules rouges (28) ainsi qu’a une diminution
de la survie des globules rouges par la présence de plusieurs défauts métaboliques associés a
I’urémie (7). De plus, une déficience en fer, en folate et en vitamine B12 peut aggraver
I’anémie en IRC. D’autre part, chez les patients hémodialysés, les leucocytes libérent des
radicaux libres lorsqu’ils sont en contact avec la membrane a dialyse, ce qui provoque de
I’hémolyse (29). L’utilisation d’agents stimulant 1’érythropoiétine permet de remplacer la
transfusion sanguine et de normaliser les taux de globules rouges sanguin et ainsi améliorer la
qualité¢ de vie des patients hémodialysés (30). Cependant, certains de ces patients présentent

une déficience en fer et répondent mal au traitement a I’EPO (28).

1.2.4. Dystrophie osseuse et minérale

Les désordres minéral et osseux sont communs en IRC et peuvent mener a une
calcification vasculaire et a un risque accru de troubles cardiovasculaires. La dystrophie
osseuse est caractérisée par un déséquilibre du remodelage osseux. Ce processus, équilibré
entre la résorption et la formation osseuse, est perturbé en IRC par A) un hyperparathyroidie
secondaire et/ou B) une diminution de la résorption osseuse, aussi appelée Os adynamique

(16, 31).



Hyperparathyroidie secondaire

Survenant to6t dans [I’évolution de I’IRC, [I’hyperparathyroidie secondaire est
majoritairement causée par un ensemble de facteurs tels qu’une diminution du calcitriol (1,25-
dihydroxyvitamine D), une rétention du phosphore, des défauts dans les fonctions de la glande
parathyroide, de I’hypocalcémie et une résistance des os a I’action de la parathormone (PTH).
Tous ces facteurs, provenant de I’insuffisance rénale, représentent un tout qui, au final,
provoquent une augmentation de sécrétion de la PTH. En IRC, une augmentation du
phosphore circulant est causée par une diminution de son excrétion par les reins endommagés.
Une simple restriction alimentaire en phosphate permet de réduire [’apparition
d’hyperparathyroidie secondaire. De plus, la production du calcitriol, le métabolite actif de la
vitamine D produit par les reins, est diminuée et provoque donc une hypocalcémie. Par contre,
cette hyperparathyroidie est présente méme en 1’absence d’une hypocalcémie, ce qui stimule
la PTH. En plus d’affecter 1’absorption du calcium, le calcitriol semble avoir des effets
régulateurs sur la glande thyroide en agissant sur la croissance de celle-ci et sur la sécrétion de
la PTH. L’insuffisance rénale méne donc, par plusieurs chemins, au débalancement de
I’équilibre phosphocalcique et a ’hyperparathyroidie secondaire ainsi qu’a la résistance a la

parathormone (31).

Insuffisance rénale
chronique
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J' Clairance du phosphore J' Production du calcitriol
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Hyperphosphatémie Hypocalcémie
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de la PTH - de la vitamine D
Hyperparathyroidisme
secondaire

Figure 1.1 | Impact de I’IRC sur 1’équilibre phosphocalcique (32)
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Ce trouble osseux, majoritairement observé chez les patients dialysés, est caractérisé
par une diminution du remodelage osseux ainsi qu’une diminution du nombre d’ostéoclaste et
d’ostéoblaste. Plusieurs facteurs tels que la présence d’un diabéte, la prise de médicament
diminuant la relache de PTH, un apport €élevé en calcium et/ou en vitamine D et 1’age peuvent
influencer ce trouble. La pathogenése reste par contre peu connue, mais il semblerait que la
PTH soit peu sécrétée dii a un apport élevé en calcium et en vitamine D, deux traitements

utilisés pour contrer I’hyperparathyroidie secondaire chez les patients dialysés (31, 33, 34).

1.2.5. Inflammation

\

Les maladies rénales sont fortement associées a un processus inflammatoire
systémique. Celui-ci reste prédominant en insuffisance rénale terminale. Le stress oxydatif
serait inversement li¢ au déclin des fonctions rénales et serait aussi associé a la promotion de
I’inflammation. Ces processus augmentent significativement I’incidence des maladies
cardiovasculaires et modulent la sensibilité a I’insuline dans les tissus périphériques. Cet état
inflammatoire est causé par plusieurs conséquences de 1’urémie, telles qu’une augmentation
des cytokines pro-inflammatoires et des adipocytokines. De plus, des cytokines
inflammatoires sont sécrétées par les monocytes lors des contacts avec la membrane a dialyse
et causent une activation des leucocytes. Ceux-ci produisent d’importantes quantités de
réactifs oxygénés (ROS) et contribuent a I’inflammation en IRC. Les adipocytokines,
produites par les tissus adipeux blancs (WAT) modulent les fonctions de plusieurs tissus en
agissant sur le métabolisme des lipides, la sensibilité a 1’insuline, les fonctions vasculaires et
I’appétit. L’inflammation observée en IRC serait fortement associée a la diminution de la

sensibilité a I’insuline dans les tissus périphériques (35).



1.2.6. Cytochrome P450

En plus d’affecter la clairance rénale des xénobiotiques, I'IRC s’accompagne d’une
diminution du métabolisme de ceux-ci. En effet, ’expression et I’activité des enzymes du
cytochrome P450 (CYP450) sont affectées par 1’insuffisance rénale. Les toxines urémiques,
les cytokines inflammatoires et la PTH sont les principaux acteurs dans la modulation du
CYP450. L’IRC a aussi une influence sur tous les autres organes impliqués dans le
métabolisme des xénobiotiques. La modulation de la clairance des médicaments en IRC peut
avoir des impacts sur les patients, puisque certaines molécules peuvent voir leur efficacité
fortement réduite di a leur faible biotransformation en une molécule active et donc, réduirait
I’effet pharmacologique recherché. Au contraire, certains médicaments peuvent aussi
s’accumuler en IRC. L’impact peut étre fatal, puisque ces médicaments se retrouvent a des

doses toxiques et peuvent causer de graves effets indésirables pouvant entrainer la mort (36).

1.2.7. Transporteurs des xénobiotiques

Tout comme les enzymes du CYP450, les transporteurs de xénobiotiques sont affectés
par D’insuffisance rénale. La biodisponibilité et la distribution de certains médicaments a
travers 1’organisme sont donc bouleversées par ’IRC. Les effets peuvent étre similaires a la
modulation des enzymes du CYP450, allant de la diminution de la biodisponibilité¢ a
I’accumulation des médicaments dans certains compartiments. Les xénobiotiques peuvent

donc se retrouver en quantité insuffisante ou toxique au site actif (36, 37).

Chaque aspect de la pharmacocinétique des médicaments (absorption, distribution,
métabolisme et excrétion) est affect¢ par I’'I[RC. La pharmacocinétique des médicaments
devient donc imprévisible en IRC. Les médicaments employés et les doses de ceux-ci ont donc
été completement revus dans les derniéres années afin de pallier a cet impact de I’IRC (36,

37).



2.  Syndrome métabolique, résistance a ’insuline et
diabéte de type 2

Le syndrome métabolique est un état caractérisé par un ensemble de facteurs tels que
I’obésité, la résistance a I’insuline, ’hypertension et la dyslipidémie. Lorsque diagnostiqué
avec un syndrome métabolique, les risques de développer un incident cardiovasculaire et/ou
un diabete de type II augmentent significativement. Bien que 1’aspect génétique y soit pour
beaucoup, la malnutrition et le sédentarisme sont majoritairement responsables de

I’augmentation de la prévalence de ce syndrome depuis plusieurs années (38).

Tableau 2.1 | Critéres de diagnostic du syndrome métabolique selon 1’International Diabetes
Federation (39)

Obésité centrale (défini par le tour de taille)
> 94cm pour I'homme et > 80cm pour une femme

+
2 criteres parmi les suivants :
1 des triglycérides > 1,7mmol/L
, < 1,03mmol/L pour 'homme
| du HDL cholesterol < 1,29mmol/L pour la femme
Pression systolique > 130 mmHg
1 de la pression artérielle ou
pression diastolique > 85 mmHg
1 de la glycémie a jeun Glycémie > 5,6mmol/L

Méme si I’association entre le syndrome meétabolique et I’'IRC semble forte, une
relation causale n’a pas encore été¢ prouvée. La majorité des facteurs de risques du syndrome

métabolique sont cependant communs a I’IRC.
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2.1. Etiologie

Puisque le syndrome métabolique est un état caractérisé par une combinaison de
pathologies, les facteurs de risques en cause sont treés larges. Allant de la malnutrition aux
causes génétiques, bien des chemins peuvent mener au syndrome métabolique. En 2015, plus
de 1,4 milliard d’individus en souffraient autour du globe et ce chiffre ne fait qu’augmenter.
L’age contribuerait fortement a 1’essor de ce syndrome dans une population vieillissante,

puisque I’éventail de facteurs de risques tend a se développer a un age avance.

L’obésité est la caractéristique principale du syndrome métabolique. L’inactivité
physique et les dictes riches en gras et en glucides contribuent a I’émergence de I’obésité et de
la résistance a I’insuline qui s’installent chez ces patients. En plus, on observe chez ces ceux-ci
une augmentation des triglycérides et des LDL couplés a une diminution des HDL circulant.
Cette augmentation anormale des lipides sanguins, appelée dyslipidémie, contribue a
I’émergence du syndrome métabolique. Apparaissant plus tardivement dans 1’évolution du
syndrome, [I’hypertension aggrave les débalancements homéostatiques du syndrome
métabolique. L’obésité et la résistance a I’insuline contribueraient au développement de
I’hypertension. A ce stade, les conséquences du syndrome métabolique sont importantes,

puisque des dommages rénaux et cardiovasculaires peuvent survenir (40-42).
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2.2. Impact du syndrome métabolique

Les conséquences d’un syndrome métabolique sont multiples : dommages rénaux,
cardiovasculaires, diabéte de type II et cancer. Ces répercussions sont importantes et affectent
gravement la qualité de vie de ces patients tout en diminuant significativement leur espérance
de vie (40). Bien que chaque composante du syndrome soit liée a des débalancements
homéostasiques spécifiques, celles-ci restent interconnectées dans le développement du
syndrome et dans les répercussions biochimiques et physiologiques que celui-ci aura sur

I’ensemble du corps (5).

2.2.1. Augmentation de la masse adipeuse

Principalement causée par une di¢te riche en gras et une réduction de I’activité
physique, 1’obésité est une des caractéristiques principales du syndrome métabolique. Une
augmentation de la masse adipeuse sous-cutanée est souvent observée. Ce tissu génére la
majorité des acides gras libres (FFA) circulant. L’exposition des muscles a de hauts niveaux
de FFA induit une résistance a I’insuline en inhibant 1’absorption insulinodépendante du
glucose. De plus, une exposition chronique du pancréas aux FFA affecte les fonctions des
cellules B de I’organe. Cependant, c’est le tissu adipeux viscéral qui a le potentiel le plus
dévastateur. L’augmentation de la masse adipeuse viscérale est directement corrélée avec une
augmentation des FFA splanchnique. Ces FFA contribuent a 1’accumulation pathologique de

gras par le foie (5, 40).

L’augmentation du tissu adipeux provoque aussi une sécrétion importante
d’adipocytokines telles que le Tumor necrosis factor alpha (TNFa), la protéine C-réactive
(CRP), I'interleukine-6 (IL-6) et I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene-1 (PAI-1). Ces
molécules pro-inflammatoires, en plus d’agir localement sur la sensibilité a I’insuline, ménent

a un état inflammatoire systémique (5, 40).
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La dyslipidémie, autre caractéristique du syndrome métabolique, est caractérisée par
une altération des lipides et des glucides circulant. L’augmentation des FFA générés par les
tissus adipeux cause une augmentation des triglycérides. Cette hypertriglycéridémie mene a
son tour a une augmentation des VLDL. En temps normal, I’insuline régule I’activité¢ de la
protéine lipase, enzyme responsable de la clairance des VLVL. Par contre, lorsque
I’hypertriglycéridémie est couplé a une résistance a I’insuline, il en découle une augmentation
de la production des VLDL et une diminution de leur clairance. Une augmentation des LDL
s’en suit. De plus, I’hypertriglycéridémie provoque une augmentation des HDL enrichie de
triglycérides. Ces particules sont d’excellents substrats pour la lipase hépatique et sont donc
rapidement retirées de la circulation. Il reste donc moins de HDL disponibles pour le transport
du cholestérol. La dyslipidémie est fortement associée a 1’augmentation du stress oxydatif et a

la dysfonction endothéliale, acteurs importants dans les maladies athérosclérotiques (5, 40).

Obésité Résistance a l'insuline

Dyslipidémie

™ Acides gras libres

!

1 VLDL

>

™ LDL J HDL

Figure 2.1 | Progression de I'obésité vers la dyslipidémie (5)
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2.2.2. Lipotoxicité

L’homéostasie des lipides représente une balance entre 1’apport, la genése et
I’utilisation de ces lipides. Lorsque les processus anaboliques fournissent plus de FFA que le
catabolisme n’en a besoin, ces lipides en exces sont estérifiés et stockés sous forme de
triglycérides. Ces lipides peuvent, par la suite, étre utilisés selon le besoin. Par contre, quand la
capacité de stockage de ’organe est dépassée, il en résulte une dysfonction cellulaire suivie
d’une mort cellulaire. Ce processus est appelé lipotoxicité. Tous défauts ayant le potentiel de
moduler & la hausse les taux de FFA et de triglycérides peuvent ultimement mener a ce

processus. Bien sir, les conséquences divergent d’un organe a I’autre (43).

Dans le foie, la lipotoxicité est associée a une hépatostéatose non alcoolique. Celle-ci
est caractérisée par une réponse inflammatoire avec fibrose hépatique pouvant ultimement

mener a une cirrhose (43).

La lipotoxicit¢é provoque un tout autre effet dans les muscles squelettiques.
L’accumulation de lipide a pour effet d’induire une résistance a I’insuline dans ces tissus en

provoquant un défaut de translocation du GLUT4 en réponse a I’insuline (44).

Un surplus de lipides dans le pancréas interfére avec le processus de sécrétion de
I’insuline pouvant méme aller jusqu’a la dysfonction des cellules § du pancréas et a I’apoptose
de ces cellules. L accumulation de triglycérides dans le pancréas est fortement associée a une

diminution de la masse de cellules 3 et un déclin de la production d’insuline (45).

Dans les reins, les FFA transportés par I’albumine ont un effet toxique sur 1’épithélium
tubulaire. Ajoutés a une protéinurie, ces FFA transportés par 1’albumine provoquent une
infiltration de macrophage dans le cortex rénal suivie d’une mort cellulaire. De plus, le stress
oxydatif occasionné par la lipotoxicité provoquerait de 1’apoptose et serait impliqué dans le

développement d’insuffisance rénale chronique (46, 47).
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2.2.3. Glucolipotoxicité

La glucolipotoxicité fait référence a la combinaison des effets déléteres et synergiques
des taux ¢levés de glucose et d’acide gras sur les fonctions et la survie des cellules B du
pancréas. Celle-ci méne a la diminution des capacités d’expression et de sécrétion de 1’insuline
par le pancréas. Les mécanismes par lesquels la glucolipotoxicité affecte les cellules  sont
méconnus, mais plusieurs évidences placent le stress oxydatif en tant qu’acteur majeur. Etant
donné que le glucose a un effet sur le métabolisme des lipides, certaines études pointent plutot
I’activation de la lipogenese induite par des taux élevés de glucose. La toxicité du glucose
serait donc effectuée par ’entremise de la lipotoxicité dans ce cas-ci (48). Par contre, la
glucolipotoxicité ne semble pas affecter le pancréas d’individus non prédisposés. Les taux
¢levés de glucides et d’acides gras ne feraient donc qu’accélérer la défaillance des cellules 3

du pancréas lorsque celle-ci est déja en cours (49, 50).

2.2.4. Diabete de type 2

Bien qu’une résistance a I’insuline soit liée au syndrome métabolique, elle n’est pas
toujours synonyme de diabéte de type II. Une hyperinsulinémie est souvent observée pour
contrer une hausse de la glycémie. Cette résistance a I’insuline observée chez les obeses est
fortement liée a une diminution de I’expression du GLUT4 dans les tissus adipeux. Dans les
tissus adipeux et musculaires, le processus de translocation de ce transporteur semble
défectueux chez les obéses. Il en résulte une inhabileté de ces tissus a absorber le glucose
circulant en présence d’insuline. De plus, la signalisation de 1’insuline semble affectée dans les
tissus périphériques via plusieurs mécanismes tels que la présence d’adipocytokines et

I’augmentation de I’activité de plusieurs tyrosines phosphatase (51).

D’un autre point de vue, la surabondance des FFA liée a I’obésité contribuerait a
réduire la sensibilité a I’insuline dans les tissus périphériques. De plus, les FFA causent une
néoglucogenese hépatique, autre signe de résistance a D’insuline (52). L’obésité étant

fortement liée a 1’augmentation de stress dans le réticulum endoplasmique (RE), ce stress
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provoquerait a son tour une suppression de la signalisation du récepteur a 1’insuline. Ce stress

serait aussi impliqué dans le déclin et la survie des cellules B du pancréas (53).

La glucolipotoxicité exercée par les diverses facettes du syndrome métabolique

augmente d’environ 4 fois les risques de développer un diabete de type II (41).

2.2.5. Hypertension

Bien que ’augmentation de la pression artérielle n’apparaisse que tardivement dans
I’évolution du syndrome métabolique, celle-ci doit étre traitée rapidement puisque c'est un
facteur de risque important des maladies rénales et cardiovasculaires. L obésité et la résistance
a D’insuline en sont les principales causes. En effet, une accumulation de gras viscéral est
fortement associée a I’hypertension. L’accumulation de matic¢res adipeuses dans le systéme
cardiovasculaire provoque un effet direct sur la tension artérielle. De plus, le gras viscéral est
métaboliquement actif et sécréte activement des molécules appelées adipocytokines
impliquées dans la progression de I’inflammation et de I’hypertension (5). L’obésité semble
aussi contribuer a I’hypertension via I’altération de la natriurése. La réabsorption sodique
augmente en réponse a une élévation du débit plasmatique rénal et du DFG. Cette diminution
de la natriurése serait provoquée par une augmentation de I’activité du systéme nerveux
sympathique, du systéme rénine-angiotensine (RAS) et de ’altération de 1’hémodynamique

rénale (54).

D’autre part, I’hyperinsulinémie résultant de la résistance a 1’insuline provoque
I’activation du systéme rénine-angiotensine qui, a son tour, mene a 1’augmentation de la
pression artérielle (55). L’insuline affecte aussi 1’hémodynamique en réduisant la production
d’oxyde nitrique (NO) dans I’endothélium capillaire. L’hypertension, si non traitée, cause des
dommages au niveau de 1’endothélium vasculaire rénal et cardiovasculaire en affectant la

contractilité¢ des vaisseaux sanguins (56).
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2.2.6. Impact sur P’insuffisance rénale chronique

Le syndrome métabolique est fortement associé a I’essor de maladies rénales
chroniques. Beaucoup d’études se sont intéressées aux mécanismes liant le syndrome
métabolique a I’IRC, mais ceux-ci restent toujours incertains. Il est cependant reconnu que
chacune des composantes principales du syndrome métabolique serait associée aux maladies

rénales. Celles-ci auraient donc un effet synergique sur le déclin des fonctions rénales (10).

Le syndrome métabolique est associé¢ a un risque 1,5 fois plus ¢élevé de développer de
I’insuffisance rénale chronique et la puissance de cette association augmente avec 1’ajout de
composantes du syndrome métabolique présentes chez le patient. L hypertension semble étre
la composante la plus fortement associée au déclin des fonctions rénales avec rapport des cotes
de 1,6, suivie de pres par ’obésité avec 1,2 et I’hyperglycémie avec un rapport des cotes de
1,14. Puisque l’incidence du syndrome ne cesse d’augmenter, celle de I'IRC suit donc

proportionnellement cette tendance désastreuse (57).

Syndrome métabolique

Dyslipidémie Résistance a I'insuline

Hypertension Inflammation

Dommages rénaux

Figure 2.2 | Impact du syndrome métabolique sur I’insuffisance rénale chronique (58)
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Puisque la résistance a 1’insuline représente un des plus important facteur de risques de
I’IRC, celle-ci jouerait un rdle central dans le développement de maladies rénales chez les
individus atteints d’un syndrome métabolique. La résistance a 1’insuline provoquerait des
dommages rénaux via une multitude de mécanismes tels qu’une rétention sodique, une
diminution de I’activité de la Na'/K'-ATPase et une hyperfiltration (12). De plus, 1’insuline
amplifierait I’hypertension en stimulant le RAS (59). En augmentant la pression intrarénale,
I’hypertension cause des dommages mécaniques aux structures rénales (54). Une attention
particuliere sera apportée a I’impact de la résistance a I’insuline sur I’IRC au chapitre 3 de ce

mémoire.

En plus d’aggraver la résistance a I’insuline, le stress du RE causé par 1’obésité
provoquerait des dommages glomérulaires et tubulaires en faisant accroitre la protéinurie et
I’inflammation (60). Les adipocytokines seraient impliquées dans le développement de fibrose
rénale en réduisant la sensibilité a 1’insuline et en participant a 1’état inflammatoire chez les

obeéses (61).

Comme mentionnée précédemment, la dyslipidémie cause elle aussi des dommages
rénaux. En effet, cet exces de lipide a le potentiel d’endommager les structures rénales par des
mécanismes qui restent encore méconnus. Une diminution du cholestérol et des triglycérides
chez ces patients semble cependant retarder la progression de 1‘insuffisance rénale, suggérant
une implication de ceux-ci dans I’aggravation de I’IRC (62). De plus, le stress oxydatif
occasionné par la peroxydation d’un exces de lipides s’additionne en provoquant des

dommages endothéliaux importants (58).
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2.3. Homéostasie métabolique du glucose

Le métabolisme du glucose est composé de multiples processus dispersés sur
I’ensemble des organes qui maintiennent un ¢équilibre entre absorption, utilisation et
production d’énergie sous forme d’hydrates de carbone. Ces processus doivent gérer 1’offre et
la demande en fonction des différents états comme le jeline, 1’exercice et 1’état postprandial.
La communication entre ces différents systémes est primordiale. Le débalancement d’un seul

de ces systémes risque de provoquer une intolérance au glucose pouvant ultimement mener au

diabete de type 11 (63).

2.3.1. L’absorption du glucose et les incrétines

Communément appelé glucagon-like peptide 1 (GLP-1) et glucose-dependent
insulinotropic polypeptide (GIP), ces deux molécules sont respectivement relachées par les
cellules L et K de I’intestin suite a I’ingestion de nutriments. Leur rdle principal est de
maintenir une glycémie normale en favorisant la sécrétion d’insuline lorsque 1’ingestion de
glucose est élevée. En plus, le GLP-1 provoque un ralentissement de la vidange gastrique, une

inhibition de la sécrétion du glucagon et augmente la satiété (64).

Absorption
orale de
glucose

@ _>1~ GLP-1
=

Figure 2.3 | Effets des incrétines suites a I’ingestion de nutriments (65)

Cellules B —>| 1 Insuline

<>Cellules a —>| |, Glucagon

Petit intestin
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L’absorption du glucose se fait par I’entremise de 2 transporteurs de glucose, le SGLT1
et le GLUT2. Le SGLTI1 est présent du coté apical et permet de transporter le glucose contre
son gradient a l’intérieur de l’entérocyte. Par la suite, le glucose traverse la membrane

basolatérale selon son gradient de concentration par I’entremise du GLUT2 (66).

Membrane Membrane
Apicale Basolatérale

Na*/K*
ATPase

Glucose

Figure 2.4 | Schématisation d’un entérocyte et de ses transporteurs de carbohydrate (66)

2.3.2. Transporteurs de glucose

La diffusion du glucose a travers les tissus se fait par I’entremise de transporteurs. Le
transport facilité se fait par les GLUT tandis que le transport contre gradient se fait par les
symporteurs de glucose et de sodium SGLT. Les principaux transporteurs sont les GLUT1, 2,
3,4 et SGLT1 et 2 (67, 68).
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Tableau 2.2 | Sommaire des propriétés des transporteurs de glucose (67, 69, 70)

GLUTI1 GLUT2 GLUT3 GLUT4 SGLT1 SGLT2
Ubiquitaire * Foie * Reins * Muscles * Petit intestin * Reins
* Foie * Pancréas * Cerveau squelettiques et * Reins
* Reins * Reins cardiaque
Tissus * Globules * Petit intestin * Tissus adipeux
rouges brun et blanc
* Cerveau
* Muscles
squelettiques
* Glucose
Substrat * Glucose * Glucose * Glucose * Glucose * Glucose
* Fructose
Affinite Haute Basse Treés haute Haute Haute Basse
Capacité Haute Basse Haute
Régulation de la
translocation par | Non Non Non Oui Non Non
I’insuline
Transport du | Absorption du Transport basal | Transport Absorption Réabsorption
glucose dans | glucose lorsque | de glucose, insulinodépendant | intestinale et rénale
le sang, a celui-ci est en surtout au du glucose dans réabsorption
Réles travers les concentration niveau neuronal | les tissus rénale
membranes et | importante périphériques

transport
basal du
glucose

21




2.3.2.1 GLUT

La famille des GLUT (Symbol du géne SLC2A4) est composée de 14 membres. Ces
transporteurs sont exprimés spécifiquement dans certains tissus pour assurer le contrdle adéquat
du transport du glucose. Par contre, leurs caractéristiques fonctionnelles peuvent étre trés variées
(Substrat, spécificité et affinité). Bien que la majorité de ces transporteurs se retrouvent
exclusivement au niveau de la membrane cellulaire, le GLUT4 se différencie des autres par la

redistribution de sa localisation entre la membrane cellulaire et les vésicules de sécrétion (67,

68).

GLUTI (SLC2A41)

Le GLUTI est le transporteur majoritaire au niveau du cerveau et des barriéres sang-
tissus incluant la barriére placentaire et la barriére hématoencéphalique. Il est aussi co-exprimé
avec le GLUT4 dans les muscles et les tissus adipeux. On le retrouve aussi dans le rein, le colon
et le foie. Son expression génique est stimulée par une privation en glucose et par des mitogenes
(71). De plus, ce transporteur est nécessaire au développement embryonnaire. Une carence en
GLUTI1 provoque, entre autres, une diminution de 1’apport de glucose au cerveau, un retard

développemental, de I’épilepsie et des désordres moteurs (6).

GLUT2 (SLC2A2)

Ce transporteur de basse affinité est fortement exprimé dans les cellules  du pancréas, le
foie, les reins et le petit intestin. Il est difficilement saturable, permettant d’obtenir rapidement un
équilibre des concentrations de part et d’autre de la membrane. Dans le pancréas, ce transporteur
permet a la cellule B de détecter les taux de glucose circulant pour sécréter efficacement
I’insuline. Dans le petit intestin et les reins, il permet au glucose de sortir de la cellule pour
atteindre le sang (67, 68). Puisque son role est primordial dans la détection et le transport du
glucose, un défaut de ce transporteur provoque une intolérance au glucose, de I’hypoglycémie a
jeun et I’accumulation de glycogeéne dans les tissus. De plus, un knockout complet de ce

transporteur provoque une incapacité des cellules B du pancréas a sécréter de I’insuline en
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réponse a un apport de glucose. Un diabéte s’installe donc trés tot puisque le pancréas ne se

développe pas correctement (6).

GLUT3 (SLC2A3)

Ce transporteur, majoritairement exprimé dans le cerveau, permet de fournir une quantité
importante de glucose aux tissus qui exigent plus d’énergie. On le retrouve aussi dans les cellules
de la lignée blanche du sang. Son expression est plus importante au cours de I’embryogenése

(68).

GLUT4 (SLC2A4)

Ce transporteur, présent dans les tissus périphériques tels que les muscles et les tissus
adipeux, a la caractéristique unique d’étre sensible a I’insuline. En plus de le retrouver a la
membrane plasmatique, il est aussi présent dans des vésicules de sécrétion intracellulaire. La
translocation de ce transporteur des vésicules vers la membrane se fait par 1’entremise de
I’insuline. Ceci a pour but d’augmenter 1’absorption du glucose dans les tissus périphériques

pour pallier a un apport important de glucose et retirer celui-ci du sang (71).

Beaucoup d’études se sont intéressées a ce transporteur et a son mécanisme de
translocation, puisque la régulation de son expression est fortement liée a la sensibilité a
I’insuline et a la pathogenese du diabete de type II. Cependant, les mécanismes de régulation de

celui-ci restent jusqu’a présent peu connus (68).

2.3.2.2SGLT

La famille des SGLT (Symbole de géne SLC54) n’a que 6 membres (67, 68). Ces
transporteurs sont des symporteurs Na'/Glucose et permettent de transporter le glucose contre

son gradient (69).
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Dans les reins, le couple SGLT2/GLUT?2 est responsable de la réabsorption d’environ
97% du glucose tandis que le couple SGLT1/GLUTI n’est responsable que de moins de 3% de la
réabsorption tubulaire. En ’absence du SGLT2 ou du GLUT?2, le couple SGLT1/GLUT1 ne peut
compenser que pour 40% de la réabsorption de glucose. Il est a noter que la localisation du
couple SGLTI1/GLUI se situe distalement au couple SGLT2/GLUT2 dans les tubules rénaux
(72).

luminal proximal tubule blood

97% (0%} 3% (40%) early |

K\T SGLT2 T SGLT1
>

[glucose]

glucose

glucose — —Cow
Na — Na
- K - K+

-+

glucose — <G
Na© — Na

. K"' - K“‘ K

urine l

0-0.2% (60%)

-
==

-
-
late I

Figure 2.5 | Réabsorption du glucose dans le rein (72)

SGLT1 (SLC5A1)

Ce transporteur de haute affinité est exprimé majoritairement dans le petit intestin et dans
les tubules rénaux. Il est aussi exprimé dans plusieurs tissus ou le glucose doit étre acheminé de
facon facilitée contre son gradient, comme dans les glandes mammaires. Son rdle consiste a
I’absorption et la réabsorption du glucose avec un ratio de 2 Na™ pour une molécule de glucose.
Un knockout de cette protéine est fatal puisque le glucose n’est plus absorbé dans I’intestin (6,

67, 69).

La modulation de I’expression du SGLT1 se fait par I’entremise d’une protéine G, la
gustducin, en fonction des taux de carbohydrates dans le systeme digestif. Par contre, un niveau

basal d’expression du SGLTT1 est constitutivement maintenu (66).
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SGLT2 (SLC5A2)

Ce transporteur de basse affinité et de haute capacité est majoritairement exprimé dans les
tubules rénaux. Son role consiste a réabsorber la plupart du glucose de I’urine avec un ratio égal
de Na' et de glucose. Les propriétés de ce transporteur en font une cible parfaite dans le
traitement thérapeutique de I’hyperglycémie. En effet, son inhibition provoque une perte de

glucose dans les urines et une diminution de la glycémie (6, 69, 73).

2.3.3. Régulation des transporteurs de glucose

L’expression de la protéine et de son ARNm des transporteurs peut étre modulée par
plusieurs €léments tels que des facteurs de transcription et des hormones. La lactation par
exemple, par ’entremise de la prolactine et de I’hydrocortisone, provoque une augmentation de
la transcription des génes du GLUTI et du SGLT1 dans les glandes mammaires (74). La PTH
contribue aussi a la modulation de 1’expression des transporteurs de glucose (75, 76). Certains
facteurs de transcriptions comme p53 (77), SREBP (78), PPAR et RXR (79) ménent aussi a la
modulation des transporteurs de glucose en réponse a une demande cellulaire accrue en énergie

(67).

Plusieurs cancers provoquent aussi une augmentation de 1’absorption du glucose. En
effet, les oncogenes, en plus d’augmenter la transcription des transporteurs de glucose, causent
une augmentation de la demi-vie de ces protéines en stabilisant celles-ci avec des protéines

chaperonnes (71).

L’insuline, en plus d’affecter la translocation du GLUT4, augmente I’expression du
GLUTI1 et du GLUT4 (80). Ces transporteurs peuvent méme étre régulés par 1’interaction du
glucose lui-méme et du facteur de transcription "carbohydrate response element-binding protein”

(ChREBP) (68).
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2.3.4. Fonctionnement du pancréas

Le pancréas, une glande endocrine et exocrine, intervient dans la digestion et I’absorption
des nutriments dans I’intestin ainsi que dans la régulation de 1’homéostasie du glucose. La
fonction endocrine de cet organe est assumée par un ensemble de cellules regroupé dans les ilots
de Langerhans. Ces ilots sont composés de trois types cellulaires; les cellules o qui sécrétent du
glucagon, les cellules B qui sécrétent de I’insuline, les cellules 6 qui sécrétent la somatostatine et
les cellules PP qui sécrétent le polypeptide pancréatique. Puisque la gestion du métabolisme du
glucose est principalement effectuée par les cellules a et B, une attention particuliére sera portée

a ces deux types cellulaires.

Les cellules B font partie du sous-type cellulaire le plus nombreux des ilots de
Langerhans. Ces cellules sont sensibles au glucose et sont responsables de la sécrétion de
I’insuline. Cette hormone est d’abord produite par le clivage de la proinsuline par des
proprotéines convertases (PC1 et PC2) au cours de leur trafic intracellulaire vers la voie de
sécrétion. L’insuline active est ensuite entreposée dans des granules de sécrétion jusqu’a ce que
la glycémie augmente, causant ainsi une relache de celle-ci (81). En temps normal, la relache
d’environ 2% du contenu des granules est suffisante pour rétablir la glycémie. Ces cellules sont
fortement sensibles au potentiel électrique. C’est cette excitabilité électrique qui leur confere

cette précision dans la détection du glucose (82).

t Glucose
Glut 1/2

Suite a I’entrée du glucose circulant

dans la cellule B, celui-ci est métabolis¢ et GK/glycolysis

l }AMPK
t ATP/ADP b

mene a une augmentation du ratio ATP/ADP
dans la cellule. L’augmentation de I’ATP
inhibe les canaux potassiques et cause leur

fermeture (83). La dépolarisation de la cellule

provoque ensuite un potentiel d’action Kae channel

Figure 2.6 | Détection du glucose et
sécrétion d’insuline par les cellules B du
voltage-dépendants (84). Cet apport en calcium pancréas (2)

déclenchant I’ouverture des canaux calciques
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mene a son tour a la fusion des granules sécrétoires a la membrane cellulaire par 1’entremise de

protéines SNARE (85). L’insuline est alors libérée dans la circulation sanguine (86).

Contrairement aux cellules

, les cellules o des ilots de SV o
b ogc ACh

Langerhans réagissent a un manque Human Cat'emmm L-type Ci.
de glucose. Tout comme les cellules a-cell + channel

B, une augmentation de la glycémie

cause une augmentation du ratio ‘l’ *
ATP/ADP suivi d’une fermeture des SG..

canaux  potassiques, mais la Ca* @

fermeture de ces canaux a plutot “ I ___________ *+’ Glucagon
pour effet d’inhiber la sécrétion du W\f w\'r

glucagon puisque la dépolarisation ) T-type Na'- P/Q-type
causée par la fermeture de ces Ca -channel channel Ca*-channel
canaux  potassiques  nest  pas Figure 2.7 | Mécanismes de sécrétion du
suffisante pour activer les canaux glucagon par les cellules o du pancréas (1)
subséquents. Au contraire, une diminution de [D’apport en glucose provoque une
hyperpolarisation (-60mV) de la cellule activant ainsi des canaux calciques de type T voltage-
dépendants. Ceci a pour effet de dépolariser la cellule (-30mV) et meéne a 1’ouverture des canaux
sodiques voltage-dépendants. A son tour, cet apport de Na" dépolarise encore plus la cellule et

active les canaux calciques de type P et Q causant une fusion des granules sécrétoires a la

membrane cellulaire et une relache du glucagon dans le systeéme sanguin (87, 88).

2.3.5. Role de ’insuline

Le récepteur a I'insuline est composé d’un dimer (af), transmembranaire li¢é a une
tyrosine kinase. La liaison de I’insuline provoque une autophosphorylation du récepteur. Il s’en
suit une phosphorylation de protéines IRS et 1’activation de plusieurs voies de signalisation. La

voie du phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K) meéne a la phosphorylation du PIP, en PIP3 qui se
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lie a Akt2 et provoque Ila
translocation du GLUT4 a la
membrane plasmatique. Dans la
voie des MAPK, IRS-1 lie Grb2
et Sos pour activer des protéines
Ras. Il en résulte une activation
des MAPK et la régulation de
facteurs de transcription
modulant de nombreux génes
ainsi que la prolifération et la
différenciation cellulaire.

L’insuline a donc le potentiel

Regulation of
gene expression

(transcription)

# Insulin

@ translocation,
glucose uptake

| :.

GS activation,
glycogen
synthesis

Figure 2.8 | Signalisation du récepteur a I’insuline (4)

d’agir autant sur le métabolisme que sur la croissance cellulaire (4).

Chez les mammiferes, les muscles squelettiques sont les tissus principaux contribuant a

retirer le glucose du sang pour maintenir la glycémie stable. Le GLUT4 étant majoritairement

exprimé dans les muscles squelettiques, le muscle cardiaque et dans les tissus adipeux, c’est dans

ces tissus que I’insuline produira la majorité de son effet hypoglycémiant. Cet effet se fait dans

les tissus exprimant le GLUT4 et entraine une translocation de ce transporteur a la membrane
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Figure 2.9 | Effet de I’insuline sur le transport du
glucose et sur son métabolisme (3)

plasmique en plus de stimuler
son expression (71). La sécrétion
stimulée le
(GSIS)

diminution

d’insuline par

glucose cause

de

une
drastique la

glycémie dans les minutes
suivant ’ingestion du glucose.
Le glucose capté par les tissus
périphériques est alors converti

en glycogéne a des fins de

stockage. En plus de stimuler la glycolyse dans ces tissus, I’insuline inhibe la gluconéogenese,

diminue la lipolyse et augmente la syntheése de protéines (89).
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Outre les tissus
périphériques, le foie assure
aussi un role dans la régulation
de la glycémie. Les nutriments
absorbés doivent subir un
premier passage hépatique avant
d’intégrer la circulation
sanguine. Le foie participe
activement au métabolisme du
glucose en absorbant une
quantité significative de glucose.
L’insuline agit directement sur

cet organe en stimulant le

GLUT2
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Figure 2.10 | Sécrétion de I’insuline par les cellules 3
pancréatiques et son effet sur les tissus périphériques (6)

stockage du glucose sous forme de glycogéne et en inhibant la néoglucogenése (90, 91).

2.3.6. Role du glucagon

Le glucagon, au contraire de 1’insuline, est une hormone hyperglycémiante. Lorsque la
concentration circulante de glucose est faible, le glucagon est relaché par le pancréas pour activer
la gluconéogenese et la lipolyse dans les organes clés de ’homéostasie du glucose. De plus, le
glucagon inhiberait la sécrétion de 1’insuline par la production de kisspeptin-1 dans le foie. En
plus des effets hyperglycémiants, le glucagon cause une diminution de la relache des VLDL, des
triglycérides et du cholestérol par le foie. De plus, le glucagon ralentit la vidange gastrique et

controle la satiété (92). Cette hormone semble aussi provoquer une augmentation du débit

plasmatique rénal, effet qui ne serait pas attribuable a I’augmentation de la glycémie (93).
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2.4. Débalancement de ’homéostasie du glucose

Des causes génétiques aux maladies associées a la résistance a [D’insuline, le
débalancement de I’homéostasie du glucose provient d’un large éventail de facteurs de risques.
Plusieurs mécanismes peuvent y é&tre impliqués. Une résistance a D’insuline, un défaut
d’expression des transporteurs de glucose, un défaut hépatique, pancréatique, intestinal ou rénal;

tous ces débalancements ménent au débalancement de I’homéostasie du glucose (94).

2.4.1. Conditions pathologiques affectant I’expression des transporteurs de

glucose

Plusieurs maladies provoquent un défaut d’expression des transporteurs de glucose. Chez
les patients atteints de diabéte de type 2, par exemple, on observe une diminution de 1’expression
du GLUT4 dans les tissus périphérique et donc une diminution de 1’effet de I’insuline sur la
captation du glucose. Puisque le GLUT4 est régi par un trafic intracellulaire, ce trafic peut aussi
étre impliqué dans la modulation de ’apport en glucose dans les tissus périphériques. Outre
I’insuline, les conditions pathologiques affectant la signalisation de I’insuline et la translocation
du GLUT4 sont méconnues puisque la compréhension du transport insulinodépendant n’est pas

compleétement €élucidée (95).

Le GLUTI quant a lui est fortement modulé. Son expression varie au cours du
développement embryonnaire. L’insuline, ’'IGF-1, la PTH, certains oncogenes et plusieurs autres
hormones et facteurs agissent positivement sur I’expression de ce transporteur. Seul le glucose
semble provoquer une diminution de son expression. L’expression du GLUT1 semble donc

modulée par une panoplie d’éléments en fonction des besoins en glucose (96).

Les conditions pathologiques affectant I’expression des transporteurs de glucose ont,
jusqu’a présent, été peu reportées. Seul le GLUT4 a fait I’étude de recherches poussées et les
mécanismes menant a la réduction de son expression dans la résistance a 1’insuline sont

meéconnus.
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2.4.2. Conditions pathologiques affectant la sensibilité a ’insuline

Que ce soit en agissant sur le pancréas ou sur les tissus périphériques, diverses conditions
peuvent affecter la sensibilité a I’insuline. Il en résulte souvent une hyperinsulinémie pouvant

étre associée a une hyperglycémie.

Obésité et syndrome métabolique

L’obésité est fortement associée a une diminution de la sensibilité a I’insuline. Chez ces
individus, il est reconnu que les fonctions pancréatiques et hépatiques sont maintenues. La
résistance a I’insuline est plutdt issue d’un déréglement au niveau des tissus périphériques (97,
98). L’¢état inflammatoire observé chez les obéses affecte fortement la signalisation de I’insuline
dans les tissus périphériques. De plus, les adipocytokines agissent sur le métabolisme des acides
gras et des carbohydrates. Certaines études montrent toutefois que cette inflammation
augmenterait la gluconéogenése dans les hépatocytes pour contrer 1’accumulation de lipides
intrahépatiques. Le role du foie dans cette résistance a 1’insuline reste donc incertain, mais les

tissus périphériques seraient au coeur du déclin de la sensibilité a I’insuline (99).

Stéatose hépatique non alcoolique

Bien que le foie soit responsable d’environ 30% du métabolisme du glucose, les maladies
hépatiques n’affectent pas que le foie. La sensibilité a I’insuline diminue aussi grandement dans
les tissus périphériques. Dans le foie, I’accumulation de lipides provoque une diminution de
I’habileté de I’insuline a supprimer la gluconéogenese (100). Le pancréas compense alors en
augmentant la sécrétion d’insuline et puisque cette hormone est impliquée dans le métabolisme
des lipides, elle provoque une augmentation du métabolisme des lipides hépatiques. La stéatose
hépatique implique donc un cercle vicieux avec la résistance a I’insuline. De plus,
I’inflammation hépatique méne au déclin de la sensibilit¢ a I’insuline dans 1’organe (101).
Puisque la gluconéogenese et la lipogenese restent €levées en cas de stéatose, il en résulte une
hyperglycémie chronique et un accroissement du stress oxydatif menant a I’inhibition de la

signalisation de I’insuline dans les tissus périphériques (102).
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Vieillissement

Le vieillissement est fortement li¢ a une réorganisation des différents compartiments
physiologiques. Les tissus adipeux, par exemple, tendent a augmenter tandis que la masse
musculaire diminue. De plus, des changements hormonaux et une augmentation de la sédentarité
surviennent avec le vieillissement. Tous ces facteurs influencent la sensibilité¢ a ’insuline a la
baisse. En plus d’une baisse de la sensibilité a 1’insuline, on observe une diminution des
capacités sécrétoires du pancréas. La dysfonction des cellules B survient plus tardivement au
cours du vieillissement. Le métabolisme du glucose est donc fortement compromis chez les
personnes agées. L’¢étiologie de la résistance a I’insuline reste donc variée et différe d’une

personne a 1’autre (103).

Hyperthyroidie

La glande thyroide influence grandement le métabolisme du glucose et la sensibilité a
I’insuline puisque les hormones thyroidiennes sont impliquées dans la régulation du métabolisme
des nutriments. Une augmentation de celles-ci provoque une augmentation de la gluconéogenése
et des dépenses énergétiques. Dans le foie, la Ts stimule directement la gluconéogenése et
provoque une résistance a I’insuline. Dans ces conditions, les tissus périphériques doivent
augmenter le stockage de glycogeéne pour contrer la gluconéogenese hépatique. Au niveau du
pancréas, I’hyperthyroidie provoque un déclin des fonctions sécrétoires de 1’organe. Cependant,
aucune corrélation n’a pu étre établie entre les fonctions thyroidiennes et 1’apparition d’un

diabéte de type 2 (104).

Causes génétiques

Une mutation du récepteur de I’insuline est connue pour causer une forte résistance a
I’insuline. Cette mutation est associée a une hyperinsulinémie sévere et de I’hyperglycémie
chronique. Une mutation du géne de la tyrosine kinase du récepteur a I’insuline est aussi
reconnue pour causer une résistance a I’insuline, quoique moins violente qu’une mutation directe
du récepteur. Un diabéte de type 2 est observé tres tot dans la vie de ces patients et ceux-ci

meurent rapidement des complications cardiovasculaires (105). Bien sir, une panoplie d’autres
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mutations sont connues pour leur impact sur I’homéostasie du glucose. Les capacités sécrétoires
du pancréas, le transport du glucose, les incrétines, la signalisation de 1’insuline, le métabolisme
des lipides et bien d’autres peuvent aussi étre affectés par des mutations génétiques et influencer
I’homéostasie du glucose. La génétique affecte largement la sensibilit¢ a I’insuline et

I’homéostasie du glucose. Ces mutations sont couramment associées au diabete de type 2 (106).
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2.5. Impact de la résistance a I’insuline sur les fonctions rénales

Bien que I’insuffisance rénale chronique soit associée a la résistance a 1’insuline, il est
aussi bien décrit que la résistance a 1’insuline promeuve des dommages rénaux. La résistance a

I’insuline et I’'IRC ont donc le potentiel de s’aggraver mutuellement.

Insulin resistance

Hyperinsulinemia

1 Glemerutar permeability to albumin
T Urinary albumin excretion
T Mesanglal cell proliferation

T Extracellular matrix protein synthesis T TGF-B
t Mesangial celi proliferation T Mesangial cell proliferation
i Mesangial cell apoptosis T Extracellular matrix protein
, synithesis
l.?preguhtmn of t ET-1 production
m'lrarelﬁl RAS and action
T AT receplor expression T Mesangial cell proliferation
T Angiotensin Il action T Extracellular pvatrix protein
synthesis
S I NO 8T Ty S R—
pl‘DdI.IC'IiDI‘I \ 4 / stress
Renal injury

Figure 2.11 | Interaction entre les désordres métaboliques provoqués par une résistance a
I’insuline et les dommages rénaux résultants (107)

Premierement, 1’insuline exerce un effet prolifératif direct sur les cellules glomérulaires et
mésengiales ainsi qu'un effet indirect en stimulant la sécrétion d’IGF-1 (108). De plus, I’insuline
stimule la production de facteurs de croissance comme le TGF-f participant a la fibrose rénale.
L’impact de I’insuline, en résistance a 1’insuline, sur la production de NO est aussi fortement
affecté. Ceci mene a une stimulation de la production de 1’endothelin-1 (ET-1) et a un

accroissement de la pression intrarénal ainsi qu’a de la fibrose rénale (109).

34



En plus de I’impact de la résistance a I’insuline sur la fibrose rénale, I’hyperinsulinémie
est reconnue pour engendrer du stress oxydatif. Celui-ci affectera a son tour la sensibilité¢ a
I’insuline en plus de promouvoir des dommages rénaux par plusieurs mécanismes. Ce stress
oxydatif provoque une diminution du NO et augmente aussi la peroxydation des lipides (110).
De plus, comme mentionné précédemment, 1’hyperinsulinémie interfére avec le (RAS). Ceci a
pour effet de potentialiser les effets déléteéres sur les fonctions rénales en plus d’affecter la

croissance cellulaire et provoquer une augmentation de 1’hypertrophie rénale (111).
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2.6. Développement d’un diabéte de type 2

Le diabete de type 2 survient lorsque les cellules B du pancréas cessent de fonctionner
suffisamment. Bien sir, une multitude d’événements surviennent antérieurement a 1’apparition
du diabete tel que mentionné précédemment. La résistance a I’insuline provoque une
augmentation de la sécrétion de celle-ci par le pancréas. La capacité sécrétoire de ’organe
augmente donc jusqu’a I’atteinte d’un plateau. Il s’en suit une défaillance des cellules f du
pancréas. A ce point, la capacité sécrétoire des cellules P est insuffisante pour compenser
I’¢lévation de la glycémie. De plus, la sensibilité¢ au glucose des cellules B diminue, affectant
ainsi la sécrétion de ’insuline a la baisse en réponse a 1’augmentation du glucose sanguin. De
plus, la stimulation de la sécrétion d’insuline par les incrétines est fortement affectée. Lorsque les
capacités sécrétoires des cellules B régressent, I’état prédiabétique commence a évoluer en

diabéte de type 2 (112, 113).

Susceptibility Adaptation Failure
Genetic Component B-cell mass expansion Glucolipotoxicity
Fetal Environment Insulin secretion Oxidative Stress
Postnatal Nutrition ER Stress

De-differentiation

Weight

Insulin Resistance

Glucose

B-cell mass

\

Time
Figure 2.12 | Evolution du débalancement homéostasique du glucose
pouvant mener au diabéte de type 2 (114)
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Chez les patients atteints d’un diabete de type 2, on observe couramment une diminution
de la masse de cellules p. Etant donné que la régénération de ces cellules est trés lente, ces
changements demeurent quasiment permanents. Chez d’autres patients, I’on observe plutot une
dysfonction des cellules B sans pour autant observer une diminution de la masse. Cette
dysfonction est suffisante pour causer une hyperglycémie chronique. A 1’aide de méthodes de
traitement adéquates, il est possible de renverser partiellement cette dysfonction et de ralentir

I’évolution du diabéte (112, 114).

Plusieurs voies agissent synergiquement dans la dysfonction pancréatique. La
glucolipotoxicité est I’'un des impacts de 1’obésité et de la résistance a I’insuline ayant un effet
délétere considérable sur le pancréas. Les mécanismes par lesquels cet exceés de nutriments
provoquerait une dysfonction du pancréas n’ont pas été complétement élucidés. Il est certain, par
contre, que tous les tissus impliqués dans le métabolisme du glucose ont une incidence sur
I’étiologie de la résistance a I’insuline et dans son développement subséquent en diabéte de type
2. De plus, le stress occasionné par I’oxydation des nutriments et par le réticulum endoplasmique
serait aussi impliqué dans la diminution de la masse de cellules . Plusieurs mécanismes sont
donc en cause dans le développement du diabéte de type 2, mais les connaissances sur la

pathophysiologie de cette maladie restent encore incomplétes (114).

2.6.1. Criteres de diagnostic du diabete de type 2

Selon I’Association Américaine du Diabete, plusieurs critéres sont requis dans le
diagnostic d’un diabete de type 2. 1) une glycémie supérieure a 11.1mmol/L 2h apres 1’ingestion
de 75g de glucose, 2) une glycémie supérieure a 11.Immol/L a tout moment de la journée et 3)
une glycémie a jeun supérieure a 7,0 mmol/L a plus d’une occasion. Depuis 2010, I’hémoglobine
glyquée peut aussi étre utilisée dans le diagnostic du diabete de type 2 de concert aux valeurs

glycémique (115).
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Tableau 2.3 | Critéres de diagnostic du diabéte de type 2 et de I’état prédiabétique
selon I’ American Diabetes Association (115)

Prédiabete Diabéte de type 2
Glycémie aléatoire (mmol/L) 0 >11,1
Glycémie a jeun (mmol/L) >5,55 >17,0
Glycémie 2h post GTT (mmol/L) >7,77 >11,1
HbAlc (%) >35,7 >6,5

En clinique, I’usage d’un test de tolérance au glucose orale (OGTT) peut étre utilisé dans

le diagnostic du diabéte de type 2. Celui-ci consiste a administrer 75g de glucose oralement aux

patients et a suivre la glycémie pendant 2 heures. Chez les individus normaux, la glycémie

revient a la normale 2h aprés I’administration du glucose, tandis que chez les patients résistants a

I’insuline et diabétique, la glycémie prend beaucoup plus de temps a se régulariser (116).

L’usage de la glycémie a jeun est priorisé sur la glycémie prise 2 un moment aléatoire,

puisque les valeurs obtenues a jeun sont répétables et elles corrélent directement avec un risque

accru de complications diabétiques (116). L’hémoglobine glyquée (HbAlc) sera décrite

ultérieurement, mais son utilisation reste récente et la corrélation entre celle-ci et la glycémie a

jeun est tres forte (115).
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2.7. Méthodes pour mesurer et caractériser la résistance a
P’insuline

Plusieurs critéres sont requis dans 1’évaluation de la résistance a I’insuline et dans le
diagnostic d’un diabete de type 2. Les mesures glycémiques permettent de suivre 1’évolution de
la maladie, mais ne montrent en aucun cas les capacités sécrétoires du pancréas. Les mesures
glycémiques et de la résistance a I’insuline doivent donc étre obtenue simultanément afin

d’obtenir un portait global de I’état diabétique du patient.

2.7.1. Mesures glycémiques

Taux de glucose sanguins

Facile et peu couteuse, la glycémie peut étre prise a I’aide d’un glycométre de poche.
Celle-ci peut étre prise sur une goutte de sang total ou sur du plasma. Puisque la répartition de la
glycémie se fait entre le plasma et ’hémoglobine, les glycometres de poche se basent sur une
équation pour évaluer la glycémie plasmatique. Par contre, I’usage d’un glycometre pour humain
n’est pas recommandé pour les études chez I’animal, puisque la répartition de la glycémie n’est
pas la méme d’une espece a I’autre. Chez I’homme, la répartition est de 58% dans le sérum et
42% dans I’hémoglobine, tandis que chez le rat, elle est de 84% dans le plasma et 16% dans

I’hémoglobine (117).

L’usage d’un glycométre pour animaux est donc requis, puisque ’algorithme de calcul de
la glycémie différe grandement entre les especes. De plus, puisque ces glycometres calculent la
répartition entre I’hémoglobine et le plasma sans mesurer ’hémoglobine, I’anémie présente chez

le rat en IRC peut affecter le dosage de la glycémie.
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Fructosamine

La fructosamine, aussi appelée 1-amino-1-deoxy-D-fructose, se forme lorsque le
groupement carbonyle du glucose réagit avec les amines des protéines sanguines. La
fructosamine représente donc 1’ensemble des protéines glyquées dans le sérum et est rapportée
sur la concentration totale de protéines sanguines. La fructosamine représente la glycémie sur
une ¢échelle d’environ 2 semaines, soit selon le taux moyen de renouvellement des protéines
plasmatiques. Lorsque 1’étude se déroule sur un a deux mois, la fructosamine évalue plus
fidélement les modulations glycémiques que 1’hémoglobine glyquée. De plus, ce paramétre n’est

pas affecté par I’anémie et peut étre obtenu dans un échantillon de sérum (118, 119).

Hémoglobine glyquée (HbAIc)

La mesure de I’hémoglobine glyquée est, en temps normal chez I’homme, la mesure de
prédilection dans le suivie de la glycémie. Trés couramment utilisée pour confirmer un
diagnostic et suivre I’évolution d’un diabéte de type 2, cette méthode posséde tout de méme
quelques lacunes. L’HbA lc donne une représentation de la glycémie sur environ trois mois, soit
le temps de renouvellement des érythrocytes. La mesure de I’'HbAlc requiert du sang total non
coagulé. Le sang du rat coagule trés rapidement et le volume que I’on peut obtenir est trés limité.
Il est donc difficile de mesurer I’HbAlc chez ceux-ci. De plus, plusieurs désordres présents en
IRC, tel que I’anémie, peuvent fausser le dosage de I’HbAlc. De plus, la viabilit¢ des

érythrocytes varie lorsque la glycémie subit d’importantes variations (118, 120).

L’usage de I’hémoglobine glyquée n’est donc pas adéquat dans le cadre de nos
recherches. De plus, nos études se déroulent sur une échelle d’un a deux mois, la variation

observée dans I’HbA 1¢ ne sera donc pas représentative.
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2.7.2. Mesure de la résistance a ’insuline

Les méthodes décrites ci-dessous permettent d’obtenir une vue globale de la capacité
sécrétoire du pancréas et de la capacité des tissus périphériques et du foie a métaboliser et

absorber adéquatement le glucose.

Test de tolérance au glucose

En clinique, cette méthode est la plus employée. Elle consiste a ingérer une quantité de
glucose donnée, suite a une période de jeline, et a observer la réponse glycémique et
insulinémique sur une période de 2 heures. 15 minutes suivant I’administration du glucose, on
peut observer la stimulation de la sécrétion de I’insuline par le glucose. Par la suite, la glycémie
se normalise grace a une sécrétion continue d’insuline par le pancréas. Chez les individus
résistants a 1’insuline, la sécrétion d’insuline est plus élevée sur la période de 2 heures et la
glycémie ne revient pas a la normale a la fin du test. Chez les diabétiques, la sécrétion d’insuline

diminue et la glycémie reste encore plus élevée (121).

Chez ’animal, il existe plusieurs dérivés de ce test en fonction de la voie d’administration
du glucose. Celui-ci peut étre donné oralement, par injection intrapéritonéale ou intraveineuse.
Le test de tolérance au glucose orale prend en compte toutes les facettes du métabolisme du
glucose, de 1’absorption a sa disposition. Le test intrapéritonéal exclut I’absorption intestinale et
contourne I’effet des incrétines sur la sécrétion d’insuline. Le test intraveineux exclut toute étape

d’absorption (121).

Test de tolérance a ’insuline

Similaire au test de tolérance au glucose, celui-ci consiste a administrer, aprés une
période de jeline, un bolus d’insuline par la voie intrapéritonéale. On mesure ensuite sur une
période de 2 heures la réponse glycémique et insulinémique. On observe donc D’effet de
I’insuline sur les tissus responsables du métabolisme du glucose (121). Par contre, cette

technique requiert une dose supraphysiologique d’insuline. Les conclusions obtenues pourraient
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donc différer des conditions physiologiques. De plus, les risques d’hypoglycémie sont tres
¢levés. Ceci pourrait enclencher une réponse hormonale chez le sujet et interférer avec la

sensibilité a 'insuline (122).

Hyperglycemic clamp

Cette méthode est la plus efficace pour évaluer la réponse pancréatique lors d’une
hyperglycémie provoquée. Les animaux sont connectés a des pompes et laissés libres dans leur
cage lors du test. Le stress n’a donc pas d’impact sur 1’étude. Rapidement, du glucose est infusé
pour induire une hyperglycémie. Le glucose est ensuite infusé a taux variable pour maintenir
I’hyperglycémie pendant 2 heures. Des échantillons de sang sont ensuite prélevés tous les 5 a 10

minutes pour mesurer 1’insulinémie.

Les données obtenues permettent d’évaluer la quantité de glucose nécessaire pour induire
une hyperglycémie. La courbe de sécrétion d’insuline permet d’évaluer les capacités de sécrétion

du pancréas lors de la phase aigiie et chronique (121).

Hyperinsulinemic-euglycemic clamps

Cette méthode différe de la précédente par ’injection d’insuline au lieu du glucose. Cette
méthode est considérée comme la plus efficace pour représenter I’effet in vivo de I’insuline. On
dose ensuite, sur une période de 2 heures, la glycémie pour déterminer 1’absorption du glucose
sanguin par les tissus périphériques. On obtient donc une évaluation fidele de la résistance a
I’insuline chez I’animal. Contrairement au test de tolérance a I’insuline, des doses physiologiques

d’insuline sont utilisées (121).
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HOMA-IR

HOMA, pour homeostasis model assessment, est un algorithme pour évaluer les fonctions
des cellules B ainsi que la résistance a I’insuline a partir de la glycémie et de I’insulinémie a jeun.
La relation entre la glycémie et ’insulinémie a jeun refléte un équilibre entre la gluconéogenése
hépatique et la sécrétion d’insuline en formant un cercle vicieux. Le modéle ne permet pas de
séparer la résistance a 1’insuline au niveau du foie et des tissus périphériques. 11 donne, par
contre, une idée du regroupement de la résistance a I’insuline et des fonctions pancréatiques.
Puisque ce modele fut développé chez I’humain, son usage chez les animaux peut étre erroné

puisque les conditions physiologiques différent (123).
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2.8. Modéles animaux

La plupart des modéles d’insuffisance rénale chronique reposent sur une réduction
chirurgicale de la masse néphrotique. Bien siir, il existe d’autres modeles pour étudier I’'IRC et
celle-ci peut étre induite de plusieurs autres manicres, soit par exposition a des radiations ou
chimiquement. Chacune de ces méthodes comporte leur lot d’avantages et d’inconvénients, mais
jusqu’a présent, la néphrectomie subtotale est celle qui représente le plus fidelement les

différentes facettes de I’IRC chez ’homme (124).

La néphrectomie subtotale est effectuée en 2 temps. Chez le rat, suite a une période
d’acclimatation, les 2/3 du rein gauche sont retirés a 1’aide d’un scalpel double. Une semaine
plus tard, le rein droit est complétement retiré en prenant soin de laisser les glandes surrénales en
place. L’IRC prend environ 3 semaines suite a la premiére chirurgie pour s’installer (125). Les
témoins subissent 2 laparotomies blanches pour simuler la réaction inflammatoire causée par les

chirurgies.

En ce qui a trait aux recherches sur le diabete de type 2, plusieurs modeles existent. En

voici une liste exhaustive :

Rat Sprague Dawley (CD)

Modele de rat sain sans prédisposition a quelconque maladie. Peut étre utilis€ pour
étudier une résistance a l’insuline et un diabéte de type 2 issu d’un traitement, mais ne

développera ni I’un ni I’autre de fagon naturelle.

Souris Non-obese diabetic (NOD)

Modele de souris ayant une susceptibilité a développer naturellement un diabete de type
1. Le diabete de type 1 de ce modéele résulte d’une infiltration leucocytaire des ilots de

Langerhans (126).
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Rat Goto-Kakizaki (GK)

Ce rat non obese développe trés tot un diabéte de type 2. Il est caractérisé par une faible
sécrétion d’insuline stimulée par le glucose, possiblement due a une défectuosité des ilots et/ou

d’une réduction de la masse de cellules p (126).

Rat Spontaneously Hypertensive Obese (SHROB)

Ce rat posseéde une mutation sur le géne du récepteur de la leptine sur un fond génétique
d’hypertension. Il présente une résistance a I’insuline, mais ne développera pas naturellement un
diabéte de type 2. Par contre, ils sont prédisposés a développer des maladies cardiovasculaires et

rénales (127).

Rat Obese-prone (OP-CD) et Obese-resistant (OR-CD)

L’utilisation d’une di¢te riche en lipides (HFD) est une méthode fréquente pour induire
de I’obésité chez les animaux de recherche. Chez le rat CD nourri avec une HFD, environ 1 rat
sur 2 développe de 1’obésité. L’autre moiti€¢ des rats semblent résistants a cette obésité induite
par la HFD. Le croisement des individus obese ensemble produit une lignée de rat fortement
enclin a développer de I’obésité lorsque nourri a la HFD. Le méme principe est appliqué pour les
rats résistant a cette obésité induite. Il est a noter que cette obésité survient sans qu’il y ait

d’altération au niveau du géne ou au récepteur de la leptine (128).

Ces rats, qu’ils soient OP ou OR, développement une résistance a I’insuline, une
hyperglycémie et une hyperinsulinémie lorsqu’ils sont nourris avec une HFD, sans toutefois

développer un diabete de type 2.
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Rat Zucker Lepr™*

Ayant une double mutation du récepteur de la leptine, ce rat a une forte propension a
I’hyperphagie. 11 devient donc obése trés jeune et présente de la dyslipidémie, de
I’hyperinsulinémie et une résistance a I’insuline. Ces rats ne développent pas de diabéte de type 2

au cours de leur vie (129).

Rat Zucker diabetic fatty (ZDF)

fa/fa

Ce rat est en fait un dérivé du Zucker Lepr “ . En plus de la mutation sur le géne du

récepteur de la leptine, ces rats portent un défaut autosomale récessif d’un gene non identifié

fa/fa

ayant un impact sur les cellules  du pancréas. En plus des effets de la mutation Lepr ™™, ces rats

sont hyperglycémiques et ont une forte propension au diabéte de type 2 (129).

Rat Zucker fatty/Spontaneously hypertensive heart failure F1 hybrid (ZSF1)

Issu du croisement entre un Zucker ZDF et un rat spontaneously hypertensive heart
failure (SHHF), ces rats sont a haut risque de développer des maladies rénales et
cardiovasculaires. Ce croisement reste assez récent et peu utilisé jusqu’a présent. Ses multiples
pathologies causent de séveres lésions rénales. Ce modele n’est donc pas adapté pour étudier
individuellement les facettes de la maladie rénale. Ce modéle a une forte propension a

développer un diabete de type 2 au cours de son existence (130).
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Tableau 2.4 | Caractéristiques des différents modeéles animaux fréquemment utilisés en
recherche sur le diabéte et le syndrome métabolique (131, 132)

Caractéristique CD NOD GK SHROB OP OR ZSFl ZDF Zuc™"
Rat / Souris Rat  Souris Rat Rat Rat Rat Rat Rat Rat
Diéte spéciale - - - - +1 +1 + + .
Résistance a I’insuline - - + + + + + + +
Hyperglycémie a jeun - + + - + + + + -
Hyperinsulinémie - - + + + + + + +
Diabete de type 1 - + - - - - - - -
Diabeéte de type II - - + - - - + + -
Hypertension - - - + + + + - -
Obésité - - - + + - + + +
Hypertriglycéridémie - - - + + + + + -
Hypercholestérolémie - - - + - - + + -
Néphropathie - - + + - - +2 +2 42
Mutation du Lepr. - - - - - - + + +

! High Fat Diete (HFD), > Hydronéphrose

. A fa/f
Notre choix s’est arrété sur le Zucker Lepr™™

puisque celui-ci présente une forte
résistance a I’insuline sans pour autant développer un diabete de type 2 au cours de leur vie. De
plus, I’'usage d’une diete riche en lipides était a proscrire, puisque les rats en IRC sont souvent
dénutris. La diéte n’aurait donc pas I’effet voulu sur le modele et les témoins risqueraient de

prendre significativement plus de poids que les rats atteints d’IRC.

2.8.1. Impact du knockout du récepteur de la leptine

La leptine, une hormone sécrétée par les tissus adipeux blancs, est impliquée dans la
satiété et dans le stockage des lipides dans 1’organisme. Le knockout de son récepteur résulte
directement en une prise alimentaire constante menant rapidement a I’obésité. Plusieurs modeles
animaux dérivés d’une mutation a ce géne sont actuellement utilisés en recherche comme modele

d’obésité. Puisque la leptine agit sur ’homéostasie du glucose, la pertinence de ces modeles pour
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étudier I’impact de 1’insuffisance rénale chronique sur le métabolisme et le transport du glucose

pourrait €tre mise en question (133).

Ces rats ont un haut taux circulant d’insuline, sans pour autant avoir une hyperglycémie.
La masse de cellules B augmente de prés de 3 fois chez ces animaux pour compenser cette
résistance a ’insuline. A la base, il était cru que cette résistance a I’insuline était une
conséquence de 1’obésité dont souffraient ces animaux. Le retrait de la leptine chez ceux-ci
permettait de rétablir la sensibilité a I’insuline et la sécrétion d’insuline médiée par le glucose,
suggérant que la leptine agit directement sur ’homéostasie du glucose. Par contre, ces animaux

ne développeront pas naturellement un diabéte de type 2 (134).

Chez les patients en hémodialyse, on observe couramment une hyperleptinémie. Cette
augmentation de la leptine peut aussi étre observée dans les stades moins avancés de I’IRC et est
corrélée avec la créatininémie (135). Cette hyperleptinémie pourrait contribuer a la résistance a
I’insuline et a I’hyperinsulinémie observée en IRC. Cependant, la relation causale entre ces 2

hormones reste floue (136).

Méme si le Zucker Lepr™®

atteints d’insuffisance rénale chronique est utilisé pour
évaluer I'impact de I’'IRC sur la résistance a I’insuline, 'utilisation de témoins restreints en
nourriture, équivalente a 1’apport des rats traités, nous permet de normaliser 1’apport calorique
quotidien chez ces animaux. L’impact individuel de la leptine peut donc étre évalué chez ces
témoins. L’IRC risque tout de méme de s’additionner, voire d’empirer les débalancements
homéostatiques de ce modele. L’utilisation de celui-ci pour évaluer I’impact de I'IRC sur
I’apparition d’un diabeéte subséquent reste tout de méme pertinente, puisque ce diabete ne se

développera pas naturellement.
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3. La résistance a Pinsuline en insuffisance rénale
chronique

La résistance a I’insuline en insuffisance rénale chronique est chose courante et cette-ci
tend a s’aggraver chez les patients en hémodialyse. En plus de contribuer au développement de
maladies cardiovasculaires, la résistance a I’insuline affecte significativement le quotidien des
patients en IRC. Bien que plusieurs facettes de I'IRC telles que [I’inflammation et
I’hyperparathyroidie soient associées a la résistance a 1’insuline, les mécanismes menant au

développement de cette résistance a 1’insuline restent méconnus (119, 137).

Plusieurs hypothéses sur le développement de la résistance a I’insuline en insuffisance
rénale chronique font I’objet de recherches approfondies: 1) La sécrétion et le métabolisme de
I’insuline sont perturbés en IRC, 2) une diminution de 1’absorption du glucose stimulée par
I’insuline dans les tissus périphériques et 3) une modulation du métabolisme du glucose et de la
sensibilité a I’insuline hépatique (12, 138, 139). Néanmoins, plusieurs études pointent les tissus
périphériques en tant que site primaire de cette résistance a 1’insuline. De plus, un défaut post-
récepteur dans la signalisation de I’insuline est généralement pointé du doigt (12, 21, 138, 140-

142).
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3.1. Débalancement de I’homéostasie du glucose

Comme décrit antérieurement, 1’insuffisance rénale cause une multitude de
débalancements homéostatiques. Plusieurs d’entre eux ont une influence directe sur le
métabolisme des glucides. L’hyperparathyroidie secondaire et le manque de vitamine D chez les
patients atteints d’IRC sont reconnus pour provoquer un défaut de sécrétion de I’insuline. De leur
coté, I’inflammation et le stress oxydatif affectent autant la sécrétion d’insuline dans le pancréas
que la sensibilité a celle-ci dans les tissus périphériques. Les toxines urémiques, 1’anémie et
I’acidose métabolique provoquent elles aussi une diminution de la sensibilité a 1’insuline dans les

tissus périphériques (138, 143).

Insuffisance rénale chronique

Hyperpara-

thyroidisme Déficience en Stress Inflammation Anémie Acidose Toxines
Y . vitamine D oxydatif métabolique urémiques
secondaire
Teanssnnnnns O L LT E LR R P LI LI L LI LI L] PO e P e e P PR P LT PP PEE Y T pressssssssnnnnnnnnnnnny pesssasasssnnnnnnnnnnn PETITTTTTRIT
S~ S N ’ 2 -
~‘*~~ S~ AN e pRag Pt as
~ ~ \, 4 - -

~ ~ N / - -

s e W v pd Pl e
Sensibilité a 'insuline
et/ou
Sécrétion de l'insuline

Vitamine D

Figure 3.1 | Débalancement du métabolisme du glucose
en insuffisance rénale chronique (144)

L’¢tude de la résistance a I’insuline en I’IRC révele que cette maladie bouleverse non
seulement la sécrétion et la sensibilité a 1’insuline, mais aussi 1’absorption, le métabolisme et le
stockage des glucides. L’impact de la maladie rénale est donc systémique et affecte I’ensemble

du métabolisme du glucose (138).
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Suite a I’ingestion de glucose, celui-ci est rapidement absorbé dans I’intestin et rejoint la
circulation sanguine. Cependant, Vaziri et al. ont observé une modification du microbiome
intestinal en IRC. L’impact de ce changement reste méconnu. Par contre, la modification de la
flore intestinale peut affecter le métabolisme des lipides et des glucides dés I’absorption de ceux-
ci (145). Ces changements se prolongent méme en amont de l’absorption en générant de
I’inflammation (146, 147). De plus, la sécrétion du GLP-1 est augmentée en IRC. Il semble donc

y avoir une réduction de la sensibilité aux incrétines par le pancréas (148).

Les fonctions hépatiques comptent beaucoup dans le maintien de la glycémie. En plus de
capter une grande quantité de glucose suite a son absorption intestinale, cet organe produit une
quantité¢ importante de glucose a partir de ses stocks pour éviter I’hypoglycémie. Par contre,
I’effet de la maladie rénale sur le foie reste contradictoire. En IRC, la gluconéogené¢se hépatique
augmente d’environ 35% et pourrait expliquer partiellement I’hyperglycémie observée chez ces
patients (149). Cependant, certains groupes n’observent aucune différence en IRC. A insulinémie
¢gale, la suppression de la production de glucose hépatique par I’insuline serait affectée. Une
hyperinsulinémie est souvent observée en urémie et pourrait expliquer les divergences entre ces

diverses conclusions (21, 138).

Selon DeFronzo ef al., la résistance a I’insuline en IRC proviendrait majoritairement des
tissus périphériques. A I’aide de glucose clamp, ce groupe a démontré que 1’absorption de
glucose médiée par I’insuline dans les tissus périphériques serait affectée (21). Un défaut dans la
signalisation du récepteur a I’insuline causerait cette diminution de I’absorption du glucose dans
les muscles (150, 151). De plus, la capacité¢ du muscle a produire et stocker le glycogene en
réponse a I’insuline semble étre affectée en urémie (152, 153). D’autre part, I’urémie affecterait a

la baisse la voie oxydative de la glycolyse dans le muscle (154).

Bien que les muscles soient les tissus périphériques principaux dans le métabolisme du
glucose, les tissus adipeux ont eux aussi un role important. En sécrétant des adipokines, les tissus

adipeux ont le potentiel de moduler la sensibilité & I’insuline. En urémie, ces molécules sont
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¢levées dans le sang, majoritairement dii a la diminution de leur clairance rénale. Elles
participent donc a I’essor de I’inflammation en IRC et a la modulation de la résistance a

I’insuline ainsi qu’a I’induction de I’expression du GLUT4 (155).

Le réle des reins dans le débalancement de I’homéostasie du glucose est bien différent.
La vitamine D y étant activée, une réduction de celle-ci est observée en conséquence a I’IRC.
Puisque cette vitamine affecte la sensibilit¢ a I’insuline, une diminution de celle-ci semble

provoquer des effets déléteres sur I’homéostasie du glucose (144).
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3.2. Sécrétion et métabolisme de P’insuline

L’hyperinsulinémie est une des caractéristiques de la résistance a 1’insuline en IRC et, en
plus d’affecter le transport du glucose, elle affecte le métabolisme des lipides et des protéines
(156). En plus d’une résistance a 1’insuline, une diminution de la clairance et un défaut de

sécrétion de I’insuline peuvent étre observables en IRC (157).

Le défaut de sécrétion serait principalement expliqué par un taux ¢élevé de calcium
circulant causé par une ¢lévation de la PTH en IRC. Ceci aurait pour effet d’affecter I’oxydation
du glucose et de réduire le ratio ATP/ADP. De plus, la concentration élevée en Ca®" dans les
ilots provoque une diminution de I’activité de la pompe Ca*” ATPase. La capacité du pancréas a
réagir a I’augmentation de la glycémie serait donc affectée. Une concentration de glucose plus
¢levée serait donc nécessaire pour une sécrétion équivalente d’insuline (157, 158). Chez le rat,

une parathyroidectomie permet de rétablir la sécrétion d’insuline en IRC (159).

Tout récemment, des travaux non publiés de Poitout et al. montrent que 1’urée affecte
directement les fonctions des cellules . L urée provoquerait une augmentation des protéines O-
Glycosylées (O-GlcNAc) et du stress oxydatif. L’inhibition de I’un de ces 2 aspects permettrait
de restaurer la sécrétion d’insuline (160). L’IRC causerait donc un défaut de sécrétion de
I’insuline en affectant le métabolisme du glucose dans les ilots de Langerhans par 1’entremise de

plusieurs mécanismes directs et indirects.

En IRC, la clairance de I’insuline diminue avec le déclin des fonctions rénales. Ceci est
dd a une diminution de la clairance métabolique de celle-ci. (161). Outre les reins, la dégradation
de Dl’insuline diminue dans d’autres tissus tels que les muscles. Par contre, la clairance de
I’insuline par le foie ne semble pas étre affectée par I’urémie. La diminution de la clairance de

I’insuline en IRC pourrait contribuer a I’augmentation de ’insulinémie (162).
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3.3. Expression des transporteurs de glucose

La modulation de I’expression des transporteurs de glucose en IRC n’a été que peu
¢tudiée jusqu’a présent et les conclusions restent contradictoires. Néanmoins, plusieurs groupes
s’entendent pour dire que I’absorption de glucose dans le muscle en présence d’insuline est
affectée en IRC. En I’absence d’insuline, 1’absorption reste inchangée par rapport au groupe
témoin (163, 164). Selon Friedman et al., cette réduction dans le transport insulinodépendant du
glucose dans le muscle ne serait pas attribuable a une diminution de 1’expression du GLUT4
(140). Au contraire, Aksentijevic et al. ont observé une diminution de 1’expression totale du
GLUT4 dans le muscle squelettique (165). L’usage de différents muscles peut expliquer ces
différences puisque le diabete les affecte de facon différentielle (166). Outre les muscles,
Szolkiewick et al. ont observé une augmentation de ’absorption du glucose par les tissus
adipeux blancs. Une hausse de ’ARNm du GLUT4 dans les tissus adipeux bancs est aussi
observable et serait la principale cause dans 1I’augmentation de la captation du glucose dans
celui-ci (167). L’homéostasie du glucose est donc modulée dans les tissus périphériques. En plus
du GLUTH4, il est largement cité qu’un défaut dans la signalisation du récepteur a I’insuline en

urémie pourrait étre a la base de cette résistance a 1’insuline (150, 151).

En plus des tissus périphériques, le foie est lui aussi responsable d’une importante
fraction du métabolisme du glucose. Par contre, aucune étude ne cite la modulation des

transporteurs de glucose dans cet organe comme source de résistance a I’insuline.

Fait intéressant, méme si aucune étude ne s’est intéressée aux transporteurs de glucose
rénaux, |’efficacité¢ des inhibiteurs de SGLT2 est fortement diminuée lorsque les fonctions
rénales sont affectées. Puisque la clairance rénale diminue, I’inhibition du SGLT2 ne permet pas
d’éliminer autant de glucose que chez les patients sains. Le traitement de I’hyperglycémie en
IRC est donc plus complexe et une autre classe d’hypoglycémiant doit étre utilisée en urémie

(168).
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3.4. La résistance a ’insuline en insuffisance rénale chronique

peut-elle évoluer en diabete de type 2?

Le diabete de type 2 est associ¢ a I’insuffisance rénale chronique, mais cette relation reste
jusqu’a présent linéaire. Bien que I'IRC mene a la résistance a I’insuline, aucune étude
épidémiologique n’a réussi a associer un lien causal de I’IRC vers le diabéte de type 2. Plusieurs
raisons, telles que I"hyperinsulinémie et 1’intolérance au glucose, portent a croire que I’IRC est

un état prédiabétique.

Si cette résistance a I’insuline, observée chez les patients non-diabétiques atteints d’IRC,
mene au développement d’un diabéte de type 2, ceci délinéariserait la relation entre I’IRC et le
diabéte de type 2. Les patients seraient coincés dans un cercle vicieux dans lequel ’IRC et le
diabéte de type 2 meneraient au déclin mutuel de ’homéostasie du glucose et des fonctions

rénales.
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4. Hypotheses de recherche

Ce projet s’intéresse aux mécanismes menant au débalancement de I’homéostasie du
glucose en insuffisance rénale chronique. Jusqu’a présent, ces mécanismes restent méconnus.
Leur compréhension permettrait de mieux saisir I’étiologie de la résistance a I’insuline en IRC.
Puisque I'IRC provoque une modulation dans I’expression des transporteurs des xénobiotiques,

I’hypothése d’une modulation des transporteurs de glucose serait plausible.

Syndrome Résistance a
métabolique l'insuline

Diabete de
Hypertension type ll

Insuffisance
rénale
chronique

Figure 4.1 | L’insuffisance rénale chronique peut-elle mener au diabéte de type 2?

Les objectifs de ce projet sont donc de:

1) Caractériser la résistance a ’insuline en IRC:

Le but est d’évaluer si la néphrectomie 5/6° chez le rat provoque une résistance a
I’insuline. Des tests de tolérance au glucose seront effectués pour observer si 'IRC affecte

I’absorption de glucose médiée par I’insuline. La glycémie et I’insulinémie seront aussi dosées.
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2) Déterminer si ’IRC provoque un défaut d’expression des transporteurs de glucose dans les

tissus clés de ’homéostasie du glucose

Les mécanismes responsables du développement d’une résistance a I’insuline en IRC
étant méconnus, nous croyons que la modulation des transporteurs de glucose pourrait participer
a I’apparition de celle-ci. Dans des biopsies de tissus, tels que le foie, le muscle, le rein et les
tissus adipeux, I’expression des transporteurs de glucose sera mesurée par immunobuvardage et

par qPCR.

3) Déterminer si I’IRC provoque une diminution du transport du glucose dans les tissus

sensibles a l’insuline

Puisque les tissus périphériques sont souvent pointés du doigt en tant que lieu principal
de la résistance a I’insuline en IRC, I’absorption de glucose radioactif en présence et en absence
d’insuline sera mesurée dans ces tissus. Ceci permettra de confirmer que la résistance a I’insuline
affecte bel et bien le muscle et permettra d’appuyer la modulation des transporteurs de glucose

comme étant 1’une des causes de cette résistance a I’insuline.

4) Déterminer si la résistance a ’insuline causée par ’IRC peut mener au développement
d’un diabete de type 2

Chez un modele de rat prédisposé a développer un diabete de type 2, le rat Zucker

, nous évaluerons si la résistance a I’insuline en IRC peut provoquer 1’apparition d’un
diabéte de type 2. Les tests de tolérance au glucose, la glycémie et I’insulinémie a jeun ainsi que

la glycosurie seront utilisés dans le diagnostic du diabéte de type 2.
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5. Résultats

5.1. Article
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Abstract

Chronic renal failure is associated to homeostatic imbalances such as insulin resistance,
but the underlying mechanisms and whether it promotes the development of type 2 diabetes is
unknown. In 5/6th nephrectomised Sprague-Dawley rat model of chronic renal failure, we
observed a correlation between the severity of chronic renal failure and hyperglycemia,
evaluated by fructosamine level (R*=0.698). Glucose tolerance tests indicated an increase in
glycemia in chronic renal failure rats (AUC 125%) as compared to controls whereas insulin
secretion was not significantly increased. We also observed modulation of glucose transporters
expression in the liver (|=40%), kidneys (from |19% to 172%) and muscles ([=29%). There was
a significant reduction in insulin-dependent glucose uptake in the muscles of chronic renal
failure rats (|=37% vs controls). However, the development of type 2 diabetes was never

observed. In a rat model of metabolic syndrome (Zucker Lepr™™

), chronic renal failure caused
an increased fasting hyperglycemia (150%) and an exacerbated glycemic response (AUC 180%)
during glucose challenge. Similar modulations of glucose transporters expression and glucose
uptake were observed. Despite these modulations, 30% of chronic renal failure Zucker rats
developed characteristics of type 2 diabetes. We demonstrated that downregulation of GLUT4 in

skeletal muscle may be associated with insulin resistance in chronic renal failure and this could

leads to type 2 diabetes in predisposed animals.

Keywords: insulin resistance, chronic renal failure, GLUT4, glucose transporters, type 2

diabetes
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Introduction

The prevalence of chronic renal failure (CRF) is steadily increasing (1), and its metabolic
and hormonal complications have been the subject of many studies (2, 3). In particular, type 2
diabetes (T2D), a leading cause of end-stage renal disease (ESRD), is an important and growing
health problem (4, 5). The convergence of these two conditions could lead to mutual

exacerbation and worsening of patient health (6, 7).

Glucose intolerance is a common finding in patients and animal models affected by renal
impairment (8, 9). Numerous studies suggest that peripheral insulin resistance and impaired
insulin secretion are causative factors for diminished carbohydrate metabolism (10-12). As
insulin resistance in CRF is associated with diabetes, kidney disease could also lead to a
deterioration of insulin sensitivity (10, 13). The morbidity and mortality associated with CRF are
predominantly attributable to cardiovascular complications, as more than half of the reported
cases of death in patients with ESRD are linked to heart disease (14, 15). Consequently, given
that insulin resistance may contribute to the development of cardiovascular disease, insulin

resistance is an important target to prevent such complications in patients with CRF.

Although insulin resistance in CRF is usually regarded as a post-receptor defect (15, 16),
the mechanisms underlying this disorder are still poorly understood. Several lines of emerging
evidence have demonstrated that CRF leads to modulation of the expression and activity of
several drug transporters including the ATP-Binding Cassette and Solute Carriers families and
that, in the liver, the intestine, the kidneys and the brain (17-19). It therefore seems plausible that
glucose transporters, members of the family of Solute Carriers, could also be altered. To date,
there is limited and conflicting data concerning alterations in the expression of glucose
transporters in CRF and its role in insulin resistance (16, 20-22). For example, Friedman and
colleagues have observed lower glucose uptake by skeletal muscle preparations obtained from
uremic patients while the expression of GLUT4, a glucose transporter strongly linked to insulin
resistance, remained unchanged (16). On the other hand, Aksentijevic and colleagues noted a
diminished GLUT4 protein expression in the skeletal muscles of uremic animals (20), whereas
Szolkiewicz and colleagues have shown an upregulation of GLUT4 mRNA in adipose tissue

retrieved from nephrectomised rats (22). Notably, however, fat tissue represents only a minor
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part of global glucose metabolism (23). Peripheral tissues thus seem to play an important role in

the development of this insulin resistance (24).

The purpose of this study was to determine whether: 1) CRF leads to insulin resistance in
a nephrectomised rat model of CRF, 2) whether CRF modulates key transporters involved in
glucose homeostasis which could ultimately lead to insulin resistance, 3) CRF is associated with
impaired glucose uptake in insulin-sensitive organs and 4) insulin resistance in CRF leads to
(T2D). To address these aims, we used the 5/6™ nephrectomy model to induce CRF in both

Sprague-Dawley (CD) and Zucker Lepr™™

rats, where the latter rat strain presents with a
metabolic syndrome and, therefore, exhibit insulin resistance. These studies allowed us to

evaluate the potential of renal failure to precipitate the onset of T2D in predisposed patients.
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Materials and methods

Animal models

Male Sprague-Dawley (CD) rats (Charles River Laboratories, St-Constant, QC, Canada),
weighing 176 to 225 g, and Zucker ZUC-Leprfa/ " rats (Charles River Laboratories, Raleigh, MC),
6 weeks of age, were housed in the animal facility at the Hopital Maisonneuve-Rosemont
Research Center and maintained on Harlan Teklad rodent diet #2014 (Envigo, Lachine, QC,
Canada) and water ad libitum. Animals were allowed an acclimatization period of at least 7 days
before the first nephrectomy was performed. All the experiments were conducted according to
the Canadian Council on Animal Care guidelines for the care and use of laboratory animals and

under the supervision of our local animal care committee.

Surgery and experimental protocol

CRF was induced by a two-stage 5/6 nephrectomy protocol as previously described (25).
Rats underwent a 2/3 nephrectomy of the left kidney and 7 days later, a right total nephrectomy.
Rats from the control group underwent two sham laparotomies. Isoflurane was used for
anaesthesia. The amount of chow fed to control pair-fed rats was adjusted daily based on the
amount of chow that the CRF rats ate the day before. At day 41 after nephrectomy, the rats were
housed in metabolic cages and urine was collected for 24 h to determine creatinine clearance.
Rats were sacrificed by decapitation 42 days after nephrectomy for organ and blood collection.
After the rats were sacrificed, liver, kidneys, Biceps Femoris and epididymal white adipose
tissue were immediately excised, rinsed in phosphate buffered saline (PBS) and flash-frozen in
liquid nitrogen. Blood was collected for further biochemical characterization. Rats used for

glycosuria assessment were kept alive for up to 15 weeks.

Biochemical parameters

Serum creatinine, urea, calcium, phosphate, fructosamine and urinary creatinine were
analysed on ARCHITECT c16000 Clinical Chemistry Analyzer (Abbott Diagnostics, Lake
Forest, IL, USA). Glycemia was measured using an AlphaTRAK blood glucose monitoring
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system (Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA). Serum insulin was assayed by a Rat
ultrasensitive ELISA kit (ALPCO, Salem, NH, USA). Presence of glycosuria was obtained by 2
consecutive day positive DiastixTm (Bayer Corp. Diagnostics, Tarrytown, NY, USA)

Intraperitoneal glucose tolerance test

An intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT) was performed after 4 weeks of
uremia. Rats underwent an overnight fast and were then injected with an intraperitoneal bolus of
D-glucose (BDH, Westchester, PA) (2g/kg of body weight for CD rats and 1.5g/kg for Zucker
rats). Blood samples (200ul) were collected from the saphenous vein immediately before and 15,
30, 60, 90, and 120 minutes after glucose administration. Glycemia was measured using an
AlphaTRAK blood glucose monitoring system. Residual blood samples were kept at room
temperature for 30 minutes. Serum was obtained by centrifugation at 10,000g for 10 minutes at
room temperature, less than 60 minutes after the blood collection. Serum insulin levels were

determined at each time point as described above.

EXx vivo glucose uptake in the muscles

The glucose uptake capacity of two skeletal muscles, soleus (predominantly slow-twitch
muscles) and epitrochlearis (predominantly fast-twitch muscle) were determined using a
previously published method (26). Briefly, rats were fasted 4 hours before being anesthetized
with an intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (60 mg/kg). After 10-15 minutes,
epitrochlearis and soleus muscles were delicately removed and rapidly rinsed in PBS. Soleus
muscles were separated into longitutidnal strips to ensure equal diffusion across the muscle and
reduce potential hypoxia. Muscles were then pre-incubated in a Krebs-Henseleit buffer (KHB)
solution containing 2mM pyruvate and 6mM Mannitol. After a 30 min pre-incubation period,
muscles were incubated in KHB containing 1mM of [3H]-2-de0xy-D-glucose (2-DG) (American
Radiolabeled Chemicals, St. Louis, MO), 9mM ['*C]-mannitol (American Radiolabeled
Chemicals) and 0 or 2mU/ml of insulin (Humulin R, Eli Lilly, Toronto, ON) for CD rats and 0 or
10mU/ml for Zucker rats. After incubation, muscle biopsies were snap frozen in liquid nitrogen.

Frozen muscles were weighed, transferred to prechilled glass tissue grinder tubes (Kontes,
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Vineland, NJ), and homogenized in ice-cold perchloric acid using a glass pestle attached to a
motorized homogenizer. A sample of muscle homogenate supernatant (0,2ml) was added to 8mL
of ScintiSafe Plus Scintillant (Fisher Scientific, Ottawa, Ontario, Canada). Radioactivity was

counted on a Hidex 300 SL beta counter (Hidex Oy, Turko, Finland) (27).

Tissue preparation for Western Blot analysis

Frozen biopsies of rat liver, kidney, skeletal muscle and fat tissue were homogenized
using an overhead stirrer in RIPA buffer (150mM sodium chloride, 1% Triton X-100, 0.5%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8) containing 0.1 mM PMSF at a ratio of 0.2g
of tissue for 1mL of buffer. Delipidation was performed on adipose tissue homogenate by
chloroform extraction (28). The resulting homogenate was passed through a QiaShredder
(Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Protein content was then determined using the Lowry
method (29), using bovine serum albumin as reference protein. Aliquots were stored at —80°C

for Western blot analysis.

Protein expression

Abundance of glucose transporter protein was assessed by Western blot analysis.
Samples of 5 or 20 pg of protein (see figure IV legend) were separated by electrophoresis on a
9% polyacrylamide gel containing 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS). Separated proteins were
electrophoretically transferred onto Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane. Membranes
were saturated with 5% BSA in Tris buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween20 (TBST)
and washed with TBST. GLUTI1 was detected using a rabbit polyclonal antibody PA1-1063
(Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL). GLUT2 was detected using a rabbit polyclonal
antibody ARP41706 (Aviva Systems Biology, San Diego, CA). GLUT4 was detected using a
rabbit polyclonal antibody PA1-1065 (Thermo Scientific Pierce). SGLT1 was detected using a
rabbit polyclonal antibody Ab-14686 (Abcam, Cambridge, MA). SGLT2 was detected using a
rabbit polyclonal antibody AP00335PU-N (Acris Antibodies, San Diego, CA). GAPDH was
used as a GLUT4 containing-tissue loading control using a rabbit polyclonal antibody Ab9485

(Abcam). Beta-Actin was used as a loading control for liver samples using a mouse monoclonal
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antibody GTX23280 (GeneTex, Irvine, CA). Villin-1 was used as a loading control for kidney
tissue using a rabbit polyclonal antibody R814 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA).
Specific antibody binding were revealed by the appropriate secondary antibody (Goat anti-rabbit
IgG or Goat anti-mouse IgG from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) coupled to peroxidase and
with the Clarity Western ECL Substrate from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). Results
were analyzed by computer-assisted densitometry using ImageQuant LAS-4000 system from GE

Healthcare Life Sciences (Mississauga, ON) and FUJIFILM MultiGauge V3.0.

mRNA expression

Total RNA was extracted from frozen tissue using TRIzol reagent (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada). The RNA from the aqueous fraction was then purified using the
RNeasy Mini kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol including the optional DNA
digestion step. RNA concentrations and quality were determined by measuring absorbance at
260/280nm. One microgram of total RNA was used to prepare cDNA by reverse transcription
using the SuperScript VILO cDNA Synthesis kit (Invitrogen). The mRNA encoding for GLUT]1
(Slc2al), GLUT2 (Sic2a2), GLUT4 (Slc2a4), SGLT1 (Slc5al), SGLT2 (Slc5a2), GAPDH, f-
actin and Villin-1 were measured by quantitative real-time polymerase chain reaction using iTaq
Fast Supermix with ROX and appropriate primers on an ABI 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster city, CA) with a 5 min denaturation at 95°C following 35 cycles at
95°C for 15s and 60°C for 60s. The primer sequences used for the quantification of mRNA for
each transporter can be found in Table I. PCR products were analyzed using the AACT method
(30) using GAPDH, -actin and Villin-1 as housekeeping genes as described above (See figure
III legends).
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Statistical analysis

The results are expressed as mean + S.D. CD rats were analysed as a cohort using the
Student’s t test. Each Zucker CRF rat was analysed against its own control using a ratio paired
Student’s t test. Survival curves were assessed using the Mantel-Cox test. Correlations were
assessed using linear regression. The threshold of significance was p < 0.05. Statistical analyses

were made using GraphPad Prism v6.05.
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Results

Biochemical Parameters and Body Weight in Control and CRF Rats

Table II presents the biochemical parameters and body weights of control and CRF CD
rats. Compared to controls, CRF rats had higher levels of serum creatinine and urea and lower
creatinine clearance. Although glucose levels were not statistically elevated in CRF animals, we
nevertheless observed a hyperglycemia state. Indeed, fructosamine levels were 25% higher in
CREF rats compared to control. Furthermore, a direct correlation between serum fructosamine and
serum creatinine (R* = 0.762, p < 0.0001) can be observed (Figure I A). Otherwise, there were

no significant changes in insulinemia.

Intraperitoneal Glucose Tolerance Test

Results of a glucose tolerance test (GTT) performed on CD rats at 4 weeks post
nephrectomy resulted in impaired carbohydrate metabolism in the nephrectomised cohort, as
displayed by their higher glycemic levels at each time-point studied when compared to control
rats (Figure II A). Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) was also impaired in
nephrectomised rats, as demonstrated by a 30% greater insulin level over 2 hours compared to

control rats (Figure II B).

mRNA Expression of SGLT and GLUT Glucose Transporters in CRF Rats

Figure III presents the results of the analysis of mRNA encoding glucose transporters
involved in carbohydrate homeostasis in key organs. There was a significant decrease in the
expression of GLUT1 and GLUT2 (decrease of 31% and 32%, p < 0.001 and p < 0.0001
respectively) in CRF rat livers compared to controls. Renal impairment induced an important
increase in kidney GLUT2 expression (increase of 105%, p < 0.0001) compared to control rats.
However, mRNA expression of the residual kidney glucose transporters remained stable. Both
GLUTI and GLUT4 mRNA expression in muscle were decreased by CRF (decrease of 31% and
29%, p < 0.05 and p < 0.001 respectively). The levels of GLUT1 and GLUT4 mRNA expression
in the adipose tissue were increased (increase of 89% and 42%, p < 0.01 and p < 0.05

respectively).
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Protein Levels of GLUT and SGLT Glucose Transporters in CRF Rats

Figure IV presents the relative protein levels of the principal glucose transporters in
various tissues involved in carbohydrate metabolism. The results were obtained from a total
homogenate preparation from control and CRF rats. Renal impairment causes down-regulation of
hepatic GLUT1 and GLUT?2 (decrease of 24% and 54%, p <0.01 and p < 0.0001 respectively) as
compared to control rats. Conversely, kidney GLUT2 and SGLT2 levels were increased in the
presence of CRF (increase of 49% and 73%, p < 0.01 and p < 0.01 respectively). The levels of
GLUTI! and SGLT1 remained unchanged in the kidney. In muscle, both GLUT1 and GLUT4
were considerably diminished (decrease of 27% and 31%, p < 0.05 and p < 0.01 respectively) by
kidney disease, and GLUT1 and GLUT4 were inversely affected by CRF in adipose tissue as
compared to the muscle (increase of 27% and 106%, N.S. and p < 0.01 respectively). The data

from the mRNA and protein levels are in accordance.

Ex Vivo uptake of Radiolabeled 2-deoxyglucose in the Epitrochlearis and the Soleus
Muscles of CRF rats

Analysis of insulin stimulated glucose uptake (measured by fold increase in glucose
uptake) revealed a lower glucose uptake in the CRF cohort for both epithroclearis (decrease of
34% vs controls, p < 0.0001) and soleus (decrease of 39% vs controls, p < 0.0001) muscles

(Figure V B).

Insulin resistance in Zucker rats is affected by CRF

Similar to CD rats, CRF Zucker rats showed an increase in serum fructosamine correlated
with serum creatinine (Figure I B) (R* = 0.698, p < 0.0001). Unlike CD rats, Zucker rats with
CRF had an elevated fasting glycemia (increase of 50% vs controls, p < 0.0001) without higher
insulin levels (Table III).

Zucker rats, demonstrating insulin resistance, showed an even greater response to glucose
load under CRF conditions (Figure II C and D) compared to CD, and demonstrated a similar

impairment in insulin levels. In addition, changes in glucose transporter expression (Figure IV)
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in control and CRF Zucker rats reflected that seen in CD rats in the muscle (GLUT]1 decrease of
26%, p < 0.05; GLUT4 decrease of 25%, p < 0.01) and adipose tissue (GLUT]1 increase of 70%,
p < 0.05; GLUT4 increase of 23%, N.S.). This was also true for modulation of glucose
transporter protein levels of Zucker control versus CRF rats (Figure IV C) with a reduction of
glucose transporters in muscles (GLUT1 decrease of 41%, p < 0.01; GLUT4 decrease of 39%, p
< 0.01) and higher protein levels in adipose tissues (GLUT1 increase of 56%, p < 0.05; GLUT4
increase of 47%, N.S.).

Differences in insulin stimulated glucose uptake in muscle of Zucker control and CRF
rats is more dramatic as compared to the CD rat model. Since 2mU/mL of insulin did not
significantly increase glucose uptake by muscles from Zucker rats with CRF (data not shown), a
higher dose of insulin (10mU/mL) was necessary to induce insulin-stimulated glucose uptake in
the muscles of these rats. As compared to their controls, Zucker rats affected by CRF have a
reduced insulin stimulated glucose uptake in both epitrochlearis (decrease of 22% vs controls, p

>0.001) and soleus (decrease of 20% vs controls, p > 0.0001) muscles.

Presence of glucose in urine (Glycosuria)

The presence of glycosuria is due to the inability of the kidney to reabsorb filtered
glucose or spillage due to abnormally high levels of blood glucose. Spillage does not generally
occur until blood glucose exceeds ~10 mmol/L (31). None of the CD rats had detectable urine
glucose levels. In contrast, ~30% of the Zucker rats with severe CRF (creatininemia
>200umol/L) presented glycosuria whereas none in the control Zucker rats had detectable urine

glucose.
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Discussion

In the present study, we provided evidence that CRF rats have chronic hyperglycemia as
indicated by a significant increase in serum fructosamine, although fasting glycemia was not
significantly elevated. To further characterize the insulin sensitivity and secretion in our models
of CRF, we performed glucose tolerance tests (GTT). Our results confirmed impaired glucose
tolerance in the nephrectomised cohort as revealed by their inability to restore basal blood
glucose levels (Figure II A) despite increased insulin secretion (Figure II B). The enhanced
insulin synthesis by the pancreas is generally a sign of insulin resistance as it attempts to
overcome the rise in blood glucose that occurs in response to reduced insulin sensitivity (32, 33).
Additionally, the increased insulin concentration was insufficient to counteract hyperglycemia as
higher blood glucose levels were measured in rats with renal impairment, thus providing
evidence of an insulin resistance evolution. Although high insulin levels are recognized as a
reliable indicator of insulin resistance, its presence in end-stage renal disease (ESRD) is
occasionally misinterpreted due to reduced renal clearance (34, 35). In the present study, since
the GTT experiment was conducted on rats whose renal function was not severely compromised,
a significant reduction in renal clearance of insulin does not explain the observed
hyperinsulinemia. Results thus suggest an impaired compensatory insulin secretion to stabilize

hyperglycemia as the latter occurs in the presence of insulin resistance.

Having established that CRF may lead to insulin resistance, the expression of glucose
transporters was measured in several key organs involved in glucose metabolism as to determine
the mechanisms of this metabolic condition when kidney function is compromised. We primarily
focused on fat and muscle glucose transporters as impaired insulin sensitivity in CRF is generally
ascribed in peripheral tissues (36, 37). Furthermore, we focused on GLUT4 as any abnormality
affecting its expression, its translocation and/or its activity has been strongly linked to insulin
resistance (38, 39). Interestingly, our results show a significant decrease in GLUT4 protein levels
in skeletal muscle (decrease of =31%) of rats with impaired renal function (Figure IV). Despite a
paucity of information on GLUT4 regulation in CRF, earlier research suggested unaltered levels
of GLUT4 despite reduced insulin-stimulated glucose uptake (40). Nonetheless, a number of

research groups have published evidence of a variability of GLUT4 responses to diabetes and
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insulin resistance depending on the muscle’s fiber type (41, 42). Moreover, Glut4 expression in
human is generally assessed from muscle biopsies of vastus lateralis and rectus abdominis
muscles where GLUT4 is negligibly affected by diabetes (41, 43). This could explain why no
study has thus far been demonstrated a reduction of GLUT4 in CRF in humans. Moreover, since
our studies refer to the muscles of the hindlimb, which is constructed of more than one type of
muscle fiber, it is possible that our results underestimate the actual reduction in GLUT4 in

kidney disease.

Glucose uptake studies were performed on skeletal muscle since this tissue represents the
main site of insulin resistance in CRF (36, 44). Experiments were done ex vivo to avoid any
extra-muscular hormonal and metabolic factors that may influence glucose uptake (45, 46). Our
results demonstrated a clear reduction of insulin-stimulated glucose transport (decrease of 37%
vs controls, p < 0.0001) in CRF muscles (Figure V) which likely attributable, at least in large
part, by the profound down-regulation of the expression of muscle GLUT4 glucose transporters
content in kidney failure. Jacobs et al. have reported a similar conclusion in uremic adipocytes,
although it referred to total glucose transporters (21). In contrast to GLUTI, GLUT4 is
translocated to the plasma membrane in response to insulin in skeletal muscle (47). The
reduction of insulin-dependent glucose transport is related to the diminished GLUT4 protein in
muscle. Furthermore, insulin acts on microvascular perfusion to promote glucose uptake in
peripheral tissues. The impacts of kidney disease on insulin-mediated microvascular responses
have not been studied and could contribute to reduced glucose uptake in the muscles under in
vivo conditions (48, 49). Thus, the considerable down-regulation of GLUT4 expression in
skeletal muscle of nephrectomised rats can explain the insulin resistance in renal failure. That
said, other organs are also involved in carbohydrate metabolism and may contribute to the

insulin resistance.

Our observed substantial increase of GLUT4 in adipose tissue was insufficient to prevent
insulin resistance in CRF. This may be explained by limited role that fat plays in overall glucose

disposal. Nonethless, adipose tissue’s role in glucoregulation is not limited to its contribution to
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the direct disposal of glucose. Accordingly, increased GLUT4 in adipose tissue may limit, to

some extent, the effect of a GLUT4 decrease in muscle (50).

While the presence of defective hepatic glucose metabolism in CRF has usually been
disregarded, no study has so far focused on the modulation of glucose transporters in CRF.
Notably, our results demonstrate a substantial decrease in the protein levels of GLUT1 and
GLUT?2 (Figure IV A). As the liver extracts approximately 1/3 of oral glucose loads, a decrease
of glucose transporters in this tissue could have major repercussions on blood glucose regulation
(51). Rizza et al. have already suggested that impaired glucose uptake in liver and peripheral
tissues could contribute to hyperglycemia in people with T2D (52). Few studies have suggested
impaired hepatic glucose disposal and production as a cause of insulin resistance in CRF.
According to Schmitz et al., uraemia seems to clearly impair glucose-induced glucose uptake by
the liver (53). Parathyroid hormone (PTH), a common uremic toxin present in renal impairment,
has been regarded as a possible cause as it enhances gluconeogenesis and glycogenolysis (54,
55). The impairment in blood glucose disposal by the liver in CRF provides evidence of hepatic

insulin resistance.

Kidneys play an important role in glucose homeostasis as they ensure its reabsorption
through glucose transporters. The modulation of glucose transporters in renal impairment has
rarely been mentioned in the literature. Our data suggest upregulation of GLUT2 and SGLT2
levels in the kidney (Figure IV A). Since those transporters are responsible for ~90% of glucose
reabsorption, this implies that the kidneys try to reabsorb more glucose from glomerular filtrate.
In a rodent model of T2D with long-term hyperglycemia, GLUT2 and SGLT2 levels in the
kidney are increased. Thus, it seems plausible that dysregulation of GLUT2 and SGLT2 could
contribute to the hyperglycemia in CRF (56).

We have not observed any case of T2D among CD rats with kidney disease. Since CRF
commonly arises alongside other metabolic imbalances such as metabolic syndrome, kidney

disease could worsen glucose homeostasis in these patients. The Zucker Lepr™™ is a rat model
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affected by insulin resistance and metabolic syndrome. Inducing renal failure in Zucker rats
exacerbated the hyperglycemia state (Figure I B) and insulin resistance (Figure II B and D) as
compared to CD rats. The modulation of glucose transporters were similar (Figure III C and
Figure IV C) to those observed in CD rats, but the reduction in glucose uptake by the muscle was
more severe (Figure V D). Renal failure and metabolic syndrome in Zucker rats acts
synergistically on glucose homeostasis and reduced insulin sensitivity. Moreover, glycosuria
appeared in severely affected CRF Zucker rats with a fasting glycemia near 10mmol/L.
Glycemia rises to a critical point at which the kidneys can no longer entirely reabsorb the
filtrated glucose. Thus, those rats exhibit a chronic hyperglycemic state, which can be associated

with T2D as insulinemia does not rise to normalize blood glucose (57).

In conclusion, altered glucose transporter expression was associated with an impairment
of glucose metabolism in CRF as confirmed by GTT experiments. Indeed, a significant reduction
of GLUT4 in skeletal muscle was likely important for the measured insulin resistance. This
modulation may also explain the reduced glucose uptake by muscles reported in CRF. Moreover,
the increased protein expression of the majority of kidney glucose transporters in CRF allows a
greater reabsorption of glucose in which hyperglycemia further contributes to the exacerbation of
insulin resistance. Reduced levels of hepatic GLUT1 and GLUT2 proteins may reflect
dysregulated glucose metabolism by the liver in CRF and may suggest the presence of hepatic
glucose intolerance that would subsequently contribute to the impaired glucose metabolism in
CRF. Thus, CRF leads to insulin resistance through the modulation of the expression of various
key transporters involved in glucose homeostasis. However, CRF by itself does not lead to T2D.
Rather, CRF seems to worsen the insulin resistance in Zucker rats in which insulin resistance is
already present before the nephrectomies. Thus, in presence of other pathologies like the
metabolic syndrome where insulin resistance is already present, CRF could precipitate the onset

of T2D.
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TABLES

Table I | TagMan gene expression assays used for Real-time PCR.

Gene NCBI Location Chromosome TaqMan Gene Expression Assay
Glutl Slc2al Chr.5: 138154677 - 138182897 Rn01417099 m1l
Glut2 Slc2a2 Chr.2: 114413431 - 114445418 Rn00563565 ml
Glut4 Slc2a4 Chr.10: 56552983 - 56558561 Rn01752377 ml
Slgt1 Slc5al Chr.14: 82910448 - 82975303 Rn01640634 m1l
Sglt2 Slc5a2 Chr.1: 199682688 - 199688809 Rn00574917 ml

Gapdh Gapdh Chr.4: 157676396 - 157680271
ActinB actin, beta Chr.12: 13715843 - 13718813
Villin-1 Villin-1 Chr.9: 81689802 - 81717623

Rn01775763 gl
Rn00667869 ml
Rn01254356 gl

Table II | Biochemical Parameters and Body Weight of Control and CRF CD Rats

CRF (n=25) CTL (n=17) p value

Body weight (g) 300.7 + 28.6 321.1+£10.6 <0.01
Creatininemia (umol/L) 152.6 £66.2 40.1 +£3.8 <0.0001
Uremia (mmol/L) 23.0+114 32+£0.8 <0.0001
Creatinine clearance (nl/100g b.wt./min) 111.8 £50.7 527.8 £96.9 <0.0001
Glycemia (mmol/L) 6.5+1.2 6.0+1.0 N.S.
Insulinemia (ng/mL) 0.91 £0.54 1.05+0.51 N.S.

Table III | Biochemical Parameters and Body Weight of Control and CRF Zucker Leprfa/ f Rats

CRF (n=19) CTL (n=19) p value

Body weight (g) 340.8+13.4 3456 +13.3 N.S.
Creatininemia (umol/L) 136.2 £23.8 51.8+1.7 <0.0001
Uremia (mmol/L) 20.6+£54 55+03 <0.0001
Creatinine clearance (nl/100g b.wt./min) 83.2+9.2 146.3 £7.1 <0.01
Glycemia (mmol/L) 9.1£0.6 6.0£0.2 <0.0001
Insulinemia (ng/mL) 6.65 + 0.85 5.76 £ 0.92 N.S.
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FIGURES

Figure I | Correlation between serum fructosamine and creatininemia in both control and
CREF rats

Plot of fructosamine concentration expressed as a ratio of fructosamine reported on total protein
content in serum, versus creatininemia in the serum of A. 26 CD rats and B. 38 Zucker Leprfa/ fa

rats. The line represents the linear regression between serum fructosamine and creatininemia.

Control rats are showed as black circles and CRF rats are showed as grey circles.
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Figure II | Glucose and insulin responses to an intraperitoneal glucose tolerance test

A. Glucose and B. Insulin responses to an intraperitoneal glucose tolerance test (2g/kg)
performed on CD rats at 4 weeks of uremia following a 16 hour fast. C. Glucose and D. Insulin
responses to an intraperitoneal glucose tolerance test (1.5g/kg) performed on Zucker Leprfera rats
at 3 weeks of uremia following a 16 hour fast. Values are mean + S.D. n=10 for each group. *, p

<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001 as compared to CTL rats.
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Figure III | mRNA expression of glucose transporters in select organs of CRF rats

mRNA encoding glucose transporters in CTL and CRF rats in the indicated tissues were
measured by quantitative real-time PCR. mRNA levels are expressed in relative quantities using
the AACT method (30) with their respective housekeeping gene (Villin-1 for kidneys, B-actin for
liver and GAPDH for muscles and adipose tissues). Data was normalized to the mean relative
quantity of each gene in CTL rats. The graph shows the mean expression in CRF rats expressed
as a percentage of controls £ S.D. of at least 10 rats in each group. *, p < 0.05; **, p <0.01; ***,
p < 0.001; **** p < 0.0001 as compared to CTL rats. A. mRNA expression of glucose
transporters in the kidney and livers of CD rats. B. mRNA expression of GLUT1 and GLUT4 in

skeletal muscle and white adipose tissue of CD rats. C. mRNA expression of GLUT1 and
fa/fa

GLUTH4 in skeletal muscle and white adipose tissue of Zucker Lepr ™ rats.
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Figure IV | Protein levels glucose transporters in select organs of CRF rats

Protein levels are expressed in densitometry units. The densitometry units measured for glucose
transporters were normalized by dividing them by the value obtained for their respective loading
control (B-actin: Liver; GAPDH: muscles and adipose tissues; villin-1: kidneys). The normalized
densitometry units of control rats were arbitrarily defined as 100%. The graph shows the mean
expression in CRF rats expressed as percentage of CTL = S.D of at least 5 rats in each group. *,
p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001 as compared to CTL rats. Protein levels
of glucose transporters in the A. Kidneys and liver of CD rats, B. Skeletal muscle and white

fa/fa

adipose tissue of CD rats. C. Skeletal muscle and white adipose tissue in Zucker Lepr * ™ rats. D.

Representative Western blots for each glucose transporter. Each blot contains examples of three

CRF (left) and three CTL (right) CD rats.

A.

250 ~

200 + o

kK
100 Iil

J—

n

S
1

S Bemne Be B

kK

W
S
1

skokskok

Protein expression (% of controls)

()
1L

Glut1 | Glut2 | Sglt1 | Sglt2 | Glut1 | Glut2

Kidney Liver

82



250

)

=

=

= 200

)

&

s
150

>

=

2 100

2

[<P]

=

= 50

<P]

=

Pl

s 0

| ]

=%

Glutl Glut4

Biceps Femoris

Glutl

Glut4

Epididymal white adipose

tissue

250

[\
S
S

150

100

N
S

e

Protein expression (% of controls)

Glutl Glut4

Biceps Femoris

Glutl

Glut4

Epididymal white adipose

tissue

&3




Kidney

Liver

Adipose
tissue

Muscle

CRF

CTL

GLUT1
GLUT2
SGLT1

SGLT2
Villin-1

>-

— ——

GLUT2

— — -

B-actin —E———— ————

GLUT1
GLUT4

GAPDH -

GLUT1
GLUTA

GAPDH

84

Molecular
Weight (kDa)
34

34
46
36

34
46
36



Figure V | Ex vivo accumulation of radio-labeled 2-deoxyglucose in muscles

Uptake of radio labeled 2-deoxyglucose in CTL and CRF rat muscles. For B. and D., Basal
condition of each muscle was arbitrarily defined as 1,0. Data are expressed as 2-DG uptake or
fold increase (mean) £ S.D for at least 5 rats per group. ***, p < 0.001; **** p < 0.0001 as
compared to CTL rats. A. 2-DG uptake in CD rats, B. Fold increase of basal vs. insulin condition

in CD rats, C. 2-DG uptake in Zucker Lepr™™ rats and D. Fold increase of basal vs. insulin

fa/fa

condition in Zucker Lepr ™ rats.
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fa/fa

Figure VI | Glycosuria apparition in Zucker Lepr ™ " rats after the first nephrectomy

The graph shows the proportion of rats with glycosuria as confirmed by two positive Diastix "™

fa/fa

(Bayer) tests on consecutive days for 15 Zucker Lepr ™ rats per group.
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5.2. Résultats supplémentaires non inclus dans ’article

Dans cette section, vous trouverez les résultats de plusieurs autres expériences que j’ai

faites pendant ma maitrise, mais qui n’ont pas ¢étées inclues dans le manuscrit. Les résultats

seront commentés dans la section discussion.

Parameétres biochimiques des rats atteints d’IRC

Tableau 5.1 | Paramétres biochimiques et poids corporel des rats Sprague-Dawley

IRC(n=16) CTL(n=10) Valeurp
Poids corporel (g) 300.7 £ 28.6 321.1 £10.6 <0.01
Créatininémie (umol/L) 152.6 £ 66.2 40.1 +£3.8 <0.0001
Urémie (mmol/L) 23.0+114 32+0.8 <0.0001
Clairance de la créatinine (pl/100g b.wt./min) 111.8 +£50.7 527.8 £96.9 <0.0001
Glycémie (mmol/L) 6.5+1.2 6.0+£1.0 N.S.
Insulinémie (ng/mL) 0.91 £0.54 1.05+0.51 N.S.
Fructosamine (umol/g de protéines) 2.61 £0.05 2.09£0.03 <0.0001
Cholestérol (mmol/L) 4.08 +0.22 2.24+0.12 <0.0001
Triglycérides (mmol/L) 0.86 £0.07 0.83+£0.10 N.S.
HDL (mmol/L) 1.05+0.05 0.78 £ 0.04 <0.001
LDL (mmol/L) 2.64+0.18 1.09+0.10 <0.0001
Tableau 5.2 | Paramétres biochimiques et poids corporel des rats Zucker Leprfa/fa

IRC(n=19) CTL(n=19) Valeurp
Poids corporel (g) 340.8+13.4 345.6+13.3 N.S.
Créatininémie (umol/L) 136.2 £23.8 51.8+1.7 <0.0001
Urémie (mmol/L) 29.6+54 55+03 <0.0001
Clairance de la créatinine (ul/100g b.wt./min) 83.2+9.2 146.3 £ 7.1 <0.01
Glycémie (mmol/L) 9.1£0.6 6.0+£0.2 <0.0001
Insulinémie (ng/mL) 6.65 £ 0.85 5.76 £0.92 N.S.
Fructosamine (umol/g de protéines) 2.20£0.08 1.85 £0.02 <0.0001
Cholestérol (mmol/L) 5.61£0.31 5.06 £0.27 N.S.
Triglycérides (mmol/L) 2.75+0.14 2.27+0.16 <0.05
HDL (mmol/L) 1.45+0.07 1.51 +£0.04 N.S.
LDL (mmol/L) 2.93+0.25 2.52 +0.28 N.S.
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Les incrétines sont-elles affectées par I’IRC?

Figure 5.1 | Comparaison de la réponse aux tests de tolérance au glucose chez le rat
Sprague-Dawley selon la voie d’administration du dextrose

A. Glycémie et B. Insulinémie sur 2 heures des rats lors d’un test de tolérance au glucose
intrapéritonéal (IPGTT) a 2g/kg de dextrose suite a un jetine de 16 heures. C. Glycémie et D.
Insulinémie sur 2 heures des rats lors d’un test de tolérance au glucose oral (OGTT) a 3,2g/kg
de dextrose suite a un jetine de 16 heures. Chaque groupe comporte au moins 5 rats. *, p<0.05;

*E p<0.01; *** p<0.001 comparé aux témoins.
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L’absorption intestinale du glucose est-elle affectée par ’IRC?

Figure 5.2 | Expression en ARNm des transporteurs de glucose intestinaux chez le rat CD
L’ARNm codant pour des génes de transporteurs de glucose dans I’intestin des rats CD est
mesuré par PCR en temps réel. Les niveaux d’ARNm sont exprimés en unités relatives en
utilisant la méthode AACT (169) rapporté sur les niveaux d’expression de la Villin-1. Les
niveaux d’expression des témoins ont été définis comme 100%. Le graphique montre
I’expression moyenne des génes des rats IRC exprimés en pourcentage des témoins £ écart-

type pour au moins 7 rats par groupe. *, p<0.05; **, p<0.01 comparé aux témoins.
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Est-ce que la résistance a linsuline s’aggrave avec le temps chez les animaux atteints
d’IRC?

Figure 5.3 | Aire sous la courbe (AUC) de la glycémie sur 2 heures lors d’IPGTT chez les
rats Sprague-Dawley en fonction du temps post-néphrectomie

Aire sous la courbe moyenne de la réponse glycémique a des tests de tolérance au glucose
intrapéritonéal tel qu’effectué¢ a la Figure 5.1 A. Le graphique montre I’AUC moyen de la
glycémie des rats au cours de 'IPGTT =+ D’écart-type. L’IPGTT a ¢été répété toutes les
semaines, du jour 21 au jour 63 suite a la premiere néphrectomie, pour suivre 1’évolution de la

résistance a I’insuline en fonction du temps post néphrectomie.
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Est-ce que la résistance a l’insuline augmente avec la détérioration des fonctions rénales?

Figure 5.4 | Aire sous la courbe de la glycémie sur 2 heures lors d’IPGTT chez les rats
Sprague-Dawley en fonction de I’atteinte rénale

Aire sous la courbe de la réponse glycémique de chaque rat a des tests de tolérance au glucose
intrapéritonéal tel qu’effectué a la Figure 5.1 A. Le graphique montre I’AUC de la glycémie
de chaque rat au cours d’IPGTT. L’IPGTT a été répété toutes les semaines, du jour 21 au jour
63 suite a la premicére néphrectomie. Le graphique est rapporté sur la créatininémie pour

évaluer si la sensibilité a I’insuline diminue avec les fonctions rénales.
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Est-ce que IRC affecte d’autres transporteurs de glucose?

Figure 5.5 | Expression de ’ARNm des transporteurs de glucose dans le cerveau en IRC

L’ARNm codant pour des geénes de transporteurs de glucose dans le cerveau des rats CD est
mesuré par PCR en temps réel. Les niveaux d’ARNm sont exprimés en unités relatives en
utilisant la méthode AACT (169) rapporté sur les niveaux d’expression de la GAPDH. Les
niveaux d’expression des témoins ont ét¢ définis comme 100%. Les graphiques montrent
I’expression moyenne des transporteurs de glucose chez les rats atteints d’IRC en pourcentage

+ I’écart-type de 4 rats Sprague-Dawley par groupes. *, p<0.05 comparé aux témoins.
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Figure 5.6 | Expression protéique des transporteurs de glucose dans le cerveau en IRC

L’expression protéique est exprimée par densitométrie suite a un immunobuvardage. La
densité¢ d’expression des transporteurs de glucose est rapportée sur celle d’un géne de
référence, la GAPDH. La densitométrie relative des témoins est alors définie en tant que
100%. Le graphique montre I’expression des transporteurs de glucose chez les rats atteints
d’IRC en pourcentage =+ [’écart-type de 4 rats Sprague-Dawley par groupes. *, p<0.05

comparé aux témoins.
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Est-ce que IIRC affecte la translocation du GLUT4 a la membrane du muscle?

Figure 5.7 | Expression protéique du GLUT4 dans des membranes totales de Biceps
Femoris chez les rats atteints d’IRC.

L’expression protéique est exprimée par densitométrie suite & un immunobuvardage. La
densit¢ d’expression du GLUT4 est rapportée sur celle d’un géne de référence, la
Na'K'ATPase. La densitométrie relative des témoins est alors définie en tant que 100%. Le
graphique montre I’expression du GLUT4 chez les rats atteints d’IRC en pourcentage +
I’écart-type d’au moins 8 rats par groupes. *, p<0.05; **, p<0.01 comparé aux témoins.
A. Expression chez les rats Sprague-Dawley et B. expression chez le rat Zucker Leprfa/aa.
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Peut-on obtenir des renseignements supplémentaires sur le diabéte dans un échantillon

urinaire ?

Tableau 5.3 | Analyse d’urine des rats Zucker Lepr™™ 42 jours aprés la 1™ néphrectomie

Parameétre urinaire IRC (n=16) CTL (n=18) Valeur p
Bilirubin - -

Corps cétoniques (mg/dL) 0 0

Densité (g/L) 1,013 £0,001 1,004 0,002 0,0004
Sang ¥ — —

pH 6,8+ 0,2 8,4+0,2 <0,0001
Protéines (mg/dL) 6,0+2,1 49+20 N.S.
Urobilirubinogéne (mg/dL) Normal Normal

Leucocytes + — <0,0001

+ Evaluation par présence (+) ou absence (—), *Analyses effectuées avec des bandelettes urinaires Multistix 10 SG de Siemens

Figure 5.8 | Rapport pAlbumine/créatinine urinaire
Dosage de I’albumine dans 1’urine d’au moins 18 rats Zucker par groupe. Le résultat est
exprimé sous forme de ratio de I’albumine sur la créatinine urinaire pour rapporter le dosage

sur la fonction rénale résiduelle (170). *, p<0.05 comparé aux témoins.
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Discussion

L’intolérance au glucose est fréquente en IRC (171-174). Cependant, bien des ¢léments
restent a découvrir pour comprendre 1’étiologie de celle-ci. Jusqu’a présent, plusieurs études
s’y sont intéressées, mais peu d’entre elles s’entendent sur un consensus. Un débalancement
de ’homéostasie dans les tissus périphériques reste 1’hypothése la plus plausible. Un défaut de
signalisation du récepteur a I’insuline est souvent point¢ du doigt, mais n’explique pas

enticrement ce débalancement (140, 175).

Discussion tirée des résultats de ’article

Comme mentionné précédemment dans ’article, I’IRC provoque, chez le rat Sprague-
Dawley (CD) partiellement néphrectomisé, un état hyperglycémique. En effet, une baisse des
fonctions rénales est inversement corrélée a une hausse de la fructosamine sérique. Par contre,
I’hyperglycémie n’est pas observée lors d’une glycémie a jeun. De plus, cet état
hyperglycémique ne semble pas provoquer une hausse de I’insulinémie. Un phénomene
similaire est observable lors d’un test de tolérance au glucose. En effet, la glycémie augmente
significativement chez les animaux atteints d’IRC en comparaison a leurs controles et ce, sans
observer une hausse significative de [D’insuline. Le pancréas ne réagirait donc pas
adéquatement a l’augmentation de la glycémie. Une hausse de I’insuline est souvent
observable a un stade avancé de I'IRC due a la réduction de la clairance rénale de celle-ci
(142, 161, 176). Cependant, des travaux récents non publiés de Poitout ef al. montrent qu’un
défaut de production de I’insuline par le pancréas est présent en IRC. De plus,
I’hyperparathyroidie secondaire observée en IRC semble affecter la sécrétion de I’insuline par
le pancréas (157, 158, 160, 177). Puisque nos rats ne montrent pas d’hyperinsulinémie a jeun
ainsi qu'une hausse de celle-ci suite a un bolus de glucose, les défauts de production et de

sécrétion de I’insuline en IRC peuvent partiellement expliquer ces résultats contradictoires.

I1 est évident que I’IRC conduit au déclin de la sensibilité a I’insuline. Pour ce faire,

I’IRC mene a une modulation des transporteurs de glucose dans tous les organes responsables
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du maintien de I’homéostasie du glucose. Puisque les tissus périphériques sont impliqués dans
la disposition rapide du glucose absorbé, une modulation des transporteurs, particuliérement le
GLUT4, dans ces tissus aurait un impact significatif (21, 178, 179). L’IRC induit une
importante diminution de 1’expression des transporteurs de glucose dans le muscle (=0.69
fois). Cette diminution du GLUT4 meéne directement a une diminution du transport de glucose
dans le muscle. En effet, les muscles des rats atteints d’IRC réagissent moins a 1’insuline et
absorbent donc moins de glucose. La modulation du GLUT4 pourrait donc étre directement
liée a la résistance a I’insuline en IRC. Cela dit, d’autres organes sont impliqués dans le

métabolisme du glucose et peuvent affecter la sensibilité a I’insuline.

Au niveau des tissus adipeux, on observe une augmentation des transporteurs de
glucose. Par contre, cette augmentation ne semble pas prévenir la résistance a 1’insuline, mais
peut limiter ’impact de la diminution de I’expression des transporteurs de glucose dans les

muscles sur la résistance a I’insuline (179).

Dans le foie, on observe une diminution de ces transporteurs. Cet organe aide a retirer
le glucose absorbé du sang et a réguler la glycémie par la suite. La diminution des

transporteurs observée dans le foie peut donc contribuer a I’hyperglycémie (90).

Les reins jouent un rdle important dans I’homéostasie du glucose, puisqu’ils sont
responsables de la réabsorption de celui-ci. Une augmentation des transporteurs GLUT2 et
SGLT?2 est observée dans ce tissu. Puisque ces transporteurs sont responsables d’environ 90%
de la réabsorption du glucose, les reins des animaux atteints d’IRC ont le potentiel de
réabsorber une quantité supérieure de glucose (180). L’augmentation de la réabsorption du

glucose pourrait participer a 1’essor de I’hyperglycémie en IRC.

Bien que les muscles, les reins et le foie semblent promouvoir 1’hyperglycémie et

affecter la sensibilité a 1’insuline en IRC, aucun cas de diabéte n’a été démontré chez le rat
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Sprague-Dawley atteint d’IRC. Puisque I'IRC survient souvent de concert avec divers
déséquilibres métaboliques tel que le syndrome métabolique, la maladie rénale aurait le

fa/fa est

potentiel d’empirer le métabolisme du glucose chez ces patients. Le rat Zucker Lepr
affecté d’une résistance a l’insuline et d‘un syndrome métabolique. Cette résistance a
I’insuline ne semble toutefois pas provoquer une hyperglycémie a jeun. Cependant, une
hyperinsulinémie a jeun est observable chez le rat Zucker pour compenser la présence de cette

résistance a I’insuline et normaliser les valeurs glycémiques (Figure II).

L’induction de I’IRC chez ces rats provoque une hyperglycémie a jeun ainsi qu’une
hausse marquée de la fructosamine sérique. De plus, la réponse au test de tolérance au glucose
des rats IRC est exagérée en comparaison au rat CD. La modulation des transporteurs de
glucose est similaire au rat CD, mais I’absorption médiée par I’insuline du glucose par le
muscle est presque nulle, puisque ceux-ci ne répondent pas a une dose physiologique

d’insuline.

L’IRC chez I’homme est souvent accompagnée de multiples co-pathologies pouvant
affecter synergiquement le métabolisme du glucose (11). Chez le rat Zucker, la présence au
préalable d’un syndrome métabolique entraine une exacerbation de I’impact de I’IRC sur la
résistance a 1’insuline, occasionnant ainsi une hyperglycémie. La résistance a 1’insuline causée
par I’'IRC semble donc s’additionner a celle déja présente chez le rat Zucker. Contrairement au
rat CD, =30% des rats Zucker avaient du glucose dans leur urine. La glycémie augmente donc
a un point ou les reins ne peuvent plus réabsorber le glucose en totalité et celui-ci est éliminé
dans les urines. Les rats Zucker atteints d’IRC sont affectés par un état hyperglycémique
pouvant étre associé au diabete de type 2 puisque I’insuline ne s’¢léve pas afin de normaliser

la glycémie.
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Discussion des résultats supplémentaires

Les incrétines et I’absorption intestinale sont-elles affectées par ’'IRC?

Une modulation des incrétines a déja été mise au jour chez les patients atteints d’IRT.
En effet, ceux-ci sécrétent une quantité¢ supérieure de GIP et GLT-1 en comparaison a des
individus sains pour un méme bolus de glucose (148). Il en résulterait normalement une
augmentation de la relache d’insuline en réponse aux incrétines. Cependant, tel qu’observé a
la Figure 5.1, la sécrétion d’insuline chez les IRC est inférieure a celle des témoins pour une
méme quantité de glucose administrée par voie orale. Au contraire, on observe une sécrétion
d’insuline supérieure chez les IRC lorsque ce glucose est administré par voie intrapéritonéale.
Il semblerait donc que les incrétines perdent de leur efficacité en IRC et que la relache

d’insuline en réponse a celle-ci diminue.

Par ailleurs, nous avons observé, au niveau intestinal, une modulation de I’ARNm des
transporteurs de glucose en IRC. La Figure 5.2 montre clairement une augmentation
significative de ces transporteurs. Physiologiquement, il pourrait en résulter une augmentation
de I’absorption intestinale du glucose en IRC. Cette augmentation d’absorption pourrait
participer a I’hyperglycémie observée en IRC. D’autres études seront nécessaires pour
déterminer 1’impact des incrétines et la modulation des transporteurs intestinaux sur

I’absorption et le métabolisme du glucose en IRC.

Est-ce que la résistance a ’insuline s’aggrave avec le temps chez les animaux atteints

d’IRC?

En comparaison aux animaux témoins, la résistance a 1’insuline ne s’aggrave pas a un
rythme plus élevé en IRC. Le vieillissement des animaux semble étre a ’origine de la
diminution de la sensibilit¢ a 1’insuline telle qu’observée a la Figure 5.3 et celle-ci
s’additionne a la résistance a I’insuline en IRC. L’impact de cette résistance a 1’insuline en
IRC serait donc synergique au vieillissement, aspect d’autant plus important dans une

population vieillissante (181).
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Est-ce que la résistance a l’insuline diminue avec la détérioration des fonctions rénales?

La Figure 5.4 montre une forte corrélation entre les fonctions rénales résiduelles,
exprimée par la créatininémie, et la résistance a 1’insuline, exprimée par la surface sous la
courbe de la glycémie pendant 2 heures lors d’un test de tolérance au glucose. De plus, les
animaux fortement atteints par I’IRC et sur le point de décéder montrent une résistance a
I’insuline beaucoup plus importante lorsqu’ils s’approchent du déces. L’IRC serait donc
directement associé a la résistance a ’insuline et le déclin des fonctions rénales menerait au

déclin de la sensibilité a ’insuline.

Est-ce que Uinsuffisance rénale chronique affecte d’autres transporteurs de glucose?

En plus des modulations des transporteurs de glucose dans le foie, les reins, I’intestin et
les tissus périphériques, on observe aussi une modulation de ceux-ci dans le cerveau. Dans les
Figures 5.5 et 5.6, on observe une légeére diminution du GLUT3 et une augmentation du
GLUT]1 cérébral. Puisque ces 2 transporteurs ont une haute affinité pour le glucose, I’impact
de ces modulations devrait étre presque nul. Cependant, il serait intéressant d’évaluer

I’influence individuelle de ces transporteurs sur I’apport de glucose au cerveau (67).

Est-ce que ’IRC affecte la translocation du GLUT4 a la membrane du muscle?

Plusieurs études pointent un défaut de signalisation de I’insuline dans les tissus
périphériques comme principal mécanisme dans la résistance a I’insuline en IRC. Dans
’article précédent, nous avons démontré qu’une diminution du GLUT4 dans I’homogénat du
Biceps Femoris est observable en IRC. De plus, le transport insulinodépendant du glucose
diminue dans ces conditions. Dans la Figure 5.7, on observe une augmentation significative
du GLUT4 dans une purification de membranes du Biceps Femoris. Etant donné que le
GLUT4 est quantitativement moins exprimé dans I’homogénat, il y aurait plus de GLUT4 a la
membrane a 1’état basal en comparaison aux témoins et donc, moins de transporteurs
intracellulaires. Méme si I’insuline provoque une translocation du GLUT4 a la membrane,

moins de transporteurs seraient disponibles pour étre transloqués puisqu’une plus grande
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fraction de celui-ci se trouverait déja a la membrane. En plus d’un défaut de signalisation,

I’IRC pourrait donc provoquer une diminution du GLUT4 intracellulaire (21, 140, 165).

Peut-on obtenir des renseignements supplémentaires sur le diabéte dans un échantillon

urinaire ?

L’analyse de I'urine des rats atteints d’IRC en comparaison aux témoins montre
clairement I’atteinte rénale chez ceux-ci. En effet, la présence de protéinurie témoigne d’une
atteinte du glomérule. Celui-ci laisse alors passer des protéines a travers ses pores. De plus, la
densité ¢élevée de 1'urine, son bas pH et la présence d’albumine dans les urines représentent
d’autres signes de dommages rénaux (182). L’analyse de la présence de leucocytes peut
cependant étre faussée par une quantité importante de glucose et de protéines dans les urines.

11 s’agit alors probablement d’un faux positif (183).

Par ailleurs, 1’absence de corps cétoniques chez I'un ou I’autre des groupes de rats
permet d’exclure la présence d’un diabéte de type 1. Ces corps cétoniques sont, en effet,

principalement observés chez les individus ayant une déficience en insuline (182, 184).
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Conclusion et perspectives

La résistance a I’insuline en insuffisance rénale chronique est chose fréquente. Tel
qu’observé lors d’un test de tolérance au glucose, le rat néphrectomisé n’en fait pas exception.
Bien que I’hyperglycémie a jeun ne soit pas toujours observable, un état hyperglycémique
s’installe tout de méme, comme nous avons pu le constater avec I’augmentation de la
fructosamine. Cependant, une hausse de I’insulinémie n’apparait pas en réponse a cette

hyperglycémie.

L’¢tude des mécanismes responsables de I’apparition d’une résistance a 1’insuline en
insuffisance rénale chronique permet clairement de mettre en évidence un défaut d’expression
des transporteurs de glucose dans les organes clés de ’homéostasie du glucose. Cependant, la
sous-expression des transporteurs au niveau du Biceps Femoris semble étre a I’origine de la
réduction de la captation du glucose dans le muscle en présence d’insuline. Bien qu’un défaut
de signalisation du récepteur a I’insuline soit généralement per¢gu comme acteur majoritaire
dans cette résistance a 1’insuline, il reste certain que cette diminution de I’expression des
transporteurs de glucose aurait un réle primordial dans I’étiologie de celle-ci en IRC. De plus,
la modulation de ces transporteurs dans les autres organes impliqués dans I’homéostasie du
glucose, tel que le foie, les reins et les tissus adipeux peuvent aussi compromettre cet
équilibre. Bien entendu, d’autres mécanismes peuvent étre en cause dans 1’apparition de cette

résistance a 1’insuline.

Plusieurs questions restent cependant sans réponses. Les défauts d’expression des
transporteurs de glucose intestinaux ainsi qu’un défaut au niveau des incrétines observée en
IRC peuvent avoir un effet important sur 1’absorption et le métabolisme du glucose. Les
¢tudes préliminaires effectuées a ce niveau ne permettent pas d’établir des conclusions claires
sur I’impact de leur modulation dans le métabolisme du glucose. D’un autre point de vue, les
tissus adipeux jouent un role important dans le métabolisme du glucose. Par contre, I’impact
de augmentation de I’expression des transporteurs de glucose dans ces tissus n’a pas ¢été

caractérisé et aurait tout intérét a 1’€étre.
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La modulation de I’expression des transporteurs de glucose semble étre I'une des
causes principales dans 1’¢tiologie de cette résistance a I’insuline. Le défaut de signalisation
menant a cette modulation en insuffisance rénale chronique reste inconnu. De plus, les voies
de signalisation impliquées dans la modulation des transporteurs de glucose restent mal
¢tudiées. L’ AMP-activated protein kinase (AMPK) pourrait étre concernée dans la modulation
des transporteurs de glucose en IRC, puisque 1’activation de cette enzyme serait impliquée
dans la maladie rénale. Bien sir, plusieurs autres voies de signalisation sont modulées en IRC
et peuvent agir différemment sur I’expression des transporteurs de glucose (185, 186). De
plus, puisque le GLUT4 est régi par un trafic intracellulaire, celui-ci pourrait étre affecté par
I’IRC en plus du défaut dans la signalisation de 1’insuline déja rapporté. En effet, la voie de
signalisation de 1’insuline est large et fortement modulable. Il est bien connu qu’en IRC, une
diminution de la réponse a I’insuline et a ’IGF-1 résultant d’une réduction de I’activité de la
PI3-K et d’ Akt est observable (187). Plusieurs autres voies de signalisation sont modulées en
IRC et on connait encore peu les répercussions de celles-ci sur la modulation des transporteurs

de glucose.

Bien que la résistance a I’insuline soit fréquente en IRC et que celle-ci s’aggrave avec
le déclin des fonctions rénales, son implication dans 1’apparition d’un diabete de type 2 reste
incertaine. L’IRC d’elle-méme ne menerait pas au diabete de type 2. Cependant, I’addition de
cette résistance a ’insuline en IRC a d’autres pathologies affectant 1’homéostasie du glucose
semble précipiter ’apparition d’un diabéte de type 2 chez des individus prédisposés a le

développer.

Le traitement de cette résistance a I’insuline en IRC reste compliqué, puisque la
pharmacocinétique et dynamique des médicaments est imprévisible (188). De plus, le
traitement des différentes facettes d’un syndrome métabolique, tel que I’hypertension,
n’affecte pas toujours positivement la sensibilité a I’insuline et semble encore plus compliqué

lorsqu’additionné a ’IRC (189, 190).
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Une derniére question reste sans réponse. Ces travaux ont permis de démontrer que
I’IRC peut bel et bien mener au diabéte de type 2 chez des individus prédisposés. Ce diabéte
de type 2 peut-il, a son tour, provoquer des dommages rénaux et conduire a la détérioration
des fonctions rénales a son tour? Si la réponse a cette question est positive, les patients atteints
d’un stade avancé d’IRC augmenteraient leur risque de développer un diabéte de type 2 qui, a
son tour, ménerait au déclin des fonctions rénales. Ce cercle vicieux ménerait bien sir a une
mort précoce. Certains résultats nous permettent de croire que tel est le cas, puisque les rats
Zucker décedent trés rapidement lorsque ’on détecte du glucose dans leur urine. La

détérioration mutuelle de ces 2 conditions leur est donc fatale.

Bien que ce ne soient que des résultats préliminaires, il aurait été intéressant d’évaluer
si les animaux atteints d’IRC développent la néphropathie diabétique par microscopie
¢lectronique d’une coupe histologique. Puisque celle-ci méne directement a 1’insuffisance
rénale terminale, cela expliquerait la mort trés rapide des rats suite au dépistage de glucose
dans I’urine (191). Cela permettrait de confirmer le diagnostic du diabéte de type 2 chez les
rats atteints d’insuffisance rénale terminale et délinéariserait le lien entre le diabéte de type 2

et I'IRC, formant ainsi un cercle vicieux.
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