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SOMMAIRE 

Les patients diabétiques de type 2 développent de manière prématurée et accélérée des lésions 

athéromateuses. Des études ont démontré que la lipoprotéine lipase (LPL) macrophagique pouvait 

contribuer, en favorisant l'accumulation de lipides dans les lésions athéromateuses, au 

développement de l'athérosclérose. Nous avons étudié la régulation de la LPL macrophagique dans 

le diabète. Nos résultats démontrent que: 1) l'incubation des macrophages murins et humains en 

présence de concentrations élevées de glucose augmente l'expression génique, la masse 

immunoréactive et l'activité de la LP. La voie de la protéine kinase C est impliquée dans l'effet 

modulateur du glucose sur la LPL macrophagique, via la surexpression du facteur de transcription 

c-fos et la liaison accrue des protéines nucléaires à la séquence AP-1 du promoteur génique de la 

LPL; 2) le glucose, à des concentrations élevées, stimule in vitro l'expression génique des 

"peroxisome proliferator-activated receptors" (PPAR) a et p par les macrophages murins et humains, 

et diminue celle des PPARy par les macrophages humains. Une augmentation des niveaux d'ARN 

messagers macrophagique de PPARa et (3, et une inhibition de l'expression génique de PPARy sont 

aussi observées chez les patients diabétiques de type 2. L'incubation des macrophages murins, en 

présence de concentrations élevées de glucose, augmente la liaison des protéines nucléaires extraites 

de ces cellules à l'élément de réponse aux PPARs situé dans le promoteur du gène de la LPL. Ces 

données prises dans leur ensemble suggèrent l'implication des PPARs dans l'effet stimulant du 

glucose sur l'expression génique de la LPL macrophagique; 3) l'expression, la production et 

l'activité de LPL macrophagique sont augmentées chez les patients diabétiques et que les facteurs 

périphériques présents dans le sérum de ces sujets sont en partie responsables de ces anomalies. Une 

sécrétion macrophagique accrue de facteur de nécrose tumorale-a, tant au niveau basal que stimulé 
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par la LPL, est aussi observée chez les patients diabétiques. En résumé, nos données démontrent une 

augmentation d'expression de la LPL macrophagique chez le patient diabétique de type 2, au moins 

partiellement attribuable à l'hyperglycémie. Cette altération de la régulation de la LPL 

macrophagique associée au diabète pourrait représenter un nouveau mécanisme par lequel 

l'hyperglycémie favoriserait le développement et la progression de l'athérosclérose, chez le patient 

diabétique de type 2. 
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1.1. Diabète sucré 

1.1.1. Définition 

Le diabète sucré n'est pas une maladie unique mais comprend plusieurs syndromes cliniques 

différents, dont le dénominateur commun est l'altération de l'homéostasie du glucose. Il existe donc 

une grande hétérogénéité dans l'étiologie, la pathogénie, la présentation clinique et l'histoire naturelle 

des différents types de diabète (Fajans et coll.,1978). Le diabète sucré se définit comme un désordre 

chronique du métabolisme imputable à un déficit relatif ou absolu de la sécrétion et/ou de l'action 

de l'insuline. Le diabète se caractérise par une hyperglycémie à jeun ou en période post-prandiale 

(Bennett,1996). Cliniquement, le diabète sucré peut varier d'un désordre asymptomatique à une 

condition fulminante se présentant sous la forme d'un choc ou d'un coma. L'hyperglycémie chronique 

peut mener à des complications métaboliques aigües telles que la cétoacidose diabétique et le coma 

hyperosmolaire. Parmi les complications à long terme du diabète, on note: la rétinopathie, la 

néphropathie, la neuropathie et la macroangiopathie (Yamamoto et coll., 1998; Nathan, 1995). 

1.1.2. Classification 
- 

Idéalement, la classification d'un syndrome clinique devrait être basée sur son étiologie et sa 

pathogénie, mais celle du diabète est encore fondée sur les caractéristiques cliniques du patient; elle 

est donc arbitraire. Le diabète a longtemps été classifié en 2 types majeurs, le diabète insulino-

dépendant (DID) ou juvénile et le diabète non insulino-dépendant (DNID) ou mature, sur la base de 

deux caractéristiques cliniques spécifiques: l'âge d'installation de la maladie et l'état d'insulino-

dépendance. Le large chevauchement de l'âge d'installation du diabète entre ces 2 groupes indique 

que ces termes descriptifs sont souvent utilisés de façon non pertinente. En 1979, l'Institut National 
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de la Santé des États-Unis a publié une classification du diabète sucré (Harris et coll., 1985), adoptée 

plus tard par l'Organisation Mondiale de la Santé (World Health Organization, 1985). Cette 

classification a été mise à jour avec l'incorporation des résultats des recherches récentes. Selon cette 

classification (tableau I), 4 types de diabète sont identifiés: le diabète de type 1, le diabète de type 

2, d'autres types de diabète et le diabète gestationnel (Expert committee on the classification of 

diabetes mellitus, 1999). Ces catégories seront discutées très brièvement dans les prochains 

paragraphes. 

Tableau I. Classification étiologique de diabète sucré. 

Diabète de type 1 
Destruction des cellules 13 (conduisant souvent à une déficience absolue en insuline) 
A. Modulation immunitaire 
B. Idiopathique 

Diabète de type 2 
Peut aller d'une résistance à l'insuline (RI) prédominante associée à une déficience relative en insuline à un défaut 

de sécrétion prédominant associé à la RI 

D'autres types spécifiques 
A. Défauts génétiques de la fonction des cellules 13 
B. Défauts génétiques dans l'action de l'insuline 
C. Maladies pancréatiques exocrines 
D. Endocrinopathies 
E. Induction par drogues ou produits chimiques 
F. Infections 
G. Formes non communes de diabète médiées par l'immunité 
H. Autres syndromes génétiques associés parfois au diabète 

Diabète gestationnel 

Adapté de "Expert committee on the classification of diabetes mellitus. Report of the expert committee on the 
diagnosis and classification of diabetes mellitus. Diabetes Care 22 (suppl 1): S5-S19, 1999." 
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Malgré de multiples nouvelles informations concernant l'étiologie des différentes formes de 

diabète et les informations récentes montrant l'importance des niveaux de glycémie à jeun comme 

facteur de prédiction des complications du diabète, la classification et les critères de diagnostic de 

cette maladie n'ont subi que des modifications mineures. De nouvelles classifications seraient 

désirables afin d'améliorer les conduites thérapeutiques (Alberti et Zimmet, 1998). 

1.1.2.1. Diabète de type 1 (DID) 

Bien que les termes DID et "diabète de type 1" soient habituellement utilisés de façon 

synonyme, le terme de DID s'applique à toutes les formes de diabète dans lesquelles l'insuline 

exogène est requise pour prévenir la cétoacidose diabétique et maintenir la survie, alors que le terme 

diabète de type 1 ne s'applique qu'aux formes de diabète résultant d'une destruction auto-immune des 

cellules p du pancréas. 

Le DID se caractérise par une hyperglycémie prononcée, une cétonurie, de la cétoacidose et 

une carence en insuline. Une concentration de glucose plasmatique à jeun élevée (126 mg/dl ou .7 

mmo1/1), la présence de glucose et de corps cétoniques dans l'urine sont également associées au DID. 
_ 

Dans le DID, les niveaux circulants d'insuline sont bas ou indétectables (Alberti et Zimmet, 1998; 

Unger et Foster, 1998). 

Le DID représente environ 10% de l'ensemble des cas de diabète dans les pays occidentaux. 

Bien que le diabète de type 1 puisse survenir à tout âge, son incidence est particulièrement élevée 

lors de l'adolescence et diminue ensuite. La prévalence de cette maladie dans le monde varie de 0.1 

à 0.5%. L'incidence de DID est particulièrement élevée dans les populations de race blanche 

(Trevisan et Vedovato, 1998; Tuomilehto et coll., 1992). 
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Il existe des évidences que le DID est une maladie immunitaire. Le DID est associé à la 

présence d'antigènes de classe II, eux même présents dans les maladies auto-immunitaires. Cette 

maladie est couplée à diverses maladies endocriniennes auto-immunitaires et se caractérise par une 

infiltration lymphocytaire des îlots de Langerhans et par la présence d'anticorps anti-îlots. La 

prévention du diabète franc par immuno-thérapie et la destruction rapide des cellules f3 du pancréas 

non affecté d'un jumeau monozygote, transplanté à son jumeau diabétique sont d'autres arguments 

démontrant le caractère auto-immun de cette maladie (Unger et Foster,1998). 

Bien que les facteurs génétiques puissent jouer un rôle important dans la pathogenèse du 

DID, leur contribution bien que nécessaire est insuffisante et requiert un facteur environnemental 

pour déclencher l'initiation de la maladie. En d'autres termes, il semble que les facteurs 

environnementaux soient impliqués dans la destruction auto-immunitaire des cellules 3 chez des 

individus présentant une susceptibilité génétique particulière. Ce concept est basé sur des études de 

famille montrant un faible taux (50%) de concordance de la maladie chez les jumeaux monozygotes 

(Morwessel, 1998; Pociot et coll., 1993). La susceptibilité génétique au DID semble impliquer divers 

et peut être même une multitude de gènes. Le complexe d'histocomptabilité majeur (MHC) est 

important dans le diabète (Durinovic-Bello, 1998), d'une part car la susceptibilité au DID semble être 

associée à certains allèles codant pour des antigènes leucocytaires humains (HLA), et d'autre part car 

cette région contrôle la réponse immunitaire. Les produits géniques du MHC incluent les molécules 

de classe I, impliquées dans l'immunité cellulaire et requises pour la reconnaissance et le rejet de 

cellules du non-soi, et les molécules de classe II. Ces molécules présentées par des cellules 

spécifiques incluant les macrophages, en association avec des antigènes étrangers ou des auto-

antigènes, induisent l'activation des lymphocytes T (cytotoxiques et "helper") et des cellules "killer" 
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capables d'induire la lyse cellulaire. Les molécules de classe I et celles de classe II pourraient jouer 

un rôle majeur dans les réactions immunitaires caractérisant le développement du DID. 

Approximativement 95% des patients diabétiques de type 1 de race blanche expriment l'antigène 

DR3 ou DR4 et 55 à 60% d'entre eux expriment les deux. Alors qu'il a été proposé que l'état 

homozygote pour l'antigène DR3 puisse induire une forme auto-immune primaire de DID, il est 

postulé que chez les patients homozygotes pour l'allèle DR4, cette maladie puisse être causée de 

manière primaire par un facteur environnemental induisant une réponse immunitaire secondaire. 

D'autres gènes potentiellement impliqués dans la susceptibilité génétique au DID ont été identifiés 

sur les chromosomes 2q, 6q, 15q, et 1 1 q (Unger et Foster, 1998; Sanjeevi et coll., 1998; Bennett et 

coll., 1995). Des efforts sont actuellement en cours pour identifier les altérations génétiques et les 

mécanismes impliqués dans la destruction des cellules p et le développement du DID (Arava et 

coll., 1999). L'analyse des gènes impliqués dans le DID est une tâche difficile en raison de 

l'interaction existant entre facteurs environnementaux et gènes de susceptibilité. 

L'importance des facteurs environnementaux en tant qu'éléments déclenchant la nécrose et 

la destruction des cellules P du pancréas est actuellement bien reconnue. Des toxines chimiques 

comme l'alloxane, la streptozotocine et le poison Vacor (Ohno et coll., 1998) sont capables d'induire 

la destruction non auto-immune du pancréas. L'ingestion de produits laitiers autres que le lait 

maternel chez les enfants âgés de moins de 2 mois a été incriminée dans la destruction des cellules 

p par des anticorps anti-albumine et anti-ABBOS, ABBOS étant un peptide de 17 acides aminés 

présent dans l'albumine (Virtanen et coll., 1994). La nécrose des cellules p peut aussi être 

déclenchée par des virus, soit par destruction cellulaire directe, soit par relâche de cytokines, soit par 

un phénomène auto-immun, les protéines virales ayant une homologie de séquence avec une protéine 
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des cellules p (Radermecker et coll., 1998). Par exemple, la protéine P2C du virus diabétogène 

Coxsackie B4 est hautement homologue à un épitope de l'acide glutamique décarboxylase (GAD) 

des cellules p (Hou et coll., 1994). D'autres virus tels les virus des oreillons et de la rubéole, le cyto-

megalovirus et certains rétrovirus ayant une haute homologie de séquence avec une protéine des 

cellules r3 ont été identifiés (Dahlquist, 1997; Yoon et Ray, 1985). 

1.1.2.2. Diabète de type 2 (DNID) 

Le DNID est la forme la plus commune de diabète. Le DNID est souvent appelé diabète de 

l'âge mûr puisqu'il apparaît généralement après 40 ans. Toutefois, il existe une forme particulière et 

rare de DNID appelé diabète de maturité du jeune (MODY) qui se déclare chez des adultes jeunes 

voire pendant l'adolescence (Fajans, 1995; Tattersal et Fajans, 1975). L'obésité et la résistance à 

l'insuline (RI) constituent des facteurs de risque majeur de cette maladie. Le DNID implique dans 

la phase prédiabétique deux défauts, la RI périphérique et l'hyperinsulinémie (HI). Cette phase est 

suivie d'un état insulinopénique, menant à un état hyperglycémique et à un diabète franc. 

Contrairement au DID, le DNID ne requiert pas l'administration d'insuline pour la prévention de la 

cétose et pour la survie, bien qu'elle puisse être exigée pour le contrôle de l'hyperglycémie (Unger 

et Foster, 1998). Le DNID comporte une forte composante génétique, une concordance de 60 à 90% 

pour le DNID étant observée entre jumeaux monozygotes. Cette composante est cependant sujette 

à une influence majeure des facteurs environnementaux, la maladie ne pouvant devenir manifeste 

que lorsque l'environnement favorise un apport alimentaire généreux et le développement d'une 

obésité (Nesher et coll., 1999; Morwessel, 1998). 
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1.1.2.3. Diabète gestationnel 

Le diabète gestationnel se définit comme une intolérance au glucose débutant ou étant 

découverte lors de la grossesse. Ce syndrome affecte approximativement 2% des femmes enceintes. 

Les facteurs de risque du diabète gestationnel incluent l'âge avancé, l'obésité et l'histoire familiale 

de diabète. Il est associé à une incidence accrue de RI, de maladies vasculaires, de prééclampsie et 

de macrosomie foetale (Van Assche et coll., 1998). Chez les femmes présentant des antécédents de 

diabète gestationnel, des complications vasculaires telles qu'une réduction de la vasodilatation 

induite par l'acetylcholine et une augmentation de la rigidité de la paroi vasculaire ont été détectées 

(Hu et coll., 1998). Si la tolérance au glucose revient à la normale après l'accouchement, 60% de ces 

femmes développeront néanmoins un diabète dans les 15 ans suivant leur accouchement. À ce sujet, 

Mohamed et Dooley (1998) ont démontré que le risque de développement de diabète de type 2 chez 

les femmes arborigènes Sioux obèses et non obèses avec antécédents de diabète gestationnel est de 

70% dans les trois ans suivant leur accouchement et que ce risque augmente encore davantage après 

4 ans. Des défauts de clairance du glucose et de sa production endogène ainsi que des élévations des 

concentrations plasmatiques d'acides gras libres (AGL) précèdent le développement du diabète de 

type 2 chez ces femmes (Xiang et coll., 1999). Il est actuellement préconisé que toutes les femmes 

ayant une histoire de diabète gestationnel soient évaluées par un test de tolérance au glucose dans 

les 2 mois suivant leur accouchement (Anastasiou et coll., 1999; Williams et coll., 1999; Dam, 

1998). 
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1.1.2.4. Autres types de diabète 

Certains autres types de diabète sont secondaires ou associés à certaines conditions et 

syndromes. Ces formes de diabète peuvent être secondaires à des maladies pancréatiques ou à 

l'ablation du tissu pancréatique (Mohan et coll., 1998; Caldara et coll., 1991), ou être déclenchées 

par des endocrinopathies (hyperthyroïdie, acromégalie, syndrome de Cushing, phéochromocytome, 

glucagonome, somatostatinome, hyper-aldostéronisme primaire). Elles peuvent aussi être 

consécutives à l'administration de glucocorticoïdes (Hahn et coll., 1999; Selman et coll., 1997), ou 

de certains médicaments (anti-hypertenseurs, thiazides, drogues psycho-actives ou contraceptives, 

etc) (Pandit et coll., 1993). Dans certaines formes de diabète, une association est notée avec certains 

syndromes génétiques. Finalement, des défauts génétiques des récepteurs à l'insuline ou la présence 

d'anticorps se liant aux récepteurs de l'insuline peuvent induire ces formes de diabète (Bennett, 1996; 

Harris et coll., 1985). 

La malnutrition représente une cause secondaire de diabète. Dans certains pays africains et 

en Inde, les enfants présentant une carence alimentaire en protéines manifestent un diabète, associé 

à une sévère hyperglycémie, mais non accompagné de cétose. Ces patients ont besoin d'insuline pour 

survivre, mais non pour la prévention de la cétose. Une étude menée au sud de l'Inde a démontré que 

ces patients ont des niveaux de peptide-C plus bas que ceux présents chez les patients diabétiques 

de type 2, mais beaucoup plus élevés que ceux existant chez les sujets diabétiques de type 1. La 

stimulation de la sécrétion d'insuline induite par l'augmentation de la concentration du peptide-C, 

pourrait expliquer l'absence de cétose chez ces patients (Mohan et coll., 1997; 1983). 
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1.2. Diabète de type 2 (DNID) 

Tel que mentionné précédemment, le DNID est la forme la plus commune de diabète et est 

imputable à une déficience de l'action et de la sécrétion de l'insuline. Malgré le fait qu'un traitement 

par l'insuline puisse être exigé pour maintenir le glucose sanguin à un niveau adéquat, l'insuline 

exogène ne semble pas absolument nécessaire pour la survie de ces patients. 

1.2.1. Prévalence 

La prévalence du DNID varie beaucoup selon les populations étudiées. Elle est en 

augmentation dans les pays industrialisés. À titre d'exemple, la prévalence du DNID chez les 

hommes âgés entre 45 et 54 ans est de l'ordre de 2 à 3% en Chine et au Japon, mais varie de 7.5 à 

56% aux États-Unis (figure 1) selon les sous-populations étudiées. Selon le "Third National Health 

and Nutrition Examination Survey (NHANES III)", la prévalence du diabète est de 7.2% chez les 

blancs non hispaniques, 12.5% chez les afro-américains et 13.7% chez les mexicano-américains 

(Harris et coll., 1998). La prévalence du DNID dans les populations des premières nations varie de 

4.6 à 49.5% (Zimmet, 1995; Sugarman et Percy, 1989). Les indiens Pima de l'Arizona (Bennett et 

Knowler, 1976) et les micronésiens du Nauru (Zimmet et Whithouse, 1978) sont les populations 

montrant la prévalence de DNID la plus élevée. Des prévalences élevées de DNID ont aussi été 

rapportées dans les populations des premières nations du nord du Canada (Fox et coll., 1994; Delisle 

et Ekoe, 1993). Selon une étude menée chez les indiens Ojibwa-Cree, la prévalence du DNID est de 

l'ordre de 28.0% chez les femmes et de 24.2% chez les hommes. Dans cette population, les femmes 

sont plus à risque de développer un diabète, et ce à des âges plus précoces (Harris et coll., 1997). 
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Figure 1. Prévalence du DNID chez les hommes âgés entre 45 et 54 ans dans diverses populations (adapté de 
"Warram RI, Rich SS, Krolewsli AS. Epidemiology and genetics of diabetes mellitus. In: Kahn CR,Weir GC eds. 
Joslin's Diabetes mellitus, 13th ed, Lea & Febiger, Pennsylvania 201-215,1994). 

La population des premières nations du nord-ouest de l'Ontario (Sioux Lookout Zone) a une 

prévalence de DNID de l'ordre de 17% chez les individus âgés de plus de 10 ans. Dans cette 

population, le DNID survient même durant l'enfance (Morrison et Dooley, 1998; Harris et coll., 

1996a). La décennie passée est témoin d'une augmentation de prévalence du diabète dans les 

populations des premières nations du Canada (Martin et Yidegiligne, 1998), ainsi que dans d'autres 

populations du monde, qui ont changé rapidement leur mode de vie, sont devenues plus sédentaires 

et consomment d'avantage d'aliments riches en énergie (Chukwuma et Tuomilehto, 1998). 
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1.2.2. Étiologie 

L'identification de la contribution génétique ou environnementale dans l'étiologie du DNID 

est ardue, notamment à cause du manque d'informations relatives aux mécanismes pathogéniques 

responsables de la maladie et surtout de la difficulté de cerner le début du DNID. Cependant, 

l'interaction des facteurs génétiques et environnementaux paraît jouer un rôle primordial dans 

l'étiologie du DNID (Poulsen et coll., 1999; Ghosh et Schork, 1996). 

La phase transitoire, allant de la tolérance normale au glucose au diabète de type 2 chez les 

personnes génétiquement susceptibles, est ponctuée par la dysrégulation de la production hépatique 

de glucose, l'intolérance au glucose et l'altération de la fonction des cellules f3 (Flier, 1992). La RI 

et l'HI dans la phase prédiabétique se développent des années avant l'altération de la tolérance au 

glucose et peuvent ne pas conduire au DNID. Bien que la plupart des autorités en la matière 

considèrent que la RI est le défaut primaire, d'autres pensent qu'elle est secondaire à l'HI. Une 

troisième possibilité est qu'un défaut commun cause la RI et l'HI. La plupart des individus échappent 

en effet au déclenchement du diabète franc, pour une période indéfinie, par une production d'insuline 

accrue permettant de compenser la RI. L'HI compensatrice altère les cellules pancréatiques p 

(Polonsky et coll., 1996). La perte consécutive de la sécrétion compensatrice d'insuline et 

l'intolérance au glucose semblent être la cause de cette altération. Le schéma de la page 13 présente 

la séquence des évènements dans la pathogenèse du DNID. 

1.2.2.1. Facteurs génétiques 

Il existe de considérables évidences que les facteurs génétiques jouent un rôle important dans 

la susceptibilité au DNID. Les preuves directes proviennent de l'identification de mutations de gènes 
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spécifiques induisant le phénotype diabétique. Les preuves indirectes proviennent d'études de 

ségrégation familiale de certaines populations ethniques et des jumeaux identiques. 

PRÉDISPOSITION GÉNÉTIQUE 

Obésité, RI 	Masse et fonction des cellules p, autres? 

1 

ENVIRONNEMENT 

Inactivité physique Consommation abondante d'aliments 

1 

RI 

1 

HYPERGLYCÉMIE MODÉRÉE- III 

1 

DÉCOMPENSATION DES CELLULES p 

i 

DIABÈTE SUCRÉ 

Hyperglycémie sévère Hypoinsulinémie 

Figure 2. Séquence des évènements dans la pathogenèse du DNID (adapté de "Weir GC, Bonner-Weir S. Insulin 
seeretion in non-insulin-dependent diabetes mellitus. In: Diabetes Mellitus, edited by Derek LeRoith, Simeon I. 
Taylor, and Jerrold M. Olefsky. Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia 503, 1996"). 
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1.2.2.1.1. Études familiales 

Les études moléculaires de mutations rares dans les régions codant pour des gènes candidats 

montrent l'importance de gènes spécifiques dans l'expression phénotypique du diabète. Il a été ainsi 

démontré que des mutations des gènes codant pour le récepteur de l'insuline, la glucokinase (MODY, 

chromosome 7) et une série de gènes mitochondriaux sont impliquées dans le développement du 

diabète. Malheureusement la plupart des cas de DNID ne peuvent être attribués à ces gènes 

candidats. Néanmoins, la composante familiale du DNID suggère un rôle important des facteurs 

génétiques (Rich, 1996). 

1.2.2.1.2. Prévalence du DNID dans les populations des premières nations 

La prévalence élevée du DNID chez certains groupes ethniques supporte le concept d'une 

prédisposition génétique de cette maladie. Les indiens Pima de l'Arizona ont une prévalence de 

DNID dix fois plus élevée que la population générale des États-Unis. Dans la population indienne 

Pima, la prévalence du DNID varie de façon directe avec le degré de métissage avec les non indiens. 

Alors que la souche pure des indiens Pima ont une prévalence de DNID proche de deux fois celle 

observée chez les non indiens, la prévalence de cette maladie est intermédiaire dans le cas où les 

ancêtres sont 50% indiens (Knowler et coll., 1981). 

1.2.2.1.3. Études sur des jumeaux 

L'importance du rôle des facteurs génétiques dans l'étiologie du DNID est démontrée par les 

études menées chez les jumeaux monozygotes. Le suivi de jumeaux identiques montre une 

concordance presque complète pour le développement du DNID. L'étude de Barnett et coll. (1981) 
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sur les jumeaux identiques a démontré la présence d'une concordance de l'ordre de 90 à 100% dans 

le développement du DNID dans cette population. Une autre étude, menée récemment chez des 

paires de jumeaux monozygotes (n=606), a confirmé la notion de la prédisposition génétique dans 

le développement du DNID et de l'intolérance au glucose (Poulsen et coll., 1999). 

1.2.2.2. Gènes candidats 

Le DNID semble être une maladie polygénique. Certains gènes et défauts géniques impliqués 

dans la susceptibilité au DNID sont présentés dans le tableau II. 

1.2.2.2.1. Mutations géniques impliquées dans la résistance à l'insuline 

Récepteur à l'insuline: le récepteur à l'insuline est formé de 2 sous-unités a qui se lient à 

l'insuline et de 2 sous-unités 13 qui, ensemble, forment un hétérotétramère P-a-a-P (figure 3). Plus 

de 40 mutations susceptibles d'induire un état de RI ont été documentées dans le gène codant pour 

le récepteur de l'insuline. Les mutations dans la séquence structurale du gène du récepteur à l'insuline 

ne semblent cependant pas être à l'origine de la RI associée à la forme ordinaire de DNID (Taylor 

et coll., 1992). 

Substrat-1 du récepteur à l'insuline (IRS-1): la liaison de l'insuline à son récepteur 

déclenche une série de réactions de phosphorylation incluant l'autophosphorylation des résidus de 

tyrosine du domaine cytoplasmique des récepteurs à l'insuline et la phosphorylation de multiples 

protéines intracellulaires incluant l'IRS-1 (figure 3). La phosphorylation de l'IRS-1 engendre diverses 

réponses métaboliques couplant la voie des récepteurs à l'insuline au transport trans-membranaire 

du glucose et à la synthèse de glycogène. Alors que des mutations du gène de 1'IRS-1 ont été 
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Tableau II. Classification génétique du DNID 

I. Formes du DNID caractérisées génétiquement 
A. MODY 

I. MODY1- lié au chromosome 20q 
2. MODY2- lié à la glucokinase (7p13-15) 
3. MODY3- lié au chromosome 12q 
4. Autres 

B. Défauts du gène de l'insuline 
1. Hyperpro-insulinémie familiale 
2. Mutation de la molécule d'insuline 

C. Défauts du récepteur de l'insuline 
1. Lépréchaunisme 
2. Syndrome de RI type A 
3. Syndrome de Rabson-Mendenhall 

D. Mutation du gène mitochondrial codant pour l'ARN de transfert 
1. Diabète à transmission maternelle avec surdité neurosensorielle 
2. Syndrome de MELAS 

E. Mutation du transporteur de glucose, le GLUT2 (3q26) 

II. Gènes impliqués dans le DNID 
A. Gènes dont l'implication est significative 

1. HLA locus DR4 (6p21-23)- uniquement chez les personnes âgées ayant le DNID 
2. Gène du récepteur du glucagon 
3. Substrat-1 du récepteur de l'insuline (2q76) 
4. Glycogène synthase (19q13) 
5. Protéines de liaison des acides gras (4q) 
6. RAD (2q3637) 

B. Gènes dont l'implication est non significative 
1. Gène de l'insuline (11p15) 
2. Gènes du MODY (20q, 7p, 12q) 
3. Canal K+  sensible à l'ATP (21q22) 
4. Récepteur du peptide-1 ressemblant au glucagon (6p21) 
5. GLUT2 (3q36) 
6. GLUT4 (17p13) 
7. Récepteur de l'insuline (19p13) 

GLUT: transporteur du glucose, MODY: diabète de maturité du jeune 

Adapté de "Unger RH, Foster DW. Diabetes Mellitus. In: Williams Textbook of Endocrinology, 9th Ed. Wilson 
JD, Foster DW, Kronenberg HM and Larsen OR ed. Philadelphia, p 973-1059, 1998." 
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identifiées chez les sujets atteints de DNID (Stern, 1995), elles sont aussi retrouvées de manière 

commune chez les sujets sains. Il semble improbable que ces mutations puissent contribuer de 

manière importante à la pathogenèse du DNID. 
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IRS: substrat du récepteur à l'insuline, PKC: protéine kinase C, PI-3K: phosphatidyl-inosito1-3 kinase. 

Figure 3. Schéma simplifié de l'interaction entre l'insuline et son récepteur (adapté de "Car JF. Biochemical 
defects of insulin action in humans. In: Diabetes Mellitus, edited by Derek LeRoith, Simeon I. Taylor, and Jerrold 
M. Olefsky. Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia 519-529, 1996). 

Transporteur du glucose: la mutation de gènes codant pour les transporteurs du glucose 

(GLUT) a fait l'objet de diverses études. Le GLUT4, exprimé dans les muscles et le tissu adipeux 

est induit par l'insuline et intervient dans l'utilisation périphérique du glucose. Les polymorphismes 
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dans le gène GLUT4 sont aussi fréquents chez les patients atteints de DNID que chez les sujets 

contrôles (Kusari et coll., 1991; Choi et coll., 1991), indiquant que les mutations du GLUT4 ne sont 

pas impliquées dans la pathogenèse du DNID. L'observation que la délétion du gène codant pour le 

GLUT4 dans les muscles et le tissu adipeux n'entraîne pas une altération considérable dans le niveau 

de tolérance au glucose (Garvey et coll., 1998; Katz et coll., 1995) supporte cette hypothèse. 

Toutefois des études sont actuellement en cours pour explorer les effets de délétion de la partie N-

terminale et C-terminale du GLUT4 adipocytaire (Melvin et coll., 1999). 

Glycogène synthase: la glycogène synthase est l'enzyme clé régulant la synthèse et le 

stockage du glycogène à partir du glucose dans le muscle et le foie. Bien qu'une association entre la 

présence des allèles Al et A2 de l'enzyme et le DNID ait été rapportée dans diverses populations, 

les mutations de la glycogène synthase, rapportées chez les patients diabétiques, ne semblent pas 

jouer un rôle majeur dans le développement du DNID (Shuldiner et Silver, 1996; Groop et coll., 

1993). 

1.2.2.2.2. Mutations de gènes codant pour des protéines impliquées dans la quantité et la 

qualité de l'insuline sécrétée (figure 4) 

Pro-insuline et insuline: des mutations dans le gène de la pro-insuline ont été rapportées. 

Ces mutations sont associées à une HI ou à une hyperpro-insulinémie n'altérant que peu 

l'homéostasie du glucose en l'absence d'autres facteurs environnementaux tels que l'âge et l'obésité 

(Kahn et coll., 1996). Un polymorphisme dans la région 5 du gène de l'insuline a été décrit chez les 

femmes obèses britanniques (Weaver et coll., 1992). De plus, Olansky et coll. (1992) ont identifié 

une insertion dans le promoteur de l'insuline, responsable d'une diminution de l'activité du 
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promoteur, et pouvant contribuer au développement du DNID chez 5 à 6% des afro-américains. Une 

mutation dans le gène de l'insuline, responsable d'hyperpro-insulinémie a aussi été rapporté par 

Collinet et coll. (1998). 

Figure 4. Défauts génétiques de la cellules 13 dans le DNID. Les chiffres dans la parenthèse indiquent la fréquence 
approximative de la mutation génétique (adapté de "Kahn CR, Vivent D, Doria A. Genetics of non-insulin-
dependent (type 2) diabetes mellitus. Annu Rev Med 47:509-531, 1996). 

Finalement une mutation de l'allèle 2 du gène de l'insuline a été documentée comme induisant 

le diabète et une dysfonction sévère des cellules pancréatiques 13 chez la souris (Wang et coll., 1999). 

En dépit de ces résultats, il est important de noter que des mutations du gène de l'insuline ne 

semblent cependant pas jouer un rôle dans les formes communes de diabète de type 2. 
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GLUT2: le GLUT2, un autre transporteur de glucose, exprimé par les cellules [3, est un gène 

candidat du DNID (Davies et coll., 1998). Une réduction des niveaux d'acide ribonucléique messager 

(ARNm) et de la protéine GLUT2 est observée dans les modèles animaux rendus spontanément 

diabétiques (Wang et Gleichmann, 1998). En outre une réduction du GLUT2 induit, chez la souris, 

le diabète (Valera, 1994). Bien que les mutations du GLUT2 soient peu communes dans le DNID, 

il semble que ces mutations puissent contribuer, dans certains cas rares, au développement du DNID 

(Shuldiner et Silver, 1996). 

Glucokinase: la glucokinase est la première enzyme limitante du métabolisme du glucose 

dans les cellules pancréatiques 13. Cette enzyme intervient dans la phosphorylation du glucose et 

initie la glycolyse, étape essentielle pour la sécrétion de l'insuline. Les mutations de cette enzyme 

paraissent être associées à une augmentation du seuil glycémique nécessaire pour déclencher la 

sécrétion de l'insuline (Matschinsky et coll., 1993; Matschinsky, 1990). Une corrélation positive a 

été rapportée entre l'activité de la glucokinase et l'altération de la fonction des cellules 13 (Gidh-Jain, 

1993). Plus de 30 mutations du gène de la glucokinase ont été identifiées dans le MODY. Chez la 

souris "knock-out", le déficit en glucokinase hépatique et pancréatique induit l'hyperglycémie (Postic 

et coll., 1999). 

Gènes mitochondriaux: l'acide désoxyribonucléique (ADN) mitochondrial est une molécule 

circulaire contenant 37 gènes qui codent pour 22 ARN de transfert et 13 enzymes de phophorylation 

oxydative. Des mutations de cette molécule induisent des altérations des ARN de transfert, et 

affectent la synthèse des enzymes mitochondiiales. Plusieurs études ont établi une association entre 

les mutations de l'ADN mitochondrial et le DNID à transmission maternelle (Kameoka et coll., 

1998; Xiu et coll., 1997; Gerbitz et coll., 1996). 
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Canal potassique sensible à l'adénosine-triphosphate (ATP): la fermeture des canaux 

potassiques sensibles à l'ATP dépolarise la membrane plasmatique des cellules p et active les canaux 

calciques voltage-dépendants. L'influx des ions calciques initie l'exocytose des granules contenant 

l'insuline. Les études effectuées sur les patients diabétiques de différentes populations ne suggèrent 

pas un rôle significatif des mutations de ces canaux dans le développement du diabète (Unger et 

Foster, 1998). 

1.2.2.2.3. Mutations de gènes impliqués dans le métabolisme des lipides et de l'obésité 

La relation existant entre les altérations du métabolisme lipidique, l'obésité et le diabète est 

bien établie. Une augmentation des niveaux des acyl-coenzyme A des acides gras à longue chaîne 

peut interférer avec le métabolisme du glucose au niveau des tissus périphériques et dans les îlots, 

causant un état de RI au niveau musculaire et altérant la sécrétion d'insuline. L'association d'un état 

de RI avec divers gènes impliqués dans le métabolisme lipidique a été étudiée, une incapacité de 

compensation par des cellules p étant caractéristique du diabète de type 2. 

Lipoprotéine lipase (LPL): des mutations du gène de la LPL peuvent être responsables des 

niveaux élevés de triglycérides et de la diminution des lipoprotéines de haute densité (HDL) observés 

chez les sujets diabétiques. La détection de polymorphisme du gène de la LPL dans de nombreux 

membres de familles diabétiques aux États-Unis n'a cependant pas pu expliquer les anomalies du 

métabolisme des lipides chez ces individus (Elbein et coll., 1994). Ces résultats contrastent avec 

ceux de Zhang et coll. (1997) qui ont trouvé des mutations du gène de la LPL chez 8 patients 

diabétiques sur 18 et ont conclu que les mutations de ce gène sont fréquentes dans la population 

diabétique de type 2. 
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Protéine liant les acides gras: un polymorphisme dans le codon 54 du gène qui code pour 

la protéine liant les acides gras au niveau intestinal a été rapporté chez les indiens Pima. Le 

remplacement de l'alanine par la thréonine double l'affinité de cette protéine pour les acides gras à 

longue chaîne, augmentant ainsi leur captation et leur oxydation et supprime l'utilisation du glucose. 

Les individus hétérozygotes ou homozygotes pour cette substitution sont insulino-dépendants et 

hyperinsuliniques. Néanmoins, diverses études n'ont pu établir un lien entre cette substitution et le 

DNID (Prochazka, 1993; Humphreys et coll., 1994). 

Récepteur 133-adrénergique: la stimulation du récepteur 133- adrénergique par les agonistes 

p stimule la lipolyse induite par les catécholamines et la thermogenèse. Une mutation du récepteur 

p3-adrénergique adipocytaire a été identifiée chez les indiens Pima. Ces sujets présentent une 

diminution de leur métabolisme basal et une augmentation de leur indice de masse corporelle. Les 

sujets homozygotes pour cette mutation montrent aussi une prévalence accrue de développement du 

DNID (Hegele et coll., 1998; Walston et coll., 1995). La mutation du récepteur I33-adrénergique est 

associée à l'obésité abdominale, à la RI et au développement précoce de DNID. En outre, une 

diminution de la lipolyse a été détectée chez les porteurs de cette mutation (Umekawa et coll., 1999). 

Leptine et son récepteur: le gène ob code pour un peptide de 167 acides aminés sécrété par 

les adipocytes et nommé leptine. La mutation ou la délétion de ce gène conduit à une obésité extrême 

et induit le diabète chez la souris ob/ob. Chez les souris db/db, un modèle expérimental d'obésité et 

de diabète, des anomalies du récepteur hypothalamique de la leptine ont été identifiées. Une mutation 

du récepteur de la leptine est aussi retrouvée chez le rat Zucker. De telles mutations n'ont cependant 

pas été détectées dans l'obésité humaine et l'augmentation des niveaux plasmatiques de la leptine 
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chez les individus obèses semble être imputable à un défaut de sensibilité à la leptine endogène 

(Unger et Foster, 1998; Considine et coll., 1996). 

1.2.2.2.4. Autres gènes candidats 

Le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a est une cytokine synthétisée par le tissu adipeux et 

les macrophages. Ce facteur semble influencer la réponse des tissus périphériques à l'insuline. Le 

INF-a est surexprimé dans le tissu adipeux des sujets obèses et les niveaux d'ARNm codant pour 

le INF-a dans ce tissu corrèlent avec les niveaux d'HI (Hotamisligil et coll., 1995; 1993). Le TNF-a 

a été proposé comme un facteur causal du développement de la RI. Cependant, une association entre 

le pourcentage de graisse corporelle et les polymorphismes dans le promoteur du gène du TNF-ce 

n'a pas été observée (Norman et coll., 1995). 

Le glucagon augmente la production hépatique du glucose et est impliqué dans la sécrétion 

de l'insuline par les cellules p. Le niveau du glucagon est élevé dans le DNID. Une mutation 

identifiée dans le récepteur du glucagon induit une augmentation d'affinité de liaison de cette 

hormone (Hager et coll., 1995). L'hétérogénéité de cette mutation dans les différentes populations 

suggère qu'elle ne contribue pas significativement à la pathogenèse du diabète de type 2 (Huang et 

coll, 1999) . 

MODY est une forme génétiquement hétérogène de DNID développée à l'âge précoce et à 

transmission autosomale dominante. De multiples études ont identifié dans des familles ayant une 

histoire familiale de MODY, des mutations sur les chromosomes 20 (MODY1, gène du facteur 

nucléaire hépatocytaire (HNF)-4a ), 7 (MODY2, gène de la glucokinase) et 12 (MODY3, gène du 

HNF-1a). Le rôle de ces mutations dans la susceptibilité accrue au DNID a été démontré (Shaw et 
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coll., 1999; Ellard et coll., 1999). Les mutations des gènes codant pour les HNF ont en outre été 

documentées dans différentes populations (Ellard et coll., 1999; Moller et coll., 1999; Shaw et coll., 

1999; Boutin et coll., 1999). 

La majorité des études qui ont tenté d'établir un lien entre le diabète et le polymorphisme de 

certains gènes ont échoué; cet échec n'est pas surprenant lorsque l'on considère la nature hétérogène 

de la maladie et son degré de pénétration variable. Des analyses génétiques plus sophistiquées ont 

cependant montré que certaines mutations géniques pourraient être à l'origine du DNID. Les 

anomalies génétiques impliquées dans le DNID ne sont pas communes et il semble peu probable 

qu'un seul gène soit responsable du développement de cette maladie. Si les études n'ont pas pu 

confirmer, jusqu'à présent de façon solide, la susceptibilité génétique comme un prérequis pour le 

développement du DNID, il existe diverses évidences de l'influence déterminante de l'environnement 

sur cette maladie. 

1.2.2.3. Interactions gènes-environnement 

Le DNID possède une composante génétique fortement influencée par les facteurs 

environnementaux. La prévalence élevée de diabète dans les populations des premières nations du 

monde ayant rapidement changé leur mode de vie suite à l'urbanisation (Chukwuma et coll., 1998; 

Martin et coll., 1998) reflète bien l'interaction entre les facteurs génétiques et environnementaux. Le 

DNID peut ne devenir manifeste cliniquement que si l'environnement permet un apport alimentaire 

généreux et le développement d'un certain degré d'adiposité. À l'inverse, le phénotype peut apparaître 

en l'absence d'un génotype complet de DNID chez des sujets présentant une obésité massive (Unger 

et Foster, 1998). 
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1.2.2.4. Facteurs environnementaux 

La prévalence de DNID chez les personnes immigrantes d'une population donnée est souvent 

accrue par rapport à celle observée chez les individus demeurant dans leur environnement original. 

Cette augmentation reflète l'effet des facteurs environnementaux sur la maladie. Dans certaines 

populations on a observé une augmentation majeure de la prévalence du DNID sur des courtes 

périodes de temps. Cette augmentation semble être reliée à des modifications rapides du style de vie 

(Martin et coll., 1998; Chukwuma et coll., 1998; Taylor et coll., 1985). La distribution globale de 

la prévalence du diabète à travers le monde suggère que ce sont les populations des pays en voie de 

développement et les individus plus défavorisés des pays développés qui ont les taux les plus élevés 

de DNID. Ces données démontrent avec force le rôle des facteurs environnementaux dans le 

développement du DNID. 

1.2.2.4.1. Obésité 

Une forte association existe entre l'obésité et le diabète de type 2 (World Health 

Organization, 1980). Dans les pays industrialisés, 70 à 90% des diabétiques de type 2 sont obèses. 

L'obésité entraîne une RI qui contribue à l'apparition de l'hyperglycémie. L'intolérance au glucose 

est plus fréquente chez les obèses. Sakurai et coll. (1999) ont démontré qu'un état d'obésité ordinaire 

persistant pendant plus de 10 ans ou qu'un état d'obésité extrême persistant pendant plus de un an 

sont des facteurs de prédiction importants du développement du diabète, indépendamment de la 

présence d'autres facteurs de risque. Le contrôle du DNID s'améliore avec la perte pondérale et une 

alimentation équilibrée. Bien que l'obésité soit un déterminant majeur du DNID, seule une petite 

fraction des sujets obèses développe cette maladie. Cette observation démontre l'importance de 
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l'interaction entre gènes et environnement dans le développement du DNID. Tandis que 80% des 

sujets diabétiques sont obèses, seulement 10% des sujets obèses sont diabétiques, ce qui suggère 

l'importance des facteurs génétiques. Cependant la forte prévalence d'obésité chez les patients 

atteints de DNID indique l'importance de l'obésité comme facteur de risque environnemental, chez 

les sujets présentant une susceptibilité génétique à développer le DNID (Knowler et coll., 1981). 

Une réduction de poids, même modeste, et tout particulièrement une perte de graisse 

viscérale, diminue l'athérogénicité du DNID (Markovic et coll., 1998). La restriction énergétique et 

la perte pondérale réduisent les niveaux de glucose plasmatique à jeun, et ce indépendamment de la 

réduction de l'apport en hydrate de carbone. L'amélioration du contrôle glycémique, par la perte 

pondérale, est associée à une augmentation de sensibilité à l'insuline au niveau hépatique et 

périphérique (Goodpaster et coll., 1999; Markovic et coll., 1998). 

Non seulement l'obésité, mais sa distribution figure parmi les facteurs de risque de 

développement du DNID. L'obésité centrale est associée à un risque accru de DNID. L'obésité 

abdominale est en outre associée à une incidence élevée de maladies coronariennes, d'hypertension, 

d'HI, d'hypertriglycéridémie, de lipémie post-prandiale, ainsi qu'à une diminution des HDL sériques 

et surtout à une élévation des lipoprotéines de faible densité (LDL) (Mekki et coll., 1999; Hong et 

coll., 1998). L'HI ou la RI semble être le fait central des anomalies associées à l'obésité abdominale 

(DeFronzo et Ferrannini, 1991). Dans une étude récente, il a été démontré que l'ablation chirurgicale, 

chez le rat, de la graisse viscérale induit une diminution remarquable de la quantité d'insuline infusée 

requise pour maintenir les niveaux plasmatiques de glucose et sa production hépatique. Cette 

intervention inhibe aussi la RI au niveau hépatique et diminue l'expression génique du TNF-cc dans 

le tissu adipeux (Barzilai et coll., 1999). L'obésité et sa distribution ne peuvent cependant pas 
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expliquer entièrement les différences de prévalence du DNID entre les populations (Kawate et coll., 

1979). 

1.2.2.4.2. Diète 

Une diète riche en lipides, et pauvre en fibres et hydrates de carbone non-raffinés contribue 

au développement de la RI. Un apport alimentaire riche en lipides provenant surtout d'acides gras 

saturés pourrait contribuer au développement des maladies telles le DNID chez les populations de 

premières nations (Mamleeva et coll., 1998; Trufakin and Gaidul, 1998). 

Nesher et coll. (1999) ont étudié, chez des rats susceptibles ou résistants au diabète, 

l'interaction entre la diète et la susceptibilité génétique au diabète. Ils ont démontré qu'une diète riche 

en énergie augmente significativement les niveaux de glucose, d'insuline et de triglycérides 

plasmatiques chez les rats susceptibles, mais non chez les résistants. Un jeûne de 18 heures corrige 

partiellement les niveaux de glucose et d'insuline. Chez des hamsters insulino-résistants, une diète 

riche en lipides accentue l'état de RI, tandis que cette diète associée à l'exercice physique est dénuée 

d'effet (Liu et coll., 1998). L'induction nutritionnelle du DNID chez les rats obèses Psammomys est 

réversible par la restriction énergétique (Bar-On et coll., 1999). 

L'interaction entre nutriments spécifiques est, elle aussi un déterminant important de l'état 

de RI. Une diète riche, simultanément, en sucrose et en acide linoléique diminue davantage la 

sensibilité à l'insuline qu'une diète riche en sucrose seul ou en acide linoléique seul. La présence 

excessive simultanée de ces deux nutriments, élève aussi la pression artérielle (Zhang et coll., 1999). 

Il a été récemment démontré que l'alimentation de souris présentant une déficience en LDL-

récepteurs, par une diète occidentale, pouvait induire la RI et l'HI (Merat et coll., 1999). 
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1.2.2.4.3. Activité physique 

Une activité physique, même modérée, réduit l'incidence du DNID, augmente la sensibilité 

à l'insuline et améliore le métabolisme lipidique (Imbeault et coll., 1999; Hill et Melanson, 1999). 

Des études transversales, démontrant une prévalence du diabète de 2 à 3 fois plus élevée chez les 

personnes physiquement inactives que chez les individus actifs, illustrent l'association directe 

existant entre le DNID et l'activité physique (Kriska et coll., 1993). Chez les sujets diabétiques 

obèses, ayant une hyperglycémie modérée, l'activité physique modérée normalise les taux de 

sécrétion d'insuline (Giacca et coll., 1998). Le manque d'activité physique contribue à l'état de RI en 

diminuant les concentrations musculaires de GLUT4. Les effets bénéfiques de l'exercice chronique 

sont associés à l'augmentation des niveaux de GLUT4 dans les tissus musculaires et adipeux des rats 

insulino-résistants. L'exercice physique d'endurance, chez les rats Zucker, améliore la sensibilité à 

l'insuline et augmente les niveaux de GLUT4 musculaire. Cette augmentation est associée à une 

activité accrue de l'hexokinase II et à la synthèse de glycogène (Brozinick et coll., 1993). 

1.2.2.4.4. Stress 

Le stress hormonal (i.e. suivant l'administration d'hormones stéroïdiennes) (Bjorntorp, 1995) 

ou oxydatif pourrait être un autre déterminant important du DNID. Ainsi les adipocytes 3T3-L1, 

exposés à des concentrations micromolaires de peroxyde d'hydrogène, montrent une translocation 

altérée du GLUT4 en présence d'insuline. Il a été suggéré que l'exposition des adipocytes au 

peroxyde d'hydrogène puisse altérer la distribution normale de l'IRS-1 et de la phosphatidyl-inositol 

3'-kinase (PI-3k)dans la cellule (Tirosh et coll., 1999). 
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1.2.3. Physiopathologie 

Chez les animaux normaux, l'homéostasie du glucose est maintenue par les effets 

antagonistes de l'insuline sécrétée par les cellules 13 et du glucagon produit par les cellules a des îlots 

de Langerhans. L'infusion de glucose ou l'ingestion d'hydrates de carbone augmente les niveaux 

plasmatiques d'insuline et diminue ceux du glucagon. La libération d'insuline inhibe la production 

hépatique de glucose tout en augmentant sa captation périphérique. Le glucagon, quant à lui, inhibe 

la glycolyse et augmente la glycogénolyse, la néoglucogenèse, la cétogenèse et l'urogenèse. L'effet 

du glucagon sur le métabolisme hépatique du glucose est médié par la libération de seconds 

messagers tels que l'adénosine-monophosphate cyclique (cAMP), un activateur de la protéine kinase 

A et les ions de calcium qui activent la protéine kinase C (PKC) (Unger et Foster, 1998). Le DNID 

est caractérisé par une double anomalie de sécrétion des hormones pancréatiques, une réduction de 

la sécrétion d'insuline et une libération excessive de glucagon, associée à une perturbation des effets 

de l'insuline sur ses tissus cibles. 

1.2.3.1. Action de l'insuline 

L'insuline inhibe la lipolyse et la protéolyse, stimule la lipogenèse et la biosynthèse de l'ADN 

et des protéines, active le transport du glucose, des acides aminés et des ions, et promeut la synthèse 

du glycogène et la glycolyse. En supprimant la sécrétion du glucagon, l'insuline exerce un effet anti-

catabolique et en bloquant les effets hépatiques du glucagon, elle inhibe la glycogénolyse et la 

néoglucogenèse. L'action de l'insuline commence lorsqu'elle se lie à la sous-unité a de son récepteur 

et induit ainsi un changement de conformation de la sous-unité f3 intracellulaire. Cette dernière est 

auto-phosphorylée sur des résidus tyrosine (Tyr-P) et acquiert une activité tyrosine kinase qui lui 
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permet de phosphoryler les Tyr-P de son principal substrat intracellulaire, 1'IRS-1. Le recrutement 

de diverses protéines par IRS-1 mène à l'activation de diverses voies de signalisation impliquant des 

cascades phosphorylatives responsables des effets métaboliques de l'insuline et de ses effets sur la 

croissance cellulaire. Tel qu'illustré par la figure 5, le recrutement de Grb2 et Sos 

Figure 5. Voies de signalisation de l'insuline; les protéines intracellulaires impliquées dans la transmission du 
message insulinique (adapté de: "Cheatham B, Kahn CR. Insulin action and the insulin signaling network. 
Endocr Rev 16:117-142, 1995). 

conduit à l'activation de l'oncogène Ras, à la stimulation de la voie des protéines kinases activées par 

les mitogènes (MAP kinase) et à la multiplication cellulaire. La liaison de 1'IRS-1 phosphorylé à la 

sous-unité régulatrice (p85) de la PI 3-k, conduit pour sa part à l'activation de cette enzyme. La PI 

3-k exerce un rôle multifonctionnel dans l'action et la signalisation de l'insuline. Elle stimule la 
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captation du glucose au niveau musculaire et adipeux, en induisant dans ces tissus la translocation 

du GLUT4 et du GLUT1 et l'activation de la p70s6 kinase. Ce faisant, elle médie les effets 

métaboliques de l'insuline (Cheatham et Kahn., 1996; 1995). Dans le DNID, le nombre de récepteurs 

à l'insuline exprimés par les tissus cibles et la liaison de l'insuline à son récepteur sont souvent 

normaux. L'anomalie se situe donc essentiellement au niveau post-réceptoriel. À ce sujet, une 

diminution de l'activité de phosphorylation de 1'IRS-1 a été rapportée dans le muscle squelettique 

isolé de patients atteints de DNID (Zierath et coll., 1998). 

1.2.3.2. Résistance à l'insuline 

1.2.3.2.1. Génétique et environnement 

La RI est la diminution de la capacité de l'insuline endogène ou exogène, à supprimer la 

production endogène hépatique de glucose et à augmenter la captation périphérique du glucose. La 

RI affecte aussi le métabolisme des lipides et des protéines (DeFronzo et coll., 1992; Reaven, 1995). 

La sensibilité des tissus cibles à l'action gluco-régulatrice de l'insuline est génétiquement déterminée 

et le risque de développement du DNID est inversement corrélé avec le seuil de sensibilité à 

l'insuline (Kahn, 1994). Les sujets apparentés à des patients atteints de DNID peuvent être insulino-

résistants même s'ils sont jeunes, non obèses et tolérants au glucose. Cinquante pourcent de la 

parenté au premier degré des patients diabétiques démontrent une RI avant de développer le DNID 

(Kahn, 1994). L'obésité, et tout particulièrement l'obésité abdominale, est un facteur pathogénique 

acquis (Bjorntorp, 1994) responsable de la RI. L'effet de l'obésité sur la RI est plus accentué chez les 

patients diabétiques que chez les sujets sans histoire familiale de diabète ( Gerich et Van Haeften, 

1998). 
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1.2.3.2.2. Contribution hépatique 

Chez les patients atteints de DNID avec hyperglycémie à jeun modérée, la production 

hépatique de glucose est légèrement augmentée (DeFronzo, 1992). Cet effet est dû à une réduction 

de l'effet inhibiteur de l'insuline sur la production hépatique de glucose et sur la sécrétion de 

glucagon. L'importance de l'augmentation de la néoglucogenèse hépatique est soulignée par 

l'observation que lorsque la phosphoénol-pyruvate carboxykinase, une enzyme régulant la 

néoglucogenèse est surexprimée chez la souris, une hyperglycémie en résulte (Valera et coll., 1994). 

Il faut cependant souligner qu'il est improbable que l'augmentation de production hépatique de 

glucose puisse jouer un rôle primaire dans la pathogenèse du DNID humain. 

1.2.3.2.3. Contribution du muscle squelettique 

Chez l'individu normal, 75% du glucose alimentaire est capté par le muscle et y est stocké 

sous forme de glycogène. L'altération de l'utilisation du glucose par les muscles squelettiques 

constitue un défaut majeur dans l'étiologie du diabète de type 2. L'anomalie de synthèse du glycogène 

est liée pour sa part à un défaut de la régulation de la glycogène synthase par l'insuline (Wang et 

coll., 1998). Chez le patient non insulino-dépendant, on assiste à une diminution importante du 

transport du glucose dans le muscle squelettique, de son stockage sous forme de glycogène et de son 

oxydation en réponse à l'insuline (Kelly et coll., 1992). Alors que les manipulations transgéniques 

visant à surexprimer, chez la souris, le GLUT4 au niveau musculaire stimulent l'utilisation du 

glucose (Tsao, 1999), le "knock ouf du gène codant pour cette protéine n'induit cependant pas 

d'hyperglycémie chez la souris. Ces données suggèrent que la perte totale de transport de glucose 

stimulé par l'insuline est insuffisante pour induire le diabète. 
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1.2.3.2.4. Contribution du tissu adipeux 

Le tissu adipeux est également un tissu cible de l'insuline, même si quantitativement il ne 

contribue que de façon mineure à l'utilisation du glucose. La RI y est caractérisée par un défaut de 

translocation des GLUT-4 à la membrane cellulaire (Bastard et coll., 1998; Garvey et coll., 1991). 

L'excès de masse adipeuse associée à l'obésité (intrinsèquement insulino-résistante), pourrait causer 

la RI au niveau musculaire en stimulant la relâche d'acides gras dans la circulation et en infiltrant le 

tissu musculaire. Au vu de l'influence des AGL sur la production et la captation du glucose, ainsi que 

sur la libération d'insuline, la RI au niveau du tissu adipeux pourrait être une composante importante 

de l'altération de l'homéostasie du glucose chez le patient atteint de DNID (Bergman et Mittelman, 

1998). 

1.2.3.2.5. Acides gras libres 

La relâche inappropriée d'acides gras, au cours de la période post-prandiale, réduit la 

sensibilité du métabolisme du glucose à l'insuline et accentue la lipémie post-prandiale (Frayn, 

1998). La coexistence de niveaux élevés d'AGL et d'une HI traduit la résistance adipocytaire à 

l'action anti-lipolytique de l'insuline. Dans l'obésité, l'augmentation des niveaux d'AGL tissulaires 

pourrait causer la RI, d'une part en inhibant le métabolisme musculaire du glucose, et d'autre part en 

induisant un état d'HI via la stimulation d'un métabolisme glucidique de faible Km  (constante de 

Michaelis) au niveau pancréatique et la prolifération des cellules p (Wiesenthal et coll., 1999; 

Milburn et coll., 1995). Dans cette condition, l'équilibre entre RI et HI permet le maintien d'une 

tolérance au glucose normale. Lors du développement du diabète, la surcharge en AGL interfère avec 

le métabolisme du glucose et altère la capacité des cellules 13 à répondre à l'hyperglycémie post- 
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prandiale. Dans cette situation, l'HI est insuffisante pour compenser la RI et le diabète se développe. 

Des expériences in vivo chez les rats ont récemment démontré que des niveaux plasmatiques élevés 

d'AGL diminuent la sécrétion d'insuline en réponse au glucose (Mason et coll., 1999; Boden, 1998). 

Au vu de la forte corrélation existant entre la concentration d'AGL et la production de glucose 

hépatique, il a été suggéré que l'insuline puisse contrôler la production de glucose hépatique par son 

effet régulateur sur la lipolyse adipocytaire. La RI au niveau des cellules adipocytaires pourrait donc 

constituer une composante importante de la régulation glycémique en raison de la relation entre les 

AGL et la production de glucose, la captation de glucose et la libération d'insuline. Ces données 

suggèrent que la RI adipocytaire puisse être la cause majeure de la dysrégulation du métabolisme des 

hydrates de carbone associée à l'état pré-diabétique (Bergman et Mittelman, 1998). 

1.2.3.2.6. Facteur de nécrose tumorale-a 

Diverses évidences démontrent un rôle majeur du TNF-a dans le déclenchement de la RI. La 

production et l'expression du TNF-a sont augmentées dans le tissu adipeux de divers modèles 

expérimentaux d'obésité (Spiegelman et coll., 1993) et de sujets obèses (Kern et coll., 1995). Il a 

été démontré que le TNF-a diminue les niveaux d'ARNm du GLUT4 exprimés par les pré-

adipocytes (Hotamisligil et coll., 1994), inhibe le transport du glucose, altère l'activité de la tyrosine 

kinase des récepteurs de l'insuline et diminue la phosphorylation de l'IRS-1. Le traitement des îlots 

pancréatiques par le TNF-a et l'interleukine (IL)-113, diminue les niveaux d'ARNm du GLUT2 et de 

la glucokinase (Park et coll., 1999). La neutralisation du TNF-a, chez le rat obèse, augmente la 

sensibilité à l'insuline en stimulant la captation périphérique du glucose (Hotamisligil et coll., 1993) 

et stimule la phosphorylation de la tyrosine kinase (Hotamisligil et coll., 1994a), suggérant que 
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l'expression excessive du TNF-a dans le tissu adipeux des animaux obèses puisse être en partie 

responsable de la RI. Il a enfin été démontré que l'absence du récepteur p55 du TNF-a améliore la 

sensibilité à l'insuline chez les souris obèses (Uysal et coll., 1998). 

1.2.3.3. Hyperinsulinémie et intolérance au glucose 

Les individus insulino-résistants qui ont une tolérance normale au glucose, sont davantage 

hyperinsulinémiques que les sujets témoins, suggérant que l'aug,mentation du niveau d'insuline chez 

ces sujets leur permet de surmonter le défaut d'action de l'insuline (Reaven et coll., 1993). L'HI 

endogène maintient la tolérance au glucose et ralentit les complications microvasculaires. Juan et 

coll. (1999) ont démontré qu'une infusion sous cutanée d'insuline chez le rat induit un état de RI 

après un jour de traitement et une intolérance au glucose après 10 jours. L'HI exogène chronique est 

associée à une augmentation des niveaux d'AGL plasmatiques et de la lipogenèse de novo 

(Koopmans et coll., 1999). 

L'intolérance au glucose est caractérisée par des niveaux plasmatiques de glucose, mesurés 

lors d'un test de tolérance au glucose, supérieurs aux niveaux normaux mais inférieurs à ceux 

retrouvés chez les patients diabétiques. Le risque de développement de diabète chez les sujets 

intolérants au glucose est 20 fois plus élevé que celui présenté par une population normale (Kenny 

et coll., 1995). La moitié de ces sujets développeront un DNID dans les années futures. Diverses 

variables métaboliques telles que la RI et la sécrétion de l'insuline, ainsi que certaines variables 

anthropométriques comme l'indice de masse corporelle et le ratio taille/hanche sont associés au 

développement de l'intolérance au glucose (Poulsen et coll., 1999). Chez la plupart des sujets, 

l'intolérance au glucose représente une étape transitoire vers le développement du DNID. L'hyperpro- 
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insulinémie associée à cet état est attribuée à une riposte insulinique au glucose retardée (Ruige et 

coll., 1999). 

1.2.3.4. Insulinopénie 

Bien que l'état d'intolérance au glucose soit associé à une HI, le développement du DNID se 

caractérise par un état de déficience relative ou absolue en insuline. L'insulinopénie résulte d'une 

anomalie qualitative et quantitative de la sécrétion d'insuline par les cellules P. Elle est souvent 

associée à une RI des tissus cibles et s'aggrave progressivement au cours de l'évolution du DNID. 

Divers défauts des cellules p, tels que la réduction du GLUT2, l'altération des enzymes impliquées 

dans le métabolisme cellulaire du glucose et l'accumulation des triglycérides et du glycogène dans 

ces cellules, pourraient causer la déficience en insuline. 

L'insulinopénie est progressivement aggravée par des phénomènes dits de glucotoxicité. En 

effet, une réduction de riposte insulinique en réponse au glucose est induite par l'hyperglycémie, 

réduit le GLUT2 et augmente l'activité de la glucolcinase (Chen et coll., 1994; Leahy et coll., 1992). 

L'augmentation chronique de la production des AGL et des triglycérides, favorisée par l'obésité, ainsi 

que par l'hyperglycémie semble également entraver l'insulino-sécrétion en réponse au glucose. En 

effet, il a été démontré, chez le rat, que des niveaux plasmatiques élevés d'AGL diminuent la 

sécrétion d'insuline en réponse au glucose (Mason et coll., 1999). 

La sécrétion d'insuline est pulsatile et synchronisée en fonction des niveaux de glucose 

plasmatique. Il a été démontré que l'administration pulsatile d'insuline induit une suppression plus 

efficace de la production de glucose hépatique (Bratusch-Marrain et coll., 1986). Dans le DNID, le 
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pic précoce de sécrétion d'insuline disparaît, et la sécrétion pulsatile d'insuline est abolie, aggravant 

la perte de sensibilité des tissus cibles à l'insuline (Lang et coll., 1981). 

Des altérations qualitatives de l'insulino-sécrétion accompagnent ces anomalies 

fonctionnelles, une partie de l'hormone étant sécrétée sous forme de précurseurs inactifs. Le ratio 

pro-insuline/insuline est élevé dans le plasma des sujets atteints de DNID, et est corrélé de manière 

positive avec les niveaux de glycémie (Rhodes et Alarcon, 1994). Des concentrations élevées de pro-

insulines circulantes, une histoire familiale positive et des niveaux de glucose à jeun élevés ont été 

suggérés comme des facteurs de risque de la progression du DNID (Wareham et coll., 1999). 

La masse des cellules p dans le DNID est d'environ 50% de celle observée à l'état normal; 

elle est influencée par divers facteurs tels la capacité mitotique et la mort cellulaire. Deux facteurs 

majeurs aggravent l'insulinopénie: la RI des tissus cibles et l'augmentation de production du glucose 

par le foie due à l'hypersécrétion pancréatique de glucagon. L'altération de la sécrétion du glucagon 

est un phénomène précoce dans l'apparition du DNID. Il est lié à la RI entraînant un défaut de 

sensibilité à l'insuline de la cellule a et une véritable "cécité" au glucose de cette cellule, imputable 

à l'hyperglycémie chronique. L'hypersécrétion de glucagon stimule la production hépatique de 

glucose, phénomène aggravé par l'accumulation des acides gras qui fournissent les cofacteurs 

nécessaires à la néoglucogenèse (Chen et coll., 1999). 

1.2.4. Complications associées au DNID 

Le diabète figure encore parmi les sept premières causes de mortalité aux États-Unis (Centers 

for Disease Control and Prevention, 1997). Dans ce pays près de 9.7% de la population âgée de 40 

à 74 ans présentent une hyperglycémie à jeun, et 15.5% sont intolérants au glucose (Harris et coll., 
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1998). Une morbidité considérable est associée au diabète. Parmi les complications reliées au 

diabète, la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie figurent parmi les complications 

microvasculaires tandis que l'athérosclérose et ses conséquences (les accidents coronariens et 

cérébrovasculaires) représentent les complications macrovasculaires (Janka, 1996). 

1.2.4.1. Rôle du contrôle métabolique 

La relation existant entre les complications diabétiques et les anomalies métaboliques du 

DNID est bien établie. L'hyperglycémie a fermement été identifiée comme un facteur de risque des 

complications vasculaires associées au diabète. Le contrôle glycémique prévient ou ralentit la 

progression des complications microvasculaires du diabète. Une réduction des évènements 

cardiovasculaires et des facteurs de risque lipidiques a été notée suivant un traitement intensif de 

l'hyperglycémie (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1993; Eastman 

et coll., 1993). 

1.2.4.2. Mécanismes potentiellement responsables des complications associées au DNID 

Bien qu'il n'existe pas à l'heure actuelle de consensus quant aux mécanismes pathogéniques 

reliant l'hyperglycémie et les complications du diabète, les médiateurs potentiels de l'hyperglycémie 

incluent: la glycation des protéines, l'activation de la voie des polyols et de la PKC, les altérations 

du système de coagulation, les facteurs de croissance, les altérations du métabolisme des 

lipoprotéines et le stress oxydatif. 
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1.2.4.2.1. Glycation des protéines 

En présence de concentrations élevées de glucose, une réaction non enzymatique nommée 

glycation des protéines aboutit à l'incorporation de glucose dans les protéines de l'organisme. Cette 

réaction implique la formation d'une base de Schiff et de produits d'Amadori. Réversible dans un 

premier temps, cette liaison devient irréversible et aboutit à la formation de produits terminaux de 

glycation (AGE) (Taniguchi et coll., 1996). Il semble que des élévations même modestes de la 

glycémie puissent causer l'accumulation des AGE. Les tissus de patients diabétiques démontrent une 

accumulation importante de AGE (Friedman, 1999; Vogt et coll., 1982). 

HC=NR 	CH2-NHR 	HC=0 	R: protéine 
I 	 I 	 I 

HCOH 	C=0 	 C=0 
PROTÉINE 	 I 	 I 	 I 

+ 	-4 HOCH -, HOCH 	-, CH2 -, AGE 
GLUCOSE <- 	I 4- 	I 	 I 

HCOH 	HCOH 	 HCOH 
I 	 I 	 I 

HCOH 	HCOH 	 HCOH 
I 	 I 	 I 

CH2OH 	CH2OH 	CH2OH 
- 

Base de Schiff 	Produit d'Amadori 3-déoxyglucosone 

Figure 6. Réactions impliquées dans la glycation des protéines (adapté de "Taniguchi et coll. Involvement of 
glycation and oxidative stress in diabetic macroangiopathy. Diabetes 45 (Suppl 3):S81-S83, 1996). 

Conséquences fonctionnelles de la glycation des protéines: la formation des AGE altère 

la fonction des protéines, contribuant aux complications micro- et macrovasculaires. La glycation 
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de la chaîne p de l'hémoglobine induit chez les sujets diabétiques la formation d'hémoglobine 

glycosylée (HbAl, ), un indice clinique du contrôle diabétique des 2 à 3 mois antérieurs (Dolhofer et 

Wieland, 1979; Cerami et coll., 1979). Chez les patients diabétiques de type 2, traités ou non à 

l'insuline, une forte corrélation existe entre la concentration d'HbAlc  et le risque de développement 

des complications micro- et macrovasculaires associées au diabètes (Klein, 1995). La glycation de 

l'albumine inhibe la captation hépatique des glycoprotéines facilitant dès lors leur entrée dans la 

paroi des petits vaisseaux sanguins (Vlassara et coll., 1994). La glycation du collagène dans les 

membranes basales contribue à l'épaississement de la paroi vasculaire, et ce, par augmentation de 

la résistance de cette protéine à la digestion par collagénase (Kohn et Schnier, 1982). La glycation 

de la myéline altère la conduction nerveuse (Vlassara et coll., 1983). La glycation de la membrane 

leucocytaire altère les processus de chimiotaxie, diapédèse, phagocytose, d'activité bactéricide et 

l'immunité cellulaire (Alexowicz et coll., 1995). 

La formation des AGE dans la matrice extracellulaire entraîne des changements de structure 

et de fonction de la matrice, un épaississement de la membrane basale, une perte de l'élasticité de la 

paroi vasculaire et une augmentation de la perméabilité vasculaire. La réaction directe des AGE et 

des lipoprotéines plasmatiques empêche, en outre, la reconnaissance des lipoprotéines par les 

récepteurs tissulaires (Hammes et coll., 1996; Bucala et coll., 1994). 

Effets biologiques: la glycation des protéines est impliquée dans les complications micro- 

(glomérulo-népluosclérose, rétinopathie) et macrovasculaires du DNID. Les AGE sont capables de 

se fixer sur des récepteurs cellulaires spécifiques exprimés, entre autre, sur les macrophages où ils 

provoquent la libération de cytokines (IL-1 et TNF-a) induisant la prolifération des cellules 

mésangiales glomérulaires, des cellules endothéliales et des fibroblastes (Vlassara et coll., 1988). 
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Leur fixation sur les cellules endothéliales entraîne l'activation de facteurs de coagulation, favorisant 

la vasoconstriction et la thrombose locale (Esposito et coll., 1992). Les interactions AGE-récepteurs 

induisent également la production de radicaux libres (Shantaram, 1999; Unger et Foster, 1998; 

Schmidt et coll.,1996). 

Inhibiteurs des AGE: la découverte d'agents pharmacologiques capables d'inhiber 

spécifiquement la formation des AGE tels que l'aminoguanidine, a permis d'investiguer le rôle des 

protéines glyquées dans le développement des complications diabétiques. Il a été rapporté qu'un 

traitement à l'aminoguanidine inhibe le développement accéléré des complications micro- et 

macrovasculaires chez les sujets diabétiques (Hammes, 1996). 

1.2.4.2.2. Voie des polyols 

L'activation de la voie des polyols est un autre mécanisme potentiellement impliqué dans la 

pathogenèse des complications diabétiques. Elle est caractérisée par une production intracellulaire 

excessive de sorbitol formé à partir du glucose, par l'aldose réductase, et par l'oxydation du sorbitol 

en fructose. L'accumulation cellulaire de polyols induit une augmentation de la pression osmotique, 

altère les potentiels d'oxydo-réduction et diminue les équivalents réduits chargés d'éliminer les 

radicaux libres. L'excès de sorbitol et de fructose diminue l'activité de la pompe Na+/K+ ATPase 

perturbant ainsi la conduction nerveuse et induisant l'accumulation de sodium dans les cellules 

(Hamada et coll., 1998). L'accumulation de sorbitol entraîne en outre, une réduction du myo-inositol 

et diminue l'efficacité de conduction nerveuse (Kishi et coll., 1999). Il a été démontré que la taurine, 

un acide aminé possédant des propriétés antioxydantes, est réduite dans les tissus des sujets 

diabétiques, un effet imputable à l'accumulation de sorbitol. La taurine intracellulaire joue un rôle 
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vital dans l'homéostasie des ions calciques et contrôle par ce processus la régulation osmolaire et 

l'activité des protéines kinases (Wu et coll., 1999; Stevens et coll., 1999). L'aldose réductase est 

présente dans la rétine, le rein, les lentilles, les cellules de Schwann et l'aorte. L'accumulation de 

polyols dans ces tissus a été impliquée dans la pathogenèse des cataractes, de la rétinopathie, de la 

neuropathie et des maladies vasculaires (Connors et coll., 1997;Tomlinson et coll., 1994). 

Le fructose, produit final de la voie des polyols, induit des complications sévères chez les 

animaux et l'inhibition de sa production améliore la fonction nerveuse et vasculaire (Tilton et coll., 

1995). La voie des polyols pourrait aussi contribuer à la pathogenèse des complications vasculaires 

en induisant la formation des AGE, le fructose pouvant se lier aux protéines, de façon non 

enzymatique (Suarez et coll., 1989). 

1.2.4.2.3. Activation de la protéine kinase C 

Dans plusieurs types cellulaires exprimant une activité réduite en aldose réductase, 

l'exposition à des niveaux glycémiques élevés augmente la synthèse de diacylglycerol et l'activité 

de la PKC. L'activation de la PKC par le glucose altère l'action de l'insuline en phosphorylant la 
- 

sérine du domaine C-terminal du récepteur de l'insuline et diminue l'activité tyrosine kinase de ce 

récepteur (Farese, 1996). Il a été démontré que l'exposition prolongée des îlots du pancréas à des 

niveaux élevés de glucose altère, de manière PKC-dépendante, la sécrétion d'insuline (Thams et coll., 

1990). L'induction de la PKC dans le foie, le coeur et les îlots pancréatiques pourrait jouer un rôle 

important dans l'induction de la RI. En effet, il a été postulé que l'augmentation de l'activité de la 

PKC suivant l'induction du diabète, chez le rat, induit la RI (Tang et coll., 1993). L'activation de la 
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PKC réduirait aussi la relaxation de l'endothélium médiée par le monoxyde d'azote (NO) (Farese, 

1996; Tesfamariam et coll., 1991). 

1.2.4.2.4. Altération du système de coagulation 

Les complications thrombotiques constituent la cause de la plupart des décès chez les sujets 

diabétiques. Le DNID est associé à un état d'hypercoagulabilité, avec diminution de la fibrinolyse, 

activation plaquettaire et augmentation de l'agrégation plaquettaire (Tschoepe et Roesen, 1998). Il 

a été récemment proposé que l'HI puisse contribuer à l'hypercoagulabilité et à l'altération de la 

fibrinolyse associée au diabète (Meigs et coll., 2000). Les phénomènes pro-thrombotiques pourraient 

contribuer à l'athérogenèse, la micro-angiopathie et la coagulation intravasculaire associée au 

diabète. Les anomalies thrombolytiques sont associées à des concentrations plasmatiques élevées de 

fibrinogène, de "plasminogen activator inhibitor 1" ou PAI-1, de "tissue-type plasminogen activator" 

ou tPA , des facteurs von Willebrand et VII et de la viscosité plasmatique. L'ARNm du PAI-1 étant 

présent dans le tissu adipeux (Samad et coll., 1996), la production excessive de PAI-1 observée dans 

le diabète pourrait être en relation avec l'augmentation de masse adipeuse. Meigs et coll. (2000) ont 

récemment rapporté que l'intolérance au glucose est associée à une augmentation significative de 

PAI-1 et de tPA chez les sujets intolérants au glucose. Les protéines glyquées ont aussi été proposées 

comme des facteurs responsables de la production accrue de PAI-1 dans le DNID (Yamagishi et 

coll., 1998). 
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1.2.4.2.5. Facteurs de croissance 

Bien que plusieurs facteurs de croissance aient été impliqués dans la pathogenèse des 

complications diabétiques, il n'existe pas encore d'évidences permettant d'incriminer un facteur de 

croissance déterminé dans le développement d'une complication donnée. Divers mécanismes incluant 

la glycation protéique et le stress oxydatif sont responsables de la production accrue de facteurs de 

croissance dans le diabète. Les niveaux élevés des AGE stimulent la production du facteur de 

croissance transformant (TGF) 13-1 dans les glomérules de souris diabétiques (Yang et coll., 1995). 

Le facteur de croissance ressemblant à l'insuline (IGF)-I, le facteur de croissance endothélial 

vasculaire (VEGF), le facteur de croissance des fibroblastes (FGF), le TGF, le facteur de croissance 

dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de croissance des nerfs (NGF) figurent parmi les 

molécules impliquées dans les altérations vasculaires associées au diabète (Smith, 1998; Blakesley 

et LeRoith, 1996; Fernyhough et coll., 1994). 

1.2.4.2.6. Altérations du métabolisme des lipoprotéines 

Les sujets atteints de DNID ont fréquemment des niveaux plasmatiques élevés de 

triglycérides et une réduction des niveaux de HDL (Jovens, 1993). En raison de ces altérations, ces 

patients ne montrent que peu d'augmentation du cholestérol sérique. Les patients atteints de DNID 

produisent d'une manière excessive les lipoprotéines de très faible densité (VLDL): un reflet de leur 

RI. Le manque de clairance des VLDL et la diminution des HDL reflètent la diminution d'activité 

de la LPL chez ces patients. Il existe aussi, dans le DNID, des redistributions des triglycérides avec 

une augmentation nette du contenu des HDL et des LDL en triglycérides. 



45 

Les patients diabétiques de type 2 possèdent des VLDL enrichies en triglycérides dont le 

temps de résidence dans la circulation sanguine est accru. L'effet prolongé des protéines de transfert 

des esters de cholestérol (CETP) sur ces VLDL facilite le transfert du cholestérol des HDL et des 

LDL vers les VLDL et les chylomicrons. Ce faisant, la CETP exerce un effet athérogénique à l'état 

post-prandial, réduisant le cholestérol des HDL et augmentant le cholestérol des VLDL. Bien que 

la production des chylomicrons semble inchangée dans le DNID, leur nombre augmente en raison 

de leur temps de résidence plus long dans le plasma. Les particules remnantes des chylomicrons et 

celles des VLDL (LDL et lipoprotéines de densité intermédiaire ou IDL) sont athérogènes et 

exacerbent le processus athérosclérotique. Il est à noter que rhypertriglycéridémie associée au DNID 

facilite la production de LDL petites et denses qui peuvent pénétrer facilement dans la paroi artérielle 

et initier le développement des lésions athéromateuses (Erkelens, 1998). 

La glyco-oxydation des LDL circulantes par le glucose et les radicaux libres (Hunt et coll., 

1990) facilite la captation de ces lipoprotéines par les macrophages présents dans la lésion 

athéromateuse, et contribue ainsi à la formation des cellules spumeuses. Le traitement de la 

dyslipidémie diabétique, en réduisant les triglycérides et les VLDL, diminue le risque des 

complications macrovasculaires (Erkelens, 1998). 

1.2.4.2.7. Stress oxydatif 

La formation de radicaux libres a lieu chez tous les individus lors de la respiration aérobique 

normale. Ces radicaux libres dérivés de la chaîne respiratoire peuvent, en cas d'excès, altérer les 

fonctions cellulaires (02  4 0 - 4 H2  02  4 • OH—) H20). Des mécanismes de défense tels que les 

enzymes cytochrome P450, la superoxyde dismutase, la glutathione peroxydase et la catalase 
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atténuent les dommages oxydatifs (Betteridge, 2000). La production excessive de radicaux libres 

favorise la peroxydation des lipides et des lipoprotéines et la genèse de molécules stables telles les 

aldéhydes qui altèrent la membrane cellulaire (Freeman et Crapo, 1982). Les radicaux libres 

stimulent la croissance des cellules musculaires lisses et l'expression des proto-oncogènes (Rao et 

Berk, 1992). Les radicaux libres sont impliqués dans la production des AGE, qui à leur tour 

constituent une source de radicaux libres (Nadler et Winer, 1996; Darley-Usmar et Halliwell, 1996). 

Chez l'individu diabétique, la production de radicaux libres est augmentée et la capacité 

antioxydante de l'organisme est diminuée. Reflétant l'augmentation de stress oxydatif, des niveaux 

élevés de malondialdéhyde sont présents dans le plasma, les érythrocytes et l'urine des sujets atteints 

de DNID. Une augmentation des niveaux de lipoprotéines modifiées et une susceptibilité accrue des 

LDL à l'oxydation sont aussi observées dans le DNID (Jiang et coll., 1996; Nadler et Winer, 1996; 

Ceriello et coll., 1991). L'hyperglycémie induit le stress oxydatif par plusieurs mécanismes incluant 

l'auto-oxydation du glucose, la glyco-oxydation, la glycation des protéines et l'activation de la voie 

des polyols (Ceriello, 2000). L'auto-oxydation du glucose, en générant des radicaux libres, altère la 

synthèse de NO et augmente l'expression et l'activité des lipoxygénases. Tel que mentionné 

précédemment, la glycation des protéines induit la production de radicaux libres (Natarajan et coll., 

1994; Wolff et coll., 1991). L'activation de la voie des polyols, induite par l'hyperglycémie, altère, 

pour sa part, les potentiels d'oxydo-réduction et diminue les équivalents réduits chargés d'éliminer 

les radicaux libres. L'hyperglycémie peut en outre, réduire de manière directe, les défenses 

antioxydantes de l'organisme (Jiang et coll., 1996; Baynes, 1991). 
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1.2.4.3. Complications microvasculaires 

L'hyperglycémie est un facteur de risque majeur des complications microvasculaires 

associées au diabète. Les bénéfices d'un bon contrôle glycémique dans la réduction de l'incidence 

et de la progression de la rétinopathie et de la néphropathie diabétique ont récemment été démontrés 

(UK Prospective Diabetes Study, 1998). 

1.2.4.3.1. Rétinopathie 

Le diabète est la première cause de cécité chez les adultes de moins de 65 ans dans les pays 

industrialisés. Alors que 99.5% des sujets atteints de DID démontrent un certain degré de 

rétinopathie après 15 ans d'évolution de la maladie, la rétinopathie est fréquemment présente au 

moment du diagnostic du DNID (Jiang et coll., 1996). Parmi les sujets atteints de diabète de type 2 

depuis 20 ans, 80% ont un certain degré de rétinopathie et 20% d'entre eux démontrent une 

rétinopathie de type proliférative (Klein et Klein, 1995). 

L'hyperglycémie est un facteur de risque majeur de développement de la rétinopathie 

diabétique. De multiples mécanismes biochimiques impliquant la voie des polyols, les AGE, le stress 

oxydatif, la voie de la PKC et les facteurs de croissance pourraient être impliqués dans la 

pathogenèse de la rétinopathie diabétique. À son stade précoce, la rétinopathie diabétique se 

caractérise par une dilatation ou une constriction des vaisseaux, une perméabilité vasculaire accrue, 

des micro-anévrismes, des hémorragies ponctuelles et des exudats. Le stade prolifératif de la 

rétinopathie est caractérisé par le développement de vaisseaux sanguins nouvellement formés, par 

la formation de tissu fibreux provenant de la rétine ou du disque optique (macula), et par la présence 
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d'hémorragies. Le décollement rétinien et la cécité sont les ultimes complications de la rétinopathie 

diabétique (Hatnmes et coll., 1999; Jiang et coll., 1996; Hammes et coll., 1991). 

1.2.4.3.2. Néphropathie 

Le taux de développement et la progression de la néphropathie diabétique sont intimement 

associés au contrôle glycémique (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 

1993; Eastman et coll., 1993). Le diabète est la première cause d'insuffisance rénale terminale. En 

1996, 42% des nouveaux cas d'insuffisance rénale étaient attribuables au diabète (US Renal Data 

System, 1998). La néphropathie diabétique est cliniquement définie par la présence d'une protéinurie 

persistante, telle que définie par un niveau d'albuminurie de plus de 300 mg par 24 heures, avec 

rétinopathie et hypertension concomitante. Vingt cinq à 50% des patients diabétiques développent 

une insuffisance rénale terminale. La mortalité des patients diabétiques souffrant de néphropathie 

est de 20 à 40 fois plus élevée que celle documentée chez les sujets diabétiques sans néphropathie. 

Un profil lipidique anormal augmente le risque de la mortalité par les maladies coronariennes chez 

les sujets souffrant de la néphropathie (Hirano, 1999; Trevisan et Viberti, 1996). 

La néphropathie diabétique évolue par phases distinctes et interreliées: une phase précoce ou 

phase de microalbuminurie traduisant des anomalies de la fonction rénale et une phase clinique avec 

protéinurie persistante progressant vers l'insuffisance rénale terminale. Le rôle des altérations 

hémodynamiques et métaboliques est relativement bien établi dans l'évolution de la néphropathie. 

L'augmentation de la réabsorption tubulaire du glucose conduit à une augmentation du taux de 

filtration glomérulaire. L'hypertension artérielle aggrave ces anomalies hémodynamiques (Trevisan 

et Viberti, 1996). 
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Les AGE induisent des liaisons croisées des molécules de collagène dans la membrane 

glomérulaire, affectant son assemblage et son architecture et altérant la matrice mésangiale. Des 

études expérimentales ont démontré que l'administration d'inhibiteurs des AGE prévient la 

progression de la néphropathie, et ce, en supprimant la production excessive de facteurs de 

croissance (Tsuchida et coll., 1999; Soulis et coll., 1999). 

L'accumulation de sorbitol dans les glomérules et les tubules rénaux, induite par 

l'hyperglycémie est un autre facteur causant la néphropathie, et ce par interruption de la régulation 

osmolaire des cellules et par diminution du myo-inositol. Il a été démontré que la supplémentation 

en myo-inositol ou l'administration d'inhibiteurs de l'aldose réductase réduit la protéinurie et le taux 

de filtration glomérulaire (Pugliese et coll., 1990; Tilton et coll., 1989). 

Le glucose exerce un effet néphrotoxique direct: les cellules mésangiales exposées à des 

concentrations élevées de glucose, synthétisent moins les héparan sulfates. La réduction de la charge 

électrique négative qui physiologiquement restreint le flux transcapillaire de l'albumine circulante, 

pourrait contribuer au développement de la protéinurie. De plus, des niveaux élevés de glucose, en 

induisant la transcription et la sécrétion de facteurs de croissance, stimulent la synthèse de protéines 

de la matrice extra-cellulaire et inhibent leur dégradation. Parmi les autres mécanismes biochimiques 

impliqués dans l'effet de l'hyperglycémie sur la néphropatie diabétique on a: l'augmentation de la 

réabsorption du sodium, la stimulation de l'activité de la PKC et de la production des cytokines, 

l'altération du transport cationique et les anomalies du métabolisme lipidique (Trevisan et Viberti, 

1996). 
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L2.4.3.3. Neuropathie 

La neuropathie diabétique est une atteinte des nerfs crâniens ou périphériques dont la 

prévalence augmente avec la durée du diabète. Elle se manifeste par l'épaississement de la membrane 

basale des capillaires suivi d'une prolifération des cellules endothéliales aboutissant à la perte 

segmentaire des fibres myélinisées. L'accumulation de glucose dans la cellule nerveuse, conduit à 

l'activation de l'aldose réductase et de la voie des polyols, contribuant à la production intracellulaire 

excessive de sorbitol et de fructose. L'activation de la voie du sorbitol, en diminuant le myo-inositol, 

un précurseur de médiateurs responsables de la transmission de signaux extracellulaires, ralentit la 

conduction nerveuse chez les animaux diabétiques (Nakamura et coll., 1999; Tomlinson et Mayer, 

1985; Greene et Lattimer, 1983). Il a été démontré par Gottsater et coll. (1999) que le développement 

d'une neuropathie parasympathique, 5 ans après le diagnostic de diabète de type 2, est associé à un 

profil métabolique non favorable incluant l'HI et l'hypertriglycéridémie. 

La neuropathie diabétique entraîne une diminution de la sensibilité douloureuse et thermique 

conduisant au développement de plaies cutanées. La coexistence d'une neuropathie avec un 

syndrome d'insuffisance vasculaire est à l'origine du "foot syndrome caractérisé par des ulcères au 

niveau des pieds, une complication sévère pouvant conduire à l'amputation. Ces altérations peuvent 

être accompagnées d'infections des membres inférieurs et de septicémie (Coleman et Brand, 1997; 

Vinik et coll., 1996). Selon Reiber et coll. (1995), le diabète est la première cause d'amputation non 

traumatique des membres inférieurs, 51% d'entre elles étant faites chez des patients diabétiques. 
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1.2.4.4. Complications macrovasculaires et athérosclérose 

Les maladies cardiovasculaires sont la cause la plus importante de morbidité et de mortalité 

chez les patients diabétiques et le diabète est un facteur de risque de l'athérosclérose (Kleinman et 

coll., 1988; Pyôrala et coll., 1987). Les complications macrovasculaires sont responsables de 80% 

des décès chez les sujets atteints de DNID, 60% étant attribuable aux maladies ischémiques 

cardiaques. Le risque athérosclérotique est plus élevé chez les patients mal contrôlés, probablement 

à cause de l'hyperglycémie et de la dyslipidémie qui y sont classiquement associées (augmentation 

des VLDL plasmatiques, diminution des HDL et glyco-oxydation des LDL) (Wild et coll., 1999; 

Gerstein et coll., 1999; Cerveny et coll., 1998). Les syndromes athérosclérotiques associés au diabète 

ne sont pas distinguables de ceux survenant dans la population non diabétique, malgré le fait que 

l'incidence de l'infarctus myocardique silencieux paraisse plus élevée chez les patients diabétiques 

(Unger et Foster, 1998). Cependant, l'examen de 23,000 artères coronaires provenant d'autopsies et 

faites dans 14 pays différents ont démontré une étendue plus importante de ces lésions chez les sujets 

diabétiques (Robertson et Stron, 1968). Des études cliniques et épidémiologiques ont démontré que 

la mortalité des sujets diabétiques de type 2 par maladies cardiovasculaires est de 2 à 4 fois plus 

élevée que celle documentée dans la population générale (Gu et coll., 1998; Wei et coll., 1996; Bell, 

1996; Stamler et coll., 1993). Ceci peut être expliqué par la présence de multiples facteurs de risque 

chez ces sujets. Cependent même après contrôle des facteurs de risque usuels tels que le tabagisme, 

l'hypertension ou l'hypercholestérolémie, la mortalité reste plus élevée chez les sujets diabétiques 

que chez les non diabétiques (Harris, 1996; Stamler et coll., 1993). Cet effet pourrait être dû à 

l'hyperglycémie, un facteur associé à un risque accru de maladies coronariennes (Klein, 1995; 

Kuusisto et coll., 1994; Wilson et coll., 1991). 
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La mortalité par attaques cérébrovasculaires est aussi plus élevée chez les individus 

diabétiques. Une étude standardisée pour l'âge et le sexe a démontré que la mortalité par attaques 

cérébrovasculaires chez les patients non insulino-dépendants est de deux fois plus élevée que celle 

documentée dans la population générale. La prévalence de la maladie vasculaire périphérique dans 

le DNID est de 22% (Howard, 1996). 

Au vu de l'importance de la morbidité et la mortalité associée au développement de 

l'athérosclérose chez les sujets atteints de DNID, une section indépendante de cette thèse sera 

entièrement consacrée aux complications macrovasculaires associées au DNID et aux mécanismes 

qui en sont responsables. 

1.2.5. Diagnostic 

Le début du DNID est souvent insidieux et peu symptomatique. Il n'est pas rare dès lors qu'au 

moment du diagnostic, des complications chroniques vasculaires, rénales, neurologiques et oculaires 

soient déjà présentes (Harris et coll., 1999). 

Il y a vingt ans, le DNID se définissait par une hyperglycémie plasmatique à jeun (supérieure 

à 140 mg/dl ou 7.8 mmo1/1) et/ou par une hyperglycémie, 2 heures après l'ingestion de 75 g de 

glucose (supérieure à 200 mg/d1 ou 11.1 mmo1/1) (World Health Organization, 1985;1980). 

Récemment l'association américaine du diabète a révisé ces critères de diagnostic et a recommandé 

que le diabète soit défini par une glycémie à jeun supérieure à 126 mg/dl (7 mmo1/1) et qu'une 

glycémie à jeun variant entre 100 et 126 mg/dl soit considérée comme un état d'intolérance au 

glucose (Expert Committee, 1997). Des études sont en cours pour comparer ces critères de diagnostic 

et pour vérifier leurs spécificités (Guerrero-Romero et coll., 1999; Somani et coll., 1999; Shaw et 
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coll., 1999a; Gomez-Perez et coll., 1998). Outre les niveaux de glycémie à jeun et après surcharge 

en glucose, les niveaux d'HbAlc  ainsi que l'épaississement de la membrane basale des muscles 

capillaires ont été proposés comme critères de diagnostic du diabète. Un épaississement de la 

membrane basale du muscle capillaire de plus de 180 nm pourrait constituer un autre critère 

diagnostique de diabète. Cette dernière variable est cependant indépendante de l'hyperglycémie 

(Unger et Foster, 1998; Bell et coll., 1998). 

Actuellement, les critères de diagnostic utilisés ne permettent pas le diagnostic précoce du 

DNID. L'absence de diagnostic chez environ la moitié des individus souffrant de diabète est 

responsable du développement de complications micro- et macro-angiopathiques chez ces sujets 

(Grimaldi et Heurtier, 1999; Horton, 1995). Aux États-Unis les cas non diagnostiqués de DNID 

varient de 6.1 à 9.9% (Harris MI et coll, 1998). Au vu de l'importance d'un diagnostic précoce de 

DNID, l'établissement de critères permettant l'identification de personnes à risque de développer un 

DNID semble indispensable. Des études récentes visent à établir des critères diagnostiques précoces 

du DNID. Une concentration élevée de molécules ressemblant aux pro-insulines a été rapportée dans 

le DNID. Dans une étude prospective, Wareham et coll. (1999) ont suivi 1,122 individus non 

diabétiques pendant 4.5 ans afin d'identifier les facteurs de risque de diabète dans cette population. 

Leurs résultats suggèrent que les concentrations de pro-insuline plasmatique à jeun pourraient prédire 

d'une manière indépendante le risque de développement du diabète. 

Un autre désavantage, lié aux critères de diagnostic actuellement utilisés, est l'imprécision 

relative à la classification des cas de diabète diagnostiqué. Ainsi certaines formes de diabète de type 

1 ou de type 2 à progression lente sont difficilement classifiables, et ce particulièrement chez les 

adultes entre 20 et 50 ans ou chez des patients souffrant de DNID et requérant d'une manière 
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transitoire, l'administration d'insuline (Aizawa et coll., 1995). Diverses études sont actuellement en 

cours pour élaborer de nouveaux critères permettant une classification plus spécifique des divers 

types de diabète. Zimmet et coll. (1999) ont mesuré chez 3,672 patients diabétiques, les anticorps 

anti-îlots ("islet cell antibody") et les anti-GAD. Ces anticorps circulants sont présents lors du 

diagnostic de DID chez 80% des patients et résultent, plutôt que sont la cause, d'un processus auto-

immun, entraînant la destruction des cellules p. La détection précoce des anticorps anti-îlots et anti- 

GAD permettrait une classification plus précise des cas de diabète diagnostiqués tout en étant un bon 

facteur de prédiction des besoins en insuline exogène (Willis et coll., 1998; Ko et coll., 1998). 

1.2.6. Traitement 

L'objectif du traitement du DNID est de normaliser les altérations métaboliques et ce faisant 

de réduire les complications à long-terme du diabète. La présence de multiples variables telles la 

fonction pancréatique, le poids corporel, la RI et l'âge des patients exige un choix prudent parmi les 

options de traitement disponibles, et rend nécessaire l'instauration de plans thérapeutiques 

individuels (Unger et Foster, 1998). 

1.2.6.1. Diète et exercice physique 

Les interventions nutritionnelles dans le DNID visent à diminuer la surcharge alimentaire et 

à étaler le temps d'absorption des nutriments. La thérapie diététique du DNID inclut de multiples 

repas, une diète riche en fibres et en aliments à faible indice glycémique et vise à diminuer 

l'absorption des hydrates de carbone. Des études effectuées chez des sujets normaux et des patients 

diabétiques de type 2 ont démontré que la réduction de la prise alimentaire en hydrates de carbone 
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diminue d'une manière aigüe la glycémie, les niveaux plasmatiques d'insuline et la concentration 

urinaire de peptide-C (Jenkins et Jenkins, 1996). L'effet d'une supplémentation par différents 

nutriments tels le magnésium, les vitamines et les acides gras insaturés sur le profil glycémique et 

lipidique des patients atteints de DNID est actuellement l'objet de diverses études. Pi-Sunyer et coll. 

(1999) ont évalué l'effet de repas préparés, tenant compte des critères de l'association américaine du 

diabète, sur la santé des patients. Ces auteurs ont suggéré que cette méthode puisse éliminer la 

complexité des recommandations diététiques multiples dans le contrôle du diabète de type 2. 

L'exercice physique régulier joue un rôle important dans la prévention et le traitement du 

DNID. L'augmentation de la dépense énergétique, surtout combinée à une restriction diététique, 

diminue le poids et la graisse corporelle, augmente la sensibilité à l'insuline, améliore le contrôle 

glycémique à long terme et le profil lipidique, diminue la pression sanguine et le risque 

d'athérosclérose. L'efficacité de cette pratique semble dépendre davantage de la fréquence à laquelle 

est fait l'exercice plus que de sa durée (Bloomgarden, 1999; Giacca et coll., 1998; Horton, 1996). 

1.2.6.2. Hypoglycémiants oraux 

L'usage des hypoglycémiants est indiqué lorsque malgré une bonne compliance aux 

recommandations diététiques, un bon contrôle glycémique ne peut être obtenu. 

Les sulphonylurées sont des hypoglycémiants oraux utilisés depuis 1955 dans le traitement 

du DNID. Ces agents stimulent la synthèse de l'insuline, diminuent le seuil glycémique requis pour 

une réponse sécrétoire donnée des cellules p ou potentialisent l'action de l'insuline. La dose et la 

durée d'action de ces agents varient selon leur type et leur génération (Lebovitz, 1994). 
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Les biguanides comme la metformine sont des drogues qui augmentent la sensibilité à 

l'insuline en stimulant la captation du glucose par les tissus périphériques et qui inhibent la 

néoglucogenèse. 

Les inhibiteurs de l'a-glucosidase constituent un autre type d'agents hypoglycémiants. Un de 

ces inhibiteurs, l'acarbose est un oligosaccharide d'origine microbienne qui inhibe d'une manière 

compétitive l'amylase et les a-glucosidases liées aux membranes. L'ingestion d'acarbose avec le 

repas ralentit l'absorption des hydrates de carbone et ce faisant réduit l'augmentation de glycémie 

suite à un repas riche en hydrates de carbone complexes (Amatruda, 1996; Chiasson et coll., 1994). 

D'autres types de drogues comme les thiazolidinediones améliorent l'action de l'insuline et 

diminuent la RI. L'effet hypoglycémiant de ces agents semble être accompagné d'une réduction de 

la concentration plasmatique d'insuline, de triglycérides et d'acides gras non-estérifiés (Day, 1999). 

1.2.6.3. Insulinothérapie 

Contrairement au cas de DID pour lesquels l'insuline est essentielle au maintien de la vie, un 

traitement par l'insuline n'est employé qu'en dernier recours, chez les patients atteints de DNID, pour 

améliorer le contrôle glycémique. L'usage combiné d'insuline et de médications hypoglycémiantes 

pourrait éviter l'insulinothérapie intensive et l'HI consécutive. Le succès de l'insulinothérapie dépend 

de la motivation des patients, de leur compliance et de leur capacité à recevoir une éducation 

adéquate (Edelman et Henry, 1996). 

La thérapie conventionnelle à l'insuline a pour objectif de prévenir les symptômes d'hypo-

et d'hyperglycémie, sans avoir d'objectifs spécifiques quant aux niveaux de glucose plasmatique. Par 

contre, la thérapie intensive à l'insuline vise à maintenir la glycémie à jeun entre 70 à 120 mg/dl (3.9- 
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6.7 mmo1/1), la glycémie post-prandiale à moins de 180 mg/dl (10 mmo1/1) et l'HbAl , inférieure à 

6.05%. Ce contrôle glycémique strict pourrait prévenir les complications associées au DID (The 

Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) Research Group, 1993). Les résultats d'une 

vingtaine d'armées d'étude ont démontré l'effet bénéfique d'un bon contrôle glycémique sur les 

complications microvasculaires des sujets atteints de DNID (Leslie, 1999). D'autres études 

démontrent que l'insulinothérapie intensive peut aussi prévenir ou retarder les complications 

microvasculaires à long terme associées au DNID (UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group, 

1998; Barranco, 1998; Turner et Clapham, 1998). De plus, l'hyperglycémie étant un facteur de risque 

indépendant des maladies cardiovasculaires, cette thérapie pourrait réduire les complications 

macrovasculaires du diabète. L'insulinothérapie intensive présente cependant, certains limites ou 

écueils tels les risques d'hypoglycémie, le gain pondéral, les problèmes d'éducation des patients et 

de leur suivi (Drouin, 1997). En outre, le débat existant sur les effets pro-athérogéniques potentiels 

de cette thérapie limite encore son application. 

Malgré le fait que le traitement du diabète puissent prévenir ou retarder les complications à 

long terme du diabète et réduire la mortalité qui y est associée, le contrôle du diabète reste difficile 

chez presqu'un tiers des sujets diabétiques non diagnostiqués. En outre, il reste à déplorer que, même 

au 21ème siècle, beaucoup de sujets diabétiques ne reçoivent pas encore de thérapie adéquate (Bell 

et coll., 1998). 
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1.3. Athérosclérose 

L'athérosclérose est une pathologie multifactorielle responsable de l'expression clinique des 

maladies coronariennes (Sharrett et coll., 1999), cérébrovasculaires et vasculaires périphériques 

(Mas, 1998) telles l'artériopathie oblitérante des membres inférieurs (Verhaeghe, 1998). 

Les maladies cardiovasculaires représentent la cause principale de mortalité aux États-Unis, 

en Europe et dans une partie de l'Asie (World Health Organization, 1985a; Levy, 1981). Au Japon, 

l'incidence des ischémies coronariennes dues à l'athérosclérose augmente graduellement (Yutani et 

coll., 1999). Au Canada, 37% de l'ensemble des décès survenus en 1995 ont été attribués aux 

maladies de l'appareil circulatoire, 21% étant associés aux maladies cardiaques ischémiques (Heart 

and Stroke Foundation, 1997). On y a cependant observé de 1981 à 1991 une diminution de 22 à 

16% des décès causés par l'infarctus du myocarde (Naylor et chen, 1994). Cette diminution peut être 

expliquée en partie par l'utilisation des agents P-bloquants et de l'aspirine, par l'usage de la thérapie 

thrombolytique (Rogers et coll., 1994), ainsi que par l'identification des facteurs de risque 

responsables des maladies cardiovasculaires (Hunink et coll., 1997). Dès 1970, les résultats des 

études épidémiologiques à long terme ont permis d'identifier les facteurs de risque majeurs des 

maladies coronariennes, tels l'hypercholestérolémie, le diabète, l'hypertension, l'histoire familiale, 

le tabagisme et la sédentarité (Dawber, 1980; Kannel et McGee, 1979). Il est à noter que presque 

80% de la population québécoise présentent au moins un des facteurs de risque modifiables cités plus 

haut (Health Canada, 1995). 

L'athérosclérose est caractérisée par un développement focal de lésions athéromateuses dans 

les artères de gros et moyen calibre. Le processus pathologique est initié par l'accumulation de 

lipoprotéines dans l'espace sous-intimal du vaisseau sanguin, et par l'adhésion des monocytes à 



59 

l'endothélium. Suite à leur migration vers l'espace sous-endothélial, les monocytes se différencient 

en macrophages qui, par leur capacité à accumuler le cholestérol, se transforment en cellules 

spumeuses. Les facteurs de croissance, les cytokines et d'autres substances vasoactives sécrétées par 

les macrophages, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les plaquettes, favorisent 

la progression de la lésion athéromateuse. Au stade ultérieur de la maladie, les cellules musculaires 

lisses migrent de la média vers l'intima, et y prolifèrent; elles y contribuent à l'augmentation du tissu 

conjonctif. La quantité accrue des protéines du tissu conjonctif et leur changement de composition 

(St. Clair, 1997; Stary et coll., 1995; Ross, 1995), facilitent la rétention des lipoprotéines dans 

l'espace sous-endothélial. 

1.3.1. Artère saine 

L'artère ne sert pas seulement à véhiculer le sang vers les différents organes, mais est aussi 

capable de réguler de façon complexe le débit sanguin en fonction des besoins de ces organes, 

assurant l'homéostasie vasculaire. Différentes tuniques, de nombreuses cellules et molécules 

permettent cette fonction harmonieuse et adaptée. 

L'artère normale est constituée de 3 couches: 1) l'intima nommée généralement endothélium 

est la tunique la plus interne tapissée d'une seule couche cellulaire, les cellules endothéliales, 

constituant l'interface entre la paroi artérielle et le sang circulant; 2) la média ou tunique moyenne 

constituée de cellules musculaires lisses dont la contraction et la relaxation régulent le débit sanguin 

et la pression artérielle; 3) l'adventice, la tunique la plus externe, qui comporte des nerfs et de petits 

vaisseaux sanguins nourriciers de l'artère. Une couche élastique limitante, constituée d'une 
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membrane basale mince recouverte de fibres de collagène, de fibres élastiques, de cellules 

musculaires lisses et de quelques fibroblastes, sépare la média de l'intima et de l'adventice. 

1.3.2. Phases de l'athérosclérose 

1.3.2.1. Lésion primaire ou strie lipidique 

Les premières étapes de l'athérosclérose se déroulent dans l'espace sous-endothélial. Les 

facteurs initiant le développement de la lésion athéromateuse sont d'une part les particules de LDL 

cholestérol qui s'infiltrent à travers l'endothélium dans l'espace sous-endothélial et y sont modifiées 

(oxydation ou glycation), et d'autre part les monocytes qui, après avoir adhérer aux cellules 

endothéliales activées, pénètrent dans la paroi vasculaire. Les monocytes se différencient alors en 

macrophages qui, en captant les esters de cholestérol dérivés des LDL, se transforment en cellules 

spumeuses (Napoli et coll., 1997; Stary, 1994). 

L'accumulation de cellules inflammatoires et de lipides dans la paroi vasculaire caractérise 

la strie lipidique. Visible dès l'enfance, la strie lipidique se traduit macroscopiquement par un 

épaississement jaunâtre de l'intima. Elle est réversible (Verges, 1998; Ross, 1995; Stary, 1994; 

Badimon et coll., 1993). 

1.3.2.2. Lésion intermédiaire ou fibro-lipidique 

La lésion fibro-lipidique est composée d'un nombre élevé de macrophages, de lymphocytes-

T, ainsi que d'un nombre varié de cellules musculaires lisses. Une matrice conjonctive relativement 

peu développée contenant des fibres de collagène, des fibres élastiques et des protéoglycans entoure 

ces cellules. À cette phase, la lésion contient des cellules spumeuses en couche (Katsuda et coll., 
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1992). Les substances chimiotactiques, comme le PDGF, sécrétées par les macrophages et les 

cellules endothéliales, induisent la prolifération des cellules musculaires lisses et leur migration de 

l'intima vers la média (Tallquist et coll., 1999; Badimon et coll., 1993). Les cellules musculaires 

lisses produisent une quantité importante de matrice extracellulaire dans l'espace sous-endothélial. 

Les lipides de la lésion intermédiaire sont constitués de cholestérol et de phospholipides, 

mais surtout d'esters de cholestérol. Ils sont pour la plupart contenus dans les macrophages, les 

cellules musculaires lisses et les cellules spumeuses; une petite quantité de gouttelettes lipidiques 

finement dispersées et des particules vésiculaires sont toutefois visibles dans l'espace extracellulaire 

(van Reyk et Jessup, 1999; Stary et coll., 1994). 

Le développement et la progression des lésions intermédiaires dépendent des forces 

mécaniques qui agissent au niveau de la paroi vasculaire. Une de ces forces dénommée le "low shear 

stress", par sa capacité à augmenter le temps de résidence ainsi que le temps et la surface 

d'interaction entre diverses particules sanguines, telles les LDL et les leucocytes, et la paroi artérielle, 

augmente leur diffusion trans-endothéliale (Dong et Lei, 2000; Glacov et coll., 1988). Les forces 

mécaniques paraissent aussi causer un épaississement intimal adaptatif variable selon les niveaux 

plasmatiques de lipoprotéines (Stary et coll., 1992). La présence de cellules musculaires lisses, 

l'abondance de la matrice intracellulaire, l'accumulation excessive de lipoprotéines et de 

macrophages, la présence dans l'intima de cellules spumeuses et de gouttelettes lipidiques (Plutzky, 

1999; Bauters et coll., 1998; Stary, 1994) constituent autant de signes de progression de la maladie 

athéromateuse. 

Chez les sujets ayant des niveaux plasmatiques élevés de lipoprotéines athérogéniques, tels 

les patients atteints d'hypercholestérolémie familiale homozygote, les lésions intermédiaires 



62 

progressent rapidement. Il est à noter que chez les sujets âgés, un épaississement intimal et des 

lésions avancées sont notées dans des sites non-vulnérables, même en l'absence de dyslipidémie 

(Agerbaek et coll., 1999; Stary, 1994). 

1.3.2.3. Lésions avancées ou plaque fibreuse 

La lésion avancée est couverte par une coiffe dense de tissu conjonctif contenant de 

nombreuses cellules musculaires lisses, des macrophages et des lymphocytes T, recouvrant un core 

nécrotique central. Après leur migration vers l'intima, les cellules musculaires lisses produisent en 

grande quantité une matrice de tissu conjonctif, constituée de collagène, de fibres élastiques et de 

protéoglycans. L'accumulation continue de tissu conjonctif et de lipides extracellulaires ainsi que la 

présence massive de cellules musculaires lisses et de macrophages remplis de cholestérol donne 

naissance à la plaque fibreuse (Newby et Zaltsman, 1999; Bauters et coll., 1998; Ross, 1995; Ross, 

1993). Outre l'épaississement artériel provoqué par la prolifération des cellules musculaires lisses, 

ces cellules jouent un rôle actif dans la sécrétion de PDGF (Libby et coll., 1988), un facteur à la fois 

mitogénique et chémoattractant. 

La nécrose des cellules, induite par le cholestérol libre, la lyso-phosphatidyl-choline et les 

stérols oxydés (Kellner-Weibel et coll., 1999; Tabas, 1997; Steinberg et coll., 1996), entraîne 

l'apparition de dépôts lipidiques extracellulaires. 

Selon le phénomène de remodelage vasculaire décrit par Glacov et coll. (1988), le 

développement de la plaque à l'intérieur du vaisseau est longtemps compensé par un élargissement 

de la taille de ce vaisseau. Au stade d'élargissement maximal, le développement de la plaque aboutit 

au rétrécissement progressif de la lumière vasculaire, limitant le débit sanguin et entraînant des 
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symptômes d'angor. La rupture de la plaque sera pour sa part, le facteur déclenchant d'un évènement 

coronarien. Si la présence d'une coiffe fibreuse épaisse et dense est un paramètre de stabilité d'une 

plaque, une plaque non uniforme, mince sur les côtés et riche en macrophages est reconnue comme 

instable (Zhou et coll., 1999; Gronholdt et coll., 1998; Fuster et coll., 1990). Il est à noter qu'outre 

les facteurs locaux, divers facteurs systémiques tels l'infection, l'auto-immunité et les gènes 

pourraient influencer la rupture de la plaque athéromateuse (Rothwell et coll., 2000). 

1.3.3. Cellules de la lésion athéromateuse 

1.3.3.1. Endothélium 

Les cellules endothéliales jouent un rôle critique dans l'homéostasie vasculaire (Ross, 1990) 

et assument de nombreuses fonctions (Shimokawa, 1999; Carter et coll., 1997; Massy et Keane, 

1996; Ross, 1995) telles que: 

- le maintien d'une surface non adhérente pour les leucocytes et les plaquettes sanguines; 

- le contrôle d'échange de fluides et de nutriments entre le plasma et la paroi artérielle; 

- le maintien du tonus vasculaire par la libération de molécules vasodilatatrices telles le . NO et la 

prostacycline (PGI2), et vasoconstrictives telles l'endothéline et l'angiotensine-II; 

- la sécrétion de cytokines telles le TNF-o4 et 1'IL-1 et de facteurs de croissance tels le PDGF et le 

FGF; 

- la formation et le maintien de la matrice du tissu conjonctif incluant la membrane basale et le 

collagène; 

- le maintien d'une surface non thrombogénique par la production de molécules telles la PGI2, les 

héparan sulfates et l'ecto-adénosine-diphosphatase; 
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- l'équilibre entre les activités pro- et anti-coagulantes, par la synthèse d'une variété de substances 

pro-coagulantes (le facteur de von Willebrand, les facteurs V et VIII et le facteur tissulaire), anti-

coagulantes (la thrombomoduline) et fibrinolytiques (le PAI-1). 

1.3.3.2. Macrophages dérivés des monocytes 

Les monocytes sanguins passent occasionnellement à travers l'endothélium sain et sont ainsi 

parfois détectés de manière isolée dans une paroi vasculaire intacte. La présence massive de 

monocytes dans l'intima vasculaire est considérée comme l'évènement biologique le plus précoce 

de l'athérosclérose. Ce phénomène est observé lors de l'induction expérimentale de lésions 

athéromateuses dans divers modèles expérimentaux (Schwartz et coll., 1991; Ross, 1986). 

Le recrutement des monocytes dans l'intima artérielle est un processus d'origine 

inflammatoire impliquant une variété de mécanismes, dont l'essentiel constitue l'adhésion 

monocytaire aux cellules endothéliales. Ce contact paraît plus probable au niveau des sites 

vasculaires où les conditions hémodynamiques occasionnent un temps de résidence prolongé du sang 

à la surface endothéliale. L'adhésion des monocytes, est un phénomène actif impliquant l'expression 

de molécules d'adhésion à la surface de l'endothélium et la sécrétion d'une variété de cytokines 

chémoattractrices telles l'IL- 1f3 et le "monocyte colony stimulating factor ou M-CSF". Des 

glycoprotéines exprimées à la surface des monocytes sont aussi impliquées dans ce processus (Chiac, 

1998; Schwartz et coll., 1993). L'adhésion des monocytes est suivi par leur migration à travers 

l'endothélium. Ce dernier processus semble stimulé par certains facteurs chémoattractants tels les 

LDL oxydées et le "monocyte chemoattractant protein-1" (MCP-1). Le MCP-1, produit par les 

cellules endothéliales et musculaires lisses, est un facteur chimiotactique spécifique aux monocytes 
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(Reckless et coll., 1999; Aiello et coll., 1999; Yoshimura et coll., 1989). Sa synthèse est stimulée 

en présence de LDL oxydées (Cushing et coll., 1990). 

Les monocytes présents dans l'espace sous-endothélial, sont activés et se différencient en 

macrophages (Schwartz et coll., 1993). Ils possèdent de multiples récepteurs distincts dans la 

membrane cellulaire, incluant des récepteurs pour les LDL, des récepteurs "scavengers" avec des 

sites reconnaissant les LDL oxydées, des récepteurs Fc et des récepteurs pour les protéines glyquées. 

Une liaison à chacun de ces récepteurs peut favoriser la libération des cytokines, des facteurs de 

croissance, des protéases, des prostaglandines et des radicaux libres. Les macrophages sécrètent en 

outre des protéines importantes pour le métabolisme des lipoprotéines comme la LPL et l'apo E 

(Kraemer, 1992). Ces macrophages accumulent des lipides et captent, par leurs récepteurs 

"scavengers", les LDL oxydées. La concentration intracellulaire de cholestérol ne contrôlant pas 

négativement l'expression de ces récepteurs, les macrophages se transforment en cellules spumeuses 

(van Reyk et Jessup, 1999; Badimon et coll., 1993; Schwartz et coll., 1991; Gerrity et coll., 1979). 

Il a été démontré récemment que les macrophages captent les VLDL modérément oxydées par les 

récepteurs "scavengers"; l'oxydation des VLDL augmentent leur captation macrophagique de l'ordre 

de 2 fois (Jong et coll., 2000). 

Les macrophages jouent un rôle important dans la progression de la lésion athéromateuse. 

Ils prolifèrent, incorporent des lipides et oxydent les LDL (Chisolm et coll., 1999; Natarajan et coll., 

1997; Badimon et coll., 1993; Rosenfeld et Ross, 1990; Parthasarathy et coll., 1986). Ils produisent 

des facteurs de croissance qui induisent la prolifération des monocytes, des cellules musculaires 

lisses et des cellules endothéliales et, stimulent la néovascularisation de la plaque. Les macrophages 

activés produisent enfin, une série de molécules chimiotactiques pour les monocytes et les cellules 
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musculaires lisses (Ross, 1995). Finalement ils libèrent des enzymes telles les métallo-protéinases 

qui dégradent la matrice et contribuent ainsi à la déstabilisation et à la rupture de la plaque 

athéromateuse (Newby et Zaltsman, 1999). Le TNF-a et les LDL oxydées augmentent l'expression 

des métallo-protéinases par les macrophages dérivés des monocytes humains, ce qui contribue à la 

dégradation de la matrice extracellulaire (Rajavashisth et coll., 1999; 1999a). 

1.3.3.3. Cellules musculaires lisses 

Malgré leur présence dans certains segments de la couche intimale, les cellules musculaires 

lisses constituent la composante majeure de la couche médiale. S'attachant à la fois à la matrice du 

tissu conjonctif et aux cellules voisines, ces cellules assurent le maintien du tonus artériel. À la 

naissance, un espace virtuel existe entre la membrane basale sous-jacente à l'endothélium et la 

couche élastique interne de l'artère. Avec l'âge, quelques cellules musculaires lisses apparaissent à 

l'intérieur de l'intima, entraînant ainsi un épaississement uniforme de l'intima. Ces régions 

deviendront plus sensibles à l'accumulation de cellules inflammatoires, de cellules musculaires lisses 

et de lipides (Owens et coll., 1997; Ross, 1995; Owens, 1995). L'expression de récepteurs pour les 

LDL et les VLDL, ainsi que l'expression de récepteurs "scavengers" à la surface des cellules 

musculaires lisses et des macrophages rendent compte de la transformation de ces cellules en cellules 

spumeuses au cours de l'athérogenèse (Hiltunen et coll., 1998). 

La stimulation des cellules musculaires lisses par différents agents pathogéniques entraîne 

l'expression de facteurs de croissance (tels le PDGF, le FGF, l'IGF-I) et de cytokines (i.e. l'IL-1 et 

le TNF-a), par ces cellules. Ces molécules exercent à leur tour divers effets autocrines et paracrines 

et stimulent le processus d'apoptose (Hishikawa et coll., 1999; Libby et coll., 1988). La 
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susceptibilité des cellules musculaires lisses, à être activées par ces substances, dépend en partie de 

leur phénotype. Au sein de l'artère, deux phénotypes de cellules musculaires lisses ont été distingués: 

le phénotype contractile (prédominant, riche en myofilaments cytosoliques) et responsable des 

changements vasomoteurs; le phénotype synthétique, ayant un Golgi et un réticulum endoplasmique 

rugueux plus développés, et exprimant des gènes qui contrôlent la croissance et induisent la synthèse 

de la matrice cellulaire. La transformation des cellules musculaires lisses du phénotype contractile 

vers le phénotype synthétique entraîne la migration de ces cellules vers l'intima, ainsi que leur 

prolifération en réponse à des facteurs de croissance et chimiotactiques (Shuster et Herman, 1998; 

Ross 1990; Stary et coll., 1992; Raines et Ross, 1993). 

Selon leur origine, les cellules musculaires lisses pourraient répondre aux stimuli, proliférer 

et synthétiser la matrice de manière variable. Ainsi, le type de tissu conjonctif qui entoure les cellules 

musculaires lisses de la média d'une artère saine diffère de celui entourant ces cellules dans les 

lésions athéromateuses: l'artère saine démontre plus de fibres de collagène, et l'artère athéromateuse 

plus de protéoglycans parsemés de fibres de collagène. La nature de la matrice entourant les cellules 

musculaires lisses pourrait déterminer la quiescence ou la multiplication de ces cellules en réponse 

à divers stimuli (Tummalapalli et Tyagi, 1999; St. Clair, 1997; Stary, 1995). À noter que les 

interactions entre les cellules musculaires lisses et la matrice extracellulaire peuvent aussi conduire 

à l'expression de chémokines par les macrophages (Weissberg, 1999; Ross, 1999). 

1.3.3.4. Lymphocytes-T 

Une quantité importante de lymphocytes-T a été détectée dans les lésions athéromateuses, 

suggérant que ces cellules puissent être une composante immunitaire de l'athérogenèse (Hansson, 
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1997; 1989). On note plus particulièrement dans ces lésions, la présence de cellules CD4+ et CD8+, 

(Libby et Hansson, 1991) et ceci indifféremment des facteurs de risque impliqués dans la 

pathogenèse de la maladie. La prolifération des lymphocytes-T induite par l'IL-2, pourrait induire 

l'expansion de la lésion. Les lymphocytes-T activés pourraient à leur tour être chimiotactiques pour 

les macrophages et les activer en libérant l'IFNy, le "granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor" (GM-CSF) ou le TNF-a (Favero et Lafont, 1998; Ross, 1993). 

1.3.3.5. Plaquettes sanguines 

Lorsque l'endothélium est intact, les plaquettes sanguines jouent un rôle important dans le 

maintien de l'intégrité vasculaire, en exerçant un rôle protecteur contre l'hémorragie spontanée. Dans 

une situation pathologique telle l'athérosclérose, les plaquettes adhèrent à la paroi vasculaire, sont 

activées, recrutées, et participent au processus de coagulation, d'agrégation (formation de ponts 

moléculaires entre les plaquettes et le réseau de fibrine) et de rétraction du caillot (Drouet et coll., 

1998). 

Les plaquettes adhèrent à l'endothélium altéré. Leur activation conduit à la production de 

prostaglandines, telles le thromboxane A2  (une des substances les plus vasoconstrictrices et 

puissantes dans l'agrégation plaquettaire), et de leucotriènes, qui amplifient la réponse inflammatoire. 

Les plaquettes activées peuvent s'accumuler dans la paroi artérielle et recruter des plaquettes 

additionelles dans un thrombus en expansion. La glycoprotéine IIb/IIIa, un récepteur appartenant à 

la superfamille des intégrines est exprimée à la surface des plaquettes durant leur activation et durant 

la formation du thrombus (Bombeli et coll., 1998; Badimon et coll, 1997). Les plaquettes activées 

libèrent des granules qui contiennent une vaste variété de substances ayant des propriétés 
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mitogéniques et chimiotactiques telles le PDGF et le TGFP. Ces facteurs contribuent à l'infiltration 

des monocytes ainsi qu'à la prolifération des cellules musculaires lisses et des monocytes (Bombeli 

et coll., 1998; Fuster et coll., 1992). 

1.3.3.6. Interaction des cellules impliquées dans l'athérosclérose 

Les branches, les bifurcations et les courbures artérielles sont des sites vasculaires spécifiques 

où le flux sanguin peut être altéré par le stress de cisaillement ou "Shear stress" et la turbulence du 

courant sanguin (Stanton, 1999; Gotlieb et Langille, 1996). Des molécules d'adhésion spécifiques, 

répondant à ces types de stress sont exprimées par l'endothélium recouvrant ces sites spécifiques. 

Ces molécules, dont les sélectines, les molécules d'adhésion intercellulaire (1CAM) et les molécules 

d'adhésion vasculaire (VCAM) sont responsables de l'adhésion, de la migration et de l'acctunulation 

des monocytes et des lymphocytes-T et agissent comme récepteurs pour les intégrines exprimées à 

la surface des monocytes et des lymphocytes-T. Les molécules chémoattractrices générées par 

l'endothélium, les cellules musculaires lisses et les monocytes, telles le MCP-1, l'ostéopontine et les 

LDL modifiées, attirent les monocytes et les lymphocytes-T dans la paroi artérielle (Giachelli et coll., 

1998; Springer et Cybulsky, 1996). 

L'activation des monocytes et des lymphocytes-T dans la lésion conduit à la surexpression 

de certains antigènes à leurs surfaces, telles les molécules ressemblants à la mucine se liant aux 

sélectines, les intégrines se liant aux molécules d'adhésion de la superfamille des immunoglobulines 

et les récepteurs se liant aux molécules chémoattractrices. Ces interactions ligands-récepteurs 

activent davantage les cellules mononucléées, induisent la prolifération cellulaire et déterminent les 

sites des réponses inflammatoires et ceux des lésions (Springer et Cybulsky, 1996). 
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ICAM-1 et VCAM-1, sont exprimées de façon précoce à la surface des cellules endothéliales, 

recouvrant les aires vasculaires susceptibles à l'athérosclérose. La dyslipidémie, et en particulier 

l'hypercholestérolémie, augmente l'expression de ces molécules d'adhésion. Dans les lésions 

avancées, les cellules intimales expriment, à leur tour, ces molécules d'adhésion (Iiyama et coll., 

1999; Nakashima et coll., 1998). 

Les disintégrines, une classe de molécule récemment découverte et ressemblante aux métallo-

protéinases ou aux protéines riches en cystéine, ont été identifiées au niveau de l'endothélium, des 

cellules musculaires lisses et des macrophages (HeiTen et coll, 1997). Ces protéines trans-

membranaires qui paraissent impliquées dans les interactions entre les cellules, contiennent une 

séquence analogue à celle des métallo-protéinases dans leur segment extracellulaire qui leur permet 

d'activer des molécules telles le TNF-a (Black et coll., 1997). Les disintégrines sont absentes dans 

l'artère saine mais présentes dans les lésions athéromateuses (Herren et coll., 1997). 

Les macrophages et les cellules spumeuses présents dans les lésions athéromateuses 

constituent une source locale de facteurs activant le plasminogène, un médiateur phospholipidique 

semblant exercer un rôle pro-athérogénique et pro-tIrombotique. Les plaquettes activées stimulent 

l'expression des récepteurs à la thrombine à la surface des cellules musculaires lisses, potentialisant 

ainsi la réponse mitogénique et vasoconstrictrice de ces cellules à la thrombine. L'activation des 

plaquettes par la thrombine induit la sécrétion d'IL-8 et de MCP-1 par les monocytes et stimulent 

ainsi leur adhésion et leur migration à travers l'endothélium vasculaire. Les plaquettes activées, 

exprimant la P-sélectine, participent à l'interaction des leucocytes avec les cellules endothéliales et 

les surfaces sous-endothéliales des sites artériels sujets aux contraintes de cisaillement (Drouet et 

coll., 1998). 
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1.3.4. Étiologie de l'initiation des lésions athéromateuses 

La dysfonction endothéliale et les anomalies du métabolisme lipidique paraissent jouer un 

rôle primordial et synergistique dans le développement de la plaque athéromateuse. 

La durée de vie normale d'une cellule endothéliale est estimée à 30 ans environ. Au-delà de 

ce laps de temps, les cellules endothéliales sont remplacées par de l'endothélium regénéré. Ces 

cellules regénérées semblent avoir une capacité diminuée à libérer des facteurs vasorelaxants tels que 

le NO, et à maintenir leurs propriétés anti-agrégantes. Par opposition, la libération de facteurs 

vasoconstricteurs est maintenue, voire même augmentée, dans les vaisseaux sanguins lésés 

(Vanhoutte et Boulanger, 1995; Gohra et coll., 1995). Des niveaux élevés de LDL plasmatiques, en 

particulier lorsque ces lipoprotéines sont oxydées, petites et denses, sont associés à l'augmentation 

de leur infiltration dans l'espace sous-endothélial. Ce dernier processus aboutit à l'oxydation des 

LDL par l'action des lipoxygénases, d'espèces radicalaires oxygénées, de peroxynitrite, de 

myéloperoxydase et de la LPL (Podrez et coll., 1999; Balagopalakrishna et coll., 1999). Les LDL 

oxydées sont cytotoxiques et inhibent la dilatation endothéliale dépendante du •NO. Les LDL 

oxydées en induisant l'expression de molécules d'adhésion et de MCP-1, contribuent aussi au 

recrutement de nouveaux monocytes dans l'espace sous-endothélial et fournissent de nouveaux 

précurseurs des cellules spumeuses. La présence des cellules spumeuses dans l'intima est considérée 

comme un marqueur cellulaire de l'accumulation pathologique des lipoprotéines, particulièrement 

dans les régions susceptibles à l'athérosclérose (Boring et coll., 1998; Verges, 1998; Hajjar et 

Haberland, 1997; Massy, 1996). 

Plusieurs hypothèses ont suggéré la contribution de divers éléments dans l'initiation de 

l'athérosclérose. La contribution de certains facteurs a été sujette à la revue de littérature suivante. 
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1.3.4.1. Contribution des lipoprotéines 

Des concentrations élevées de LDL plasmatiques entraînent l'infiltration de ces lipoprotéines 

dans la paroi artérielle et leur captation subséquente par les macrophages et les cellules musculaires 

lisses. D'autre part, la liaison des LDL aux protéoglycans de la matrice extracellulaire, en retenant 

ces particules dans l'espace sous-endothélial, contribue à l'augmentation de la captation de ces 

lipoprotéines par les macrophages (Williams et Tabas, 1998; Boréon et coll., 1998). 

- la concentration des lipoprotéines: l'accumulation des lipoprotéines plasmatiques dans 

l'intima est associée à des réactions cellulaires spécifiques, constituant les évènements fondamentaux 

responsables de l'initiation des lésions (Syvanne et coll., 1998; Wilson, 1994; Getz, 1990). La taille 

et la complexité des lésions est fonction de cette accumulation. Le seuil de concentration des 

lipoprotéines plasmatiques induisant l'accumulation de ces particules dans l'intima et les réactions 

pathologiques cellulaires qui en découlent, restent toutefois à être clarifiées. 

- le temps de résidence: l'existence de forces mécaniques au niveau de certaines régions de 

l'arbre vasculaire augmente le temps de résidence des lipoprotéines athérogéniques à la surface 

luminale et favorise leur infiltration dans la paroi artérielle (Knobler et coll., 1998; Fatouraee et coll., 

1998). 

- les modifications des lipoprotéines: les lipoprotéines captées dans l'espace sous 

endothélial y sont modifiées. Plusieurs études ont mis en évidence une association entre la présence 

de LDL petites, denses et riches en triglycérides, la propension de ces LDL à être oxydées et le risque 

coronarien (Griffin et coll., 1999; Byrne, 1999; Austin et Edwards, 1996). La présence en grand 

nombre de LDL oxydées au niveau des lésions athérosclérotiques ainsi que le potentiel inhibiteur 

des antioxydants dans le développement des lésions athéromateuses dans divers modèles 
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expérimentaux (Galle et coll., 1999; Chopra et Turnham, 1999; Stephen et coll., 1996; Andalibi et 

coll., 1993; Yla-Herttuala, 1989), suggèrent un rôle pathogénique central du stress oxydatif dans 

l'athérosclérose. Les LDL oxydées sont internalisées par les récepteurs "scavengers" des 

macrophages, ainsi que par les cellules musculaires lisses (de Villiers et Smart, 1999; Llorente-

Cortes et coll., 1998; Massy, 1996). Alors que les lipides sont réestérifiés pour le stockage, la 

dégradation des lipides oxydés par les macrophages n'a pas lieu ou semble minime (Lougheed et 

coll., 1991). Les LDL oxydées possèdent des propriétés chimiotactiques pour les monocytes 

circulants, stimulant la synthèse de MCP-1 et la production de cytokines telles le TNF-a et l'IL-1f3 

par les cellules vasculaires (Klouche et coll., 1998; Frostegard et coll., 1997; Jovinge et coll., 1996; 

Ohlsson et coll., 1996; Cushing et coll., 1990). Elles favorisent l'adhésion des leucocytes à 

l'endothélium et augmentent la perméabilité de la barrière endothéliale (Verges, 1998). Les LDL 

modifiées stimulent la prolifération des cellules musculaires lisses et la réplication des macrophages 

dans la lésion athéromateuse (Chatterjee et Ghosh, 1996). Elles augmentent l'activité pro-coagulante 

de l'endothélium, ainsi que la synthèse endothéliale de PAI-1 (Allison et coll., 1999). Elles inhibent 

la vasodilatation endothéliale dépendante du 'NO (Yudkin, 1999; Dichtl et coll., 1999). 

- le niveau de cholestérol plasmatique: en conditions normales, l'intima contient quelques 

macrophages isolés. L'hypercholestérolémie augmente le passage des monocytes de la circulation 

vers l'intima. Des études épidémiologiques ont rapporté une relation entre les niveaux élevés de 

cholestérol plasmatique et l'abondance des stries lipidiques dans la lésion athéromateuse (Napoli et 

coll., 1999; Euroaspire Study Group, 1997). En outre, une diminution des niveaux du cholestérol 

sanguin a été reliée à une réduction d'évènements coronariens (Nordestgaard et coll., 1994; Brown 

et coll., 1990). 
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L3.4.2. Contribution de l'infection 

Plusieurs études ont suggéré des associations entre l'incidence de l'athérosclérose et 

l'infection par deux types de microorganismes: le virus de l'herpes et le Chlamydia Pneumoniae. Ces 

agents infectieux ont été identifiés dans les lésions athéromateuses coronariennes (Libby et coll., 

1997). 

Virus et athérosclérose: la première preuve de l'implication d'agents infectieux dans 

l'athérosclérose provient d'expériences impliquant des virus de l'herpes. Dans ce travail, Fabricant 

(1981) se référait à l'induction, par le virus de l'herpes, d'une maladie "ressemblant à l'athérosclérose" 

chez les oiseaux. Depuis, deux virus humains, les virus de l'herpes simplex de type I et le cyto-

mégalovirus, ont été impliqués dans l'infection des cellules artérielles, la transformation des cellules 

spumeuses, la prolifération des cellules musculaires lisses, le dysfonctionement des cellules 

endothéliales, l'expression des molécules d'adhésion et la production de cytokines par les 

monocytes/macrophages (Nicholson et Hajjar, 1999; Nicholson et Hajjar, 1998). Bien que les 

arguments expérimentaux impliquant les virus de l'herpes dans l'athérogenèse soient solides, les 

arguments clinico-anatomiques sont faibles, voire contradictoires. Cette fragilité des données histo-

pathologiques pourrait être attribuable à une particularité remarquable des cytomégalovirus qui 

peuvent in vitro altérer les fonctions des cellules infectées, puis s'évanouir sans laisser la moindre 

signe de leur intervention (Legrand et coll., 1997). 

Bactéries et athérosclérose: les bactéries ont étoffé la liste des microbes potentiellement 

impliqués dans le développement de l'athérosclérose. Un titre plus élevé d'anticorps contre le 

Chlamydia pneumoniae, une bactérie gram-négative, est rapporté chez les victimes d'accidents 

coronariens (Saikku et coll., 1988). L'exposition des macrophages à cet agent pathogène augmente 
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la captation des LDL, leur oxydation et la formation des cellules spumeuses (Byrne et Kalayoglou, 

1999; Kalayoglu et coll., 1999). Bien qu'il n'existe pas de preuve convaincante que cette bactérie 

soit capable d'induire à elle seule des lésions athéromateuses (Hoffrneister et coll., 2000), l'infection 

par cet agent pathogène semble cependant pouvoir accélérer le développement des lésions 

athéromateuses dans divers modèles expérimentaux (Moazed et coll., 1997; 1996). Une autre 

bactérie, Phélicobacter pylori, montre aussi une association inconstante avec les maladies artérielles 

(Pellicano et coll., 1999; Danesh et Peto, 1998; 1997). Néanmoins, les appuis expérimentaux ou 

histopathologiques de l'implication de cet agent dans l'athérogenèse restent faibles. 

Bien qu'il n'existe pas d'étude sur l'effet direct des microorganismes pathologiques sur 

l'induction de lésions artérielles, il est cependant possible que l'infection combinée à d'autres 

facteurs, puisse être responsable de la genèse de lésions athéromateuses chez certains patients (Kuo 

et Campbell, 1998). 

Protéines de stress: un anticorps dirigé contre un antigène microbien pourrait présenter une 

réactivité croisée avec une protéine naturelle exprimée dans les plaques, induisant une réaction 

immune capable d'aviver l'inflammation locale; certaines protéines bactériennes de choc thermique 

("Heat Shock Proteins" ou HSP) dont la structure est restée très proche des HSP humaines sont 

incriminées dans la pathogenèse de l'athérosclérose. Les HSP sont synthétisées physiologiquement 

pour protéger la cellule des agressions reliées au stress. Dans divers modèles expérimentaux, le choc 

thermique a été utilisé pour produire l'épaississement focal de l'intima. L'HSP 60 peut servir d'auto-

antigène et des concentrations élevées d'auto-anticorps anti-HSP 60 ont été observées dans les 

lésions d'athérosclérose (Prohaszka et coll., 1999). L'HSP 70 est aussi retrouvée dans les lésions 

athéromateuses et aux endroits où l'artère est épaissie. L'existence d'une corrélation entre les niveaux 
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d'anti-HSP 70 et différents types de maladies vasculaires suggère que cette protéine puisse être 

impliquée dans la pathogenèse et la progression de l'athérosclérose (Chan et coll., 1999). Bien que 

la présence de ces protéines soit retrouvée au stade précoce de l'athérosclérose, les lésions vasculaires 

produites expérimentalement par le choc thermique ne reproduisent pas les caractéristiques des 

lésions athérosclérotiques humaines. 

1.3.4.3. Contribution du stress oxydatif 

Il a été démontré que le stress oxydatif induisait l'activation de gènes régulés par un système 

rédox-sensible. Dans un micro-environnement de paroi vasculaire dépourvu d'antioxydants, les 

modifications oxydatives des particules de LDL ont lieu. Ce processus d'oxydation est un 

phénomène complexe résultant d'un déséquilibre entre les facteurs antioxydants (Abplanalp et coll., 

2000; Chopra et Turnham, 1999) et pro-oxydants libérés, entre autres, par les macrophages activés 

(Kaplan et coll., 1999). 

Divers mécanismes semblent responsables de l'effet inhibiteur des antioxydants sur le 

processus athérosclérotique tels la réduction de l'infiltration des monocytes (Rangan et coll., 1999), 

la réduction d'expression des molécules d'adhésion (Ferns et coll., 1993) et l'inhibition d'oxydation 

des LDL (Tsujita et Yokoyama, 1996; Guyton et coll., 1995). Les antioxydants inhibent la 

prolifération des cellules musculaires lisses, l'induction de l'agrégation plaquettaire, la production 

des cellules spumeuses et l'apoptose cellulaire. L'interaction entre antioxydants et monocytes pourrait 

être responsable de la diminution de production des cytokines et des facteurs de croissance et/ou de 

la réduction de la réponse des cellules musculaires lisses à ces facteurs (Girndt et coll., 2000; 

Weisburger, 1999; Santanam et coll., 1998). 
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Bien que les études épidémiologiques aient observé une relation inverse entre les niveaux 

ou l'apport en vitamine E et les évènements cardiovasculaires (Losonczy et coll., 1996), les études 

d'intervention n'ont pu démontrer de manière constante, l'effet bénéfique d'un apport accru en 

antioxydants sur les taux de morbidité et mortalité cardiovasculaires (Yusuf et coll., 2000). La 

consommation des nutriments riches en antioxydants reste actuellement la seule mesure préconisée 

pour la prévention des maladies cardiovasculaires (Schwenke, 1998). 

1.3.4.4. Contribution de la réponse au dommage endothélial 

L'altération de la fonction endothéliale précède toute altération histologique du vaisseau 

sanguin (Lerman A et Burnett, 1992). Il a été proposé qu'une lésion de l'endothélium et/ou une 

altération de ses fonctions (dysfonction endothéliale) puissent constituer des mécanismes précoces 

du développement de l'athérosclérose (Ross et Glomset, 1976). La dysfonction ou le dommage 

endothélial se traduisent par divers phénomènes tels la production excessive de molécules 

d'adhésion, le changement de la perméabilité vasculaire, la perte de capacité vasodilatatrice et la 

sécrétion de facteurs vasoconstrictifs, l'incompétence des cellules endothéliales à regénérer les sites 

lésés et à prévenir l'agrégation plaquettaire et la thrombose, et enfin la production anormale de 

cytokines et de facteurs de croissance (Dart et Chin-Dusting, 1999; Dimmeler et coll., 1998; 

Jackiewicz et coll., 1996; Gajdusek et coll., 1980). 

La pathogenèse des maladies cardiovasculaires implique la présence de divers facteurs 

interagissant au niveau endothélial, tels les cytokines, les molécules d'adhésion, les auto-anticorps, 

le «NO et l'endothéline-1 (Sharma et coll., 2000). Un des changements les plus précoces au cours 

de l'athérogenèse est la liaison et l'adhésion des leucocytes à l'endothélium découlant de l'expression 
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de diverses glycoprotéines, telles ICAM-1 et VCAM-1, à la surface de la cellule endothéliale. Parmi 

les autres altérations précoces notées au niveau endothélial se retrouvent les changements de 

perméabilité vasculaire, facilitant le transport des lipoprotéines et leur modification dans l'espace 

sous-endothélial (oxydation et/ou glycation) (Campbell et Campbell, 1997; Massy et coll., 1996). 

1.3.4.5. Contribution de la thrombose 

Le dépôt de fibrine a longtemps été suggéré comme la cause de l'épaississement de l'intima 

(Von Rokitansky, 1852). L'observation d'un dépôt plaquettaire dans les endroits désendothélialisés 

pouvant déclencher la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses (Ross et 

coll.,1977), la présence de minces couches de fibrine et/ou de plaquettes agrégées sur la surface 

intimale d'artères d'enfants et de jeunes adultes et la présence de petits thrombi plaquettaires associés 

aux lésions précoces athéromateuses, semblent supporter cette hypothèse (Faggiotto et Ross, 1984). 

Si peu d'évidences supportent aujourd'hui un rôle initiateur de la thrombose dans l'athérosclérose, 

son rôle s'avère critique dans les phases ultérieures de l'athérosclérose, où tous les éléments 

d'activation et de coagulation se trouvent réunis dans la paroi (Drouet et coll., 1998). 

1.3.4.6. Théorie multifactorielle 

L'intégration des diverses théories proposées dans une seule théorie multifactorielle paraît 

pouvoir expliquer d'une meilleure façon le processus d'initiation de l'athérosclérose. La cellule 

endothéliale normalement quiescente présente une surface luminale non réactive vis-à-vis des 

éléments moléculaires et circulants. Les agressions hémodynamiques, oxydatives, métaboliques 

(diabète, hyperhomocystéinémie, hypercholestérolémie), inflammatoires et immunologiques agissent 
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sur ces cellules. Les niveaux augmentés des lipoprotéines plasmatiques et leurs modifications 

altèrent l'intégrité de l'endothélium. Les effets des LDL modifiées pourraient expliquer la 

perméabilité augmentée, le tonus vasculaire altéré et la thrombogénicité au niveau de la paroi 

vasculaire, ainsi que l'apoptose des cellules endothéliales. L'endothélium lésé ne maintient plus les 

fonctions homéostatiques et aquiert des propriétés anormales favorisant l'adhérence des leucocytes 

et leur passage à travers l'endothélium, l'adhérence des plaquettes et la disparition des activités 

fibrinolytiques et anti-coagulantes (Cicala et coll., 1998). La libération de facteurs mitogéniques par 

les cellules endothéliales et les macrophages favorise la migration et la prolifération des cellules 

musculaires lisses qui, à leur tour, synthétisent du tissu conjonctif. Les réponses de l'endothélium 

aux facteurs pro-athérogéniques, l'hyperlipidémie et les modifications de lipoprotéines, pouvant 

coexister de manière variable, contribuent à l'adhésion et à la pénétration des monocytes aux sites 

de lésion (de Vries et coll., 1999; Consigny, 1995). 

1.3.5. Facteurs de risque de l'athérosclérose 

Divers facteurs interviennent dans le développement de l'athérosclérose, certains étant 

réversibles et d'autres non. Les principaux facteurs de risque réversibles sont: la dyslipidémie, le 

stress oxydatif, l'hypertension, le diabète sucré, l'hyperhomocystéinémie et les agents infectieux 

(Ross, 1993; Schwartz et coll., 1993; 1991). Les antécédants familiaux de maladie ischémique, l'âge 

et le sexe mâle constituent des facteurs de risque non modifiables. La section suivante a pour objet 

de présenter les données récentes de la littérature sur les principaux facteurs de risque de 

1 ' athérosclérose. 
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1.3.5.1. Dyslipidémie 

1.3.5.1.1. Hypercholestérolémie 

La relation entre cholestérolémie et athérosclérose est compliquée dans la mesure où le 

transport du cholestérol s'effectue non seulement par des lipoprotéines athérogènes telles les LDL, 

les IDL et les VLDL, mais aussi par des lipoprotéines protectrices comme les HDL (Bruckert et 

Emmerich, 1997). D'autre part, le lien entre concentration de LDL et athérosclérose n'est pas direct 

dans la mesure où les particules de LDL doivent être modifiées par l'endothélium vasculaire pour 

être athérogéniques (Williams et Tabas, 1995). Pourtant, la cholestérolémie totale, après ajustement 

des autres facteurs de risque, ressort clairement comme un facteur de risque des maladies 

cardiovasculaires (Lala et coll., 1998; Kannel, 1995; Kannel et coll., 1971). Dans divers modèles 

expérimentaux, l'hypercholestérolémie, induite par diètes riches en graisses et/ou en cholestérol, 

reproduit les altérations de relaxation endothélium-dépendante (Vanhoutte et Scott-Burden, 1994), 

observées chez les sujets hypercholestérolémiques (Mc Lenachan et coll., 1991). Une diminution du 

niveau de cholestérol plasmatique, chez les patients hypercholestérolémiques, pourrait diminuer la 

progression, et même induire une régression de l'athérosclérose (Omish et coll., 1990). 

Les LDL: des niveaux élevés de LDL plasmatiques ont été reconnus comme un facteur de 

risque indépendant du développement de l'athérosclérose et des maladies coronariennes (Cullen et 

Assmann, 1999; Howard, 1999; Evans et coll., 1998). Cette dyslipidémie est associée à l'abondance 

des stries lipidiques dans la lésion athéromateuse (Napoli et coll., 1999; Eurospire Study Group, 

1997). La modification des LDL par oxydation, glycation, agrégation, association aux protéoglycans 

ou incorporation dans des complexes immuns conduit à l'altération de l'endothélium et des cellules 

musculaires lisses sous-jacentes. Une fois infiltrées dans la paroi artérielle, les LDL sont oxydées 
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et captées par les macrophages (Brown et Fuster, 1996). Les LDL oxydées favorisent la formation 

des cellules spumeuses, sont cytotoxiques à hautes concentrations (Ylitalo et coll., 1999; Lougheed 

et coll., 1991) et sont impliquées dans l'apoptose des cellules endothéliales humaines par la 

formation des superoxydes (Claise et coll., 1999; Galle et coll., 1999). Les LDL modifiées sont 

chimiotactiques pour les monocytes (Klouche et coll., 1998) et augmentent la réaction inflammatoire 

locale vasculaire, en stimulant la différenciation des monocytes en macrophages dans l'espace sous 

endothéliale (Asakura et coll., 1999; Lee et coll., 1999). La liaison des LDL modifiées aux 

récepteurs scavengers macrophagiques induit la relâche de cytokines; leur présence maintient le 

cercle délétère de l'inflammation et conduit à l'apoptose cellulaire dans la paroi vasculaire (Sakashita 

et coll., 1999; Kaplan et Aviram, 1999; Galle et coll., 1999; Berliner et Heinecke, 1996; Palkama, 

1991). Les LDL oxydées stimulent l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales en induisant 

l'expression d'ICAM-1 et de VCAM-1 à la surface des cellules endothéliales (Kamanna et coll., 

1999; Amberger et coll., 1997). Elles augmentent la perméabilité des cellules endothéliales (Gardner 

et coll., 1999) et inhibent leur prolifération (Chen et coll., 2000). Les LDL oxydées stimulent 

l'expression de PAI-1 par les cellules musculaires lisses (Dichtl et coll., 1999). En raison de ses 

multiples effets pro-athérogéniques, il a été suggéré que l'oxydation des LDL puisse constituer un 

marqueur de l'athérosclérose coronarienne (Holvoet, 1999). 

Les HDL: une relation inverse entre le niveau sérique des HDL et le risque cardiovasculaire 

a été démontré par toutes les études épidémiologiques prospectives (Brown et coll., 1990; Gordon 

et coll., 1989); cette relation inverse est particulièrement forte chez les femmes (Castelli et coll., 

1986). Les HDL ont un rôle "scavenger" pour le cholestérol tissulaire, protègent les LDL contre les 

modifications oxydatives et, inhibent l'expression des molécules d'adhésion au niveau endothélial 
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(Sich et coll., 1998; Bruce et coll., 1998; Watson et coll., 1995; Cockerill et coll., 1995). La 

paraoxonase et l'acetyl-hydrolase associées aux HDL détoxifient les phospholipides oxydés, 

réduisent les hydroperoxydes et inhibent les signaux induits par les LDL oxydées. L'oxydation des 

HDL dans l'espace sous-endothélial diminue leur capacité de transport inverse du cholestérol et 

induit l'accumulation de cholestérol dans les macrophages (Bonnefont et Rousselot, 1999). 

L'oxydation des HDL in vivo au niveau de l'espace sous-endothélial augmente aussi l'adhésion des 

monocytes à l'endothélium (Sharma et coll., 1999; Sonnefont-Rousselot et coll., 1999). 

La Lipoprotéine (a) ou Lp(a): la Lp(a) est une lipoprotéine plasmatique qui présente des 

propriétés physico-chimiques voisines de celles des LDL. Elle s'en distingue par la présence d'une 

glycoprotéine spécifique, l'apo (a), liée à l'apo B-100. L'apo (a), fortement glycosylée possède une 

importante homologie de séquence avec le plasminogène, le précurseur de la plasmine. Des niveaux 

plasmatiques élevés de Lp(a) sont considérés comme un facteur de risque indépendant de 

l'athérosclérose (Rand et coll., 1998; Saito et coll., 1997). Le potentiel pro-athérogénique de cette 

lipoprotéine pourrait être dû à sa liaison accrue à l'endothélium et aux monocytes, ainsi qu'a sa 

capacité de stimuler certaines molécules d'adhésion à la surface endothéliale (Galle et coll., 1999; 

Schaefer et coll., 1994). Il a aussi été démontré que la Lp(a) stimulait l'infiltration des monocytes et 

la prolifération des cellules musculaires lisses dans la paroi vasculaire (Tanaka et coll., 1998). La 

présence d'une séquence dans l'apo (a), similaire à un motif présent dans les pro-enzymes de 

fibrinolyse du plasminogène ainsi que son homologie de séquence avec les LDL suggèrent une 

association entre la Lp(a), la thrombose et l'athérosclérose (Marcovina et Koschinsky, 1998; 

Hachulla et Parra, 1991). Bien que l'accumulation de Lp(a) dans les lésions athérosclérotiques ait 
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été démontrée, sa contribution dans l'athérogenèse reste incertaine (Ogorelkova et coll., 1999; Enas 

and Jacob, 1999; Marcovina et Koschinsky, 1998). 

1.3.5.1.2. Hypertriglycéridémie 

Les chylomicrons et les VLDL, contenant la majorité des triglycérides plasmatiques, sont de 

larges lipoprotéines, ne pouvant traverser l'endothélium vasculaire (Faegerman, 1998). Cependant, 

la liaison des lipoprotéines riches en triglycérides, à la paroi vasculaire, entraîne leur lipolyse par la 

LPL, libérant d'une part, un surplus d'acides gras toxiques pour l'endothélium et d'autre part des 

particules remnantes plus petites, capables de pénétrer l'endothélium (Cohn et coll., 1999; 

Zilversmit, 1995). L'hypertriglycéridémie a été suggérée comme un facteur de risque indépendant 

des maladies ischémiques, ainsi qu'un marqueur des maladies coronariennes (Egger et coll., 1999; 

Grundy, 1998). En effet, de nombreuses études ont mis en évidence une association entre 

l'hypertriglycéridémie et/ou les lipoprotéines riches en triglycérides et la progression des plaques 

athéromateuses (Hodis et Mack, 1998; Buchwald et coll., 1990; Blakenhom et coll., 1987). Des 

méta-analyses faites à partir de plusieurs grandes études épidémiologiques prospectives, ont aussi 

démontré une association indépendante entre l'hypertriglycéridémie et les maladies cardiovasculaires 

après ajustement pour les HDL, et ce, aussi bien chez les hommes que chez les femmes (Austin, 

1998; Hokanson et Austin, 1996; 1996a). 

Plusieurs données expérimentales suggèrent que l'hypertriglycéridémie pourrait avoir des 

conséquences athérogènes et thrombogènes. En effet, l'hypertriglycéridémie s'accompagne d'une 

augmentation des chylomicrons- et des VLDL-remnants riches en triglycérides qui se lient à des 

récepteurs exprimés par les monocytes, les macrophages et les cellules endothéliales, donnant 
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naissance aux cellules spumeuses. L'hypertriglycéridémie s'accompagne d'une augmentation des LDL 

denses; elle entraîne un enrichissement en triglycérides des HDL avec un accroissement de leur 

catabolisme et une diminution de leur taux plasmatique. Finalement, l'hypertriglycéridémie paraît 

favoriser la thrombogenèse, dans la mesure où elle est associée à une augmentation du facteur VII, 

de l'activité coagulante du facteur X et du PAI-1 (Gianturco et Bradley, 1999; Byrne, 1999; Verges, 

1998; Ohni et coll., 1995; Grundy et Vega, 1992; Fontbonne et coll., 1989). 

Une forme d'hypertriglycéridémie, se caractérisant par une augmentation des niveaux 

plasmatiques de chylomicrons à jeun ou hyperchylomicronémie, est liée à un défaut d'activité de la 

LPL, suite à une anomalie de l'enzyme ou de son activateur physiologique, l'apo CIL Bien que 

physiologiquement les VLDL soient catabolisées par la LPL, ces particules ne sont pas toujours 

augmentées lors d'un déficit de cette enzyme. Ceci pourrait être imputable à un effet de la lipase 

hépatique qui serait capable de compenser le défaut d'action de la LPL sur les VLDL, ou encore à 

une captation directe des VLDL par le foie. L'augmentation des VLDL associée à la déficience en 

LPL est probablement due à un défaut de cette enzyme ou à une synthèse hépatique accrue de VLDL. 

Toutefois, les niveaux extrêmement variables de triglycérides chez les individus porteurs de 

mutations du gène de la LPL, font penser que des facteurs, autres que la LPL, sont impliqués dans 

ce type de dyslipidémie (Julien et coll., 1997); cette hypothèse est supportée par l'observation que 

certaines mutations du gène de la LPL semblent protectrices (i.e. Ser447Ter) pour les maladies 

ischémiques (Sing et coll., 1999). 
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1.3.5.2. Hypertension artérielle 

Divers mécanismes physiologiques sont responsables de l'effet délétère de l'hypertension 

artérielle sur le développement de l'athérosclérose. Chez les patients hypertendus, les concentrations 

plasmatiques d'angiotensine II, le produit principal du système rénine-angiotensine, sont élevées. 

L'angiotensine II contribue à l'athérogenèse par la stimulation des cellules musculaires lisses 

(Chobanian et Dzau, 1996). Sa liaison aux récepteurs spécifiques exprimés par les cellules 

musculaires lisses induit l'hypertrophie de ces cellules et y augmente l'activité lipoxygénase 

responsable de l'oxydation des LDL (Chobanian et Dzau, 1996; Gibbons et coll, 1992). 

L'hypertension augmente aussi la production du peroxyde d'hydrogène et de radicaux libres. 

Ces substances réduisent la formation de • NO par l'endothélium et augmentent l'adhésion 

leucocytaire à l'endothélium (Lacy et coll., 1998; Swei et coll., 1997). Le stress hémodynamique 

associé à l'hypertension artérielle induit en outre, la production de MCP-1 par les cellules 

musculaires lisses (Capers et coll., 1997). Finalement une activation leucocytaire est documentée 

dans l'hypertension artérielle (Kristal et coll., 1998). 

1.3.5.3. Homocystéinémie 

L'hyperhomocystéinémie est un facteur de risque indépendant des maladies cardiovasculaires 

(Nygârd et Nordrehaug, 1997; Verhoef et Stampfer, 1995; Boushey et coll., 1995). L'homocystéine 

pourrait exercer ses effets pro-athérogéniques par différents mécanismes. Il a été démontré que 

l'homocystéine exerce un effet cytotoxique sur les cellules endothéliales, stimule l'oxydation et 

l'agrégation des LDL, favorise la formation de radicaux libres et stimule la prolifération des cellules 
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musculaires lisses. L'homocystéine augmente la production de collagène tout en diminuant la 

disponibilité du • NO (Majors et coll., 1997; Upchurch et coll., 1997; Hajjar, 1993). 

Il est possible qu'un traitement par l'acide folique ou les vitamines B6  et 42  puisse, en 

normalisant les niveaux plasmatiques de l'homocystéine, prévenir le risque accru de maladies 

cardiovasculaires associé à l'hyperhomocystéinémie (Scott et Sutton, 1999; Omenn et coll., 1998). 

1.3.5.4. Infection 

Tel que mentionné précédemment, différentes données démontrent l'existence d'une 

association entre l'athérosclérose et la présence d'au moins deux types d'agents infectieux: 

l'herpesvirus et le Chlamydia pneumoniae, qui ont été identifiés dans les lésions athéromateuses 

(Libby et coll., 1997; Jackson et coll., 1997; Hendrix et coll., 1990). L'augmentation du titre 

d'anticorps contre ces microorganismes est utilisée comme un facteur de prédiction des 

complications cardiovasculaires, chez les sujets ayant subi un infarctus myocardique (Melnick et 

coll., 1993; Gupta et coll., 1997). Il n'existe cependant pas d'évidence démontrant le rôle étiologique 

de ces organismes dans l'athérogenèse. 

1.3.5.5. Obésité 

Il est bien connu que les sujets obèses présentent un risque élevé de développement des 

maladies cardiovasculaires. Ce risque est médié essentiellement par l'induction de facteurs de risque 

tels que la dyslipidémie, l'hypertension et le diabète de type 2 (Lamarche et coll., 1998; Després et 

Marette, 1994; DeFronzo et Ferrannini, 1991). L'obésité est, en outre, associée à diverses 

complications incluant la RI, la dysfonction vasculaire, l'activation excessive du système nerveux 
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central, l'hypertrophie myocardique et l'altération de la fonction ventriculaire (Alexander, 1985; 

Guillermo et coll., 1988). Une perte de poids corporel, en améliorant le profil lipidique (Becque et 

coll., 1988), pourrait diminuer le risque de développement des lésions athéromateuses. 

Depuis plusieurs années, il est devenu évident que la répartition de la masse adipeuse 

corporelle, plutôt que la masse du tissu adipeux en soi, est un déterminant majeur du risque de 

développement des complications vasculaires. C'est ainsi que l'obésité viscérale est considérée 

comme un facteur de risque des maladies cardiovasculaires (Lamarche et Lewis, 1998; Hauner, 

1995; DeFronzo et Ferrannini, 1991; Després et coll., 1990). L'obésité viscérale est associée à 

certains facteurs de risque cardiovasculaires, tels la dyslipidémie, l'intolérance au glucose et 

l'hypertension artérielle (Mekki et coll., 1999). Un des mécanismes par lequel l'obésité exerce son 

rôle délétère au niveau de la paroi vasculaire est la production de TNF-a qui, d'une part induit la RI 

et la production d'angiotensinogène, et d'autre part inhibe la LPL au niveau du tissu adipeux (Uysal 

et coll., 1998; Hotamisligil et Spiegelman, 1994; Hotamisligil et coll., 1993). 

L3.5.6. Tabagisme 

L'infarctus myocardique représente la principale cause de mortalité liée au tabagisme. Le 

tabagisme est un facteur de risque indépendant de l'athérosclérose (Ross, 1986). Les mécanismes par 

lesquels le tabagisme exerce ses effets pro-athérogéniques incluent: l'activation de la coagulation, 

l'augmentation du travail cardiaque, la réduction du transport et de l'apport tissulaire en oxygène, la 

libération de catécholamines et la vasoconstriction coronarienne (Trap-Jensen, 1988; Fitzgerald et 

coll., 1988). 
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Plusieurs anomalies retrouvées chez les sujets fumeurs peuvent expliquer l'effet du tabac sur 

le développement de l'athérosclérose: la diminution de protection antioxydante, le profil lipidique 

anormal et le niveau élevé des LDL oxydées, l'augmentation de fibrinogène circulant, l'élévation des 

produits de dégradation du thromboxane A2  et de la prostacycline, la diminution de la relaxation 

endothélium-dépendante et l'augmentation de l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales 

(Weber et coll., 1996; Murohara et coll., 1994; Harats et coll., 1989; Chow et coll., 1986). 

1.3.5.7. Fibrinogène 

L'augmentation de la concentration plasmatique de fibrinogène est un facteur de risque 

indépendant de l'athérosclérose, et un facteur de prédiction de son évolution et de ses complications 

(Folsom et coll., 2000; Park et coll., 1999; Ceriello et coll., 1997). Le fibrinogène et/ou la fibrine 

sont présents dans les plaques athéromateuses dès les étapes les plus précoces de la strie lipidique 

(Smith et coll., 1990). Le fibrinogène plasmatique peut contribuer au développement de 

l'athérosclérose en favorisant divers mécanismes tels l'adhésion des monocytes aux cellules 

endothéliales, l'activation des monocytes, la production de radicaux libres, et l'agrégation 

plaquet-taire et érythrocytaire. Les produits de dégradation de la fibrine ont une activité mitogénique 

pour les cellules musculaires lisses pariétales (Lowe et coll., 1993; Duplàa et coll., 1993; Trezzini 

et coll., 1989; Berliner et coll., 1987). Il a été suggéré tout récemment que l'activation des monocytes 

par 1'IL-6 contribue à l'augmentation du fibrinogène et à l'augmentation de la captation lipidique 

par les macrophages (Yudkin et coll., 1999). 
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1.3.5.8. Diabète 

La prévalence des maladies cardiovasculaires est élevée chez les patients diabétiques et les 

individus intolérants au glucose, ainsi que chez ceux présentant un risque accru de développer le 

diabète (Wei et coll., 1998; Haffner et coll., 1990; Jarrett et Shipley, 1988; Pan et coll., 1986; Jarrett, 

1984). L'athérosclérose vasculaire est la cause majeure de mortalité et de morbidité des patients 

diabétiques (Pyorala et coll., 1987). La dyslipidémie, l'HI, l'hypertension artérielle et l'obésité 

centrale, rencontrées fréquemment chez les sujets diabétiques, paraissent être responsables du risque 

élevé de développement de l'athérosclérose associé au diabète (Stern, 1995; Shantaram, 1999). 

1.3.5.8.1. Dyslipidémie 

Les anomalies lipidiques du DNID jouent un rôle important dans l'athérogenèse associée 

à cette maladie. Ces désordres lipidiques sont d'ordre quantitatif et qualitatif Les anomalies 

quantitatives lipidiques majeures dans le DNID sont l'hypertriglycéridémie et la diminution des taux 

plasmatiques des HDL (U.K. Prospective Diabetes Study 27, 1997). Les anomalies qualitatives sont 

le changement de taille des lipoprotéines (de larges VLDL et de petites LDL), ainsi que 

l'augmentation du contenu des LDL et des HDL en triglycérides, la glycation des apolipoprotéines 

et l'augmentation de susceptibilité des LDL à l'oxydation (Dixon et coll., 1999). 

Dans le DNID, la production endogène excessive de VLDL reflète l'apport accru des AGL 

au foie et la RI hépatique (Byrne et coll., 1997). Une inhibition insulino-dépendante de l'activité de 

la LPL plasmatique entraîne aussi une clairance retardée des VLDL et une diminution des HDL 

(Erkelens, 1998). 
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L'hypertriglycéridémie et l'augmentation des lipoprotéines riches en triglycérides sont 

associées au développement des maladies coronariennes et de l'athérosclérose (Hokanson et Austin, 

1996; Laakso et coll., 1993). Chez les diabétiques, trois quart des particules lipoprotéiques riches 

en triglycérides sont comprises dans les IDL (Steiner et coll., 1998), des lipoprotéines remnantes 

athérogéniques (Tkac et coll., 1997). L'hypertriglycéridémie diabétique facilite aussi la production 

de LDL petites et denses qui pénètrent facilement dans la paroi vasculaire et initient le 

développement des lésions athéromateuses (Austin et coll., 1998). L'hypertriglycéridémie est 

associée à l'augmentation de p-VLDL petites et denses qui sont athérogéniques (Chanu, 1999; 

Sprecher, 1998). Les VLDL riches en triglycérides sont présentes dans la plaque athéromateuse et 

sont toxiques pour les macrophages et les cellules endothéliales. De plus, ces lipoprotéines sont 

captées préférentiellement par les macrophages, favorisant la différenciation des macrophages en 

cellules spumeuses (Gianturco et coll., 1982). Au cours de l'état post-prandial, l'hypertriglycéridémie 

et les concentrations de lipoprotéines riches en triglycérides, sont aussi plus élevées dans le DNID, 

augmentant le stress oxydatif et induisant la dysfonction endothéliale (Evans et coll., 1998). 

1.3.5.8.2. Hyperglycémie 

L'hyperglycémie est un facteur de prédiction de la mortalité cardiovasculaire (de Vegt et coll., 

1999) et de la dysfonction endothéliale «NO-dépendante du DNID (Cosentino et Luscher, 1998). 

Divers mécanismes incluant les anomalies de composition des lipoprotéines, les altérations du 

système de coagulation, la glycation des protéines et le stress oxydatif peuvent expliquer 

l'association entre hyperglycémie et complications vasculaires du diabète. L'hyperglycémie induit 

des anomalies qualitatives des LDL, telles la glycation et l'augmentation de susceptibilité à 
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l'oxydation qui sont connues pour leurs effets pro-athérogéniques. Elle induit des altérations du 

système de coagulation, stimulant la formation de la thrombine, activant la fonction plaquettaire et 

endothéliale et inhibant la fibrinolyse. L'hyperglycémie entraîne aussi la production de protéines 

glyquées. Le collagène et d'autres protéines glyquées augmentent la migration des monocytes à 

travers l'endothélium et l'expression subséquente des facteurs de croissance, un mécanisme important 

dans les étapes précoces de l'athérosclérose. La captation des AGE par des récepteurs 

macrophagiques spécifiques stimulent l'expression de plusieurs cytokines qui modulent le processus 

athéromateux. La liaison des AGE à leurs récepteurs induit un état de stress oxydatif, augmentant 

la peroxydation lipidique (Shantaram, 1999; Unger et Foster, 1998; Schmidt et coll., 1994; Yan et 

coll., 1994). 

L'hyperglycémie induit finalement la production de radicaux libres et diminue la capacité 

de défense antioxydante (Giugliano et coll., 1996; Tesfamariam, 1991). Le stress oxydatif favorise 

l'oxydation des LDL et des HDL. Les LDL oxydées génèrent une variété de molécules bio-actives 

pro-athérogéniques telles les phospholipides et les stérols modifiés (Berliner et coll., 1995). Ces 

substances peuvent être cytotoxiques, mais aussi chimiotactiques pour les monocytes et les 

lymphocytes-T. Elles peuvent également induire l'expression de molécules d'adhésion à la surface 

des cellules endothéliales. Les LDL oxydées sont enfin des molécules immuno-géniques, capables 

d'induire des réponses immunitaires humorales et cellulaires (Stemme et coll., 1995; Yla-Herttuala 

et coll., 1994). 

La réduction de la capacité de défense antioxydante contribue aussi au développement du 

stress oxydatif dans le diabète (Baynes, 1991). Une diminution des niveaux plasmatiques des 

antioxydants naturels (incluant les protéines se liant au groupe thiol, l'acide urique, la vitamine E et 
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la vitamine C) a été rapporté dans le DNID. Cette altération du statut antioxydant est associée à la 

formation excessive de lipoprotéines oxydées (Opara et coll., 1999; Ceriello et coll., 1997). 

1.3.5.8.3. Résistance à l'insuline et hyperinsulinémie 

Le syndrome X est une constellation d'anomalies incluant la RI, la dyslipidémie, 

l'hypertension artérielle, l'intolérance au glucose et l'augmentation des niveaux de fibrinogène et 

de PAI-1 (Reaven et Laws, 1994; Reaven, 1992). Le trait central de ce syndrome est l'obésité 

centrale. Ce syndrome est associé à un risque accru de maladies cardiovasculaires. 

La sensibilité à l'insuline ne pouvant être mesurée facilement, il n'existe pas à l'heure actuelle 

de preuves définitives permettant d'établir la RI comme un facteur de risque de maladie 

coronarienne. La RI est associée à une diminution des niveaux plasmatiques des HDL, ainsi qu'à une 

augmentation des concentrations plasmatiques de glucose, de fibrinogène, de PAI-1, de triglycérides 

totaux, de VLDL riches en triglycérides et de LDL petites et denses (Haffner et coll., 1999). La RI 

entraîne des anomalies au niveau des organes, spécialement au niveau du tissu adipeux, du foie et 

des muscles squelettiques. L'excès de lipides, produit par la RI périphérique, entraîne des anomalies 

lipidiques et de coagulation. La RI augmente la pression sanguine au niveau des petits vaisseaux 

(Ferrannini, 1992). Elle accélère la diminution de sécrétion d'insuline qui se produit avec l'âge et 

favorise ainsi l'intolérance au glucose. La RI entraîne une augmentation des niveaux plasmatiques 

d'insuline , une hormone impliquée dans la stimulation des processus de prolifération cellulaire et 

inflammatoires associés à l'athérogenèse (Grundy, 1999). 

Des niveaux élevés d'insuline ont été documentés chez les sujets à haut risque de maladies 

cardiovasculaires (Laakso, 1996). Un niveau plasmatique élevé d'insuline à jeun et en post-prandial 
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a été proposé comme prédicteur sensible du développement des maladies coronariennes, 

indépendamment d'autres facteurs de risque (Mather, 2000; Burchfield et coll., 1998; Stolar, 1988). 

L'HI associée au syndrome X peut résulter de la RI ou alternativement être secondaire à l'adiposité 

viscérale. L'HI semble incriminée dans le développement de toutes les anomalies métaboliques du 

syndrome X, y compris la dyslipidémie, l'intolérance au glucose et l'hypertension. Outre son rôle 

dans la genèse de ces divers facteurs de risque cardiovasculaire, l'HI pourrait contribuer par elle-

même et directement à la pathogenèse de l'athérosclérose associée au diabète. Ainsi, l'HI induit un 

état dyslipidémique en augmentant les niveaux plasmatiques de VLDL et en diminuant ceux des 

HDL. Elle accélère l'accumulation d'esters de cholestérol dans l'aorte et accroît la susceptibilité des 

LDL à l'oxydation (Quinone-Galvan et coll., 1999; Abe et coll., 1996; Haller et coll., 1996; Reaven 

et coll., 1993; Haffner et coll., 1992). L'HI contribue enfin à la prolifération de cellules musculaires 

lisses et la synthèse du PA1-1 (Ridray, 1995; Negri et coll., 1993). La figure 7 montre la relation 

entre la RI, l'HI et l'athérosclérose. 

L3.6. Facteurs environnementaux protecteurs 

L'ensemble des études actuellement disponibles suggèrent un rôle cardioprotecteur de 

certains agents ou conditions tels certains acides gras, les vitamines antioxydantes, les fibres, l'alcool 

et l'exercice physique. 

1.3.6.1. Acides gras alimentaires 

Selon les études épidémiologiques, la teneur et le type d'acides gras de la diète influencent 

le risque de développement des maladies cardiovasculaires. Outre leur rôle comme source 
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énergétique et comme composants des membranes cellulaires, les acides gras influencent l'expression 

génique, entraînant des changements dans le métabolisme, la prolifération et la différenciation 

cellulaire. Chez les mammifères, divers facteurs transcriptionnels tels les "peroxisome proliferator-

activated receptors" (PPARs) et le facteur nucléaire kappa B (NFKB) ont été impliqués dans les 

effets régulateurs géniques des acides gras (Jump et Clarke, 1999). 

Influences 	 Résistance à l'insuline 	 Influences 
génétiques 	 environnementales 

Hyperinsulinémie 

ILDL-cholestérol 	 TG 	 HDL-cholestérol 

Intolérance au glucose 	 1Hypertension 

Athérosclérose 

Figure 7. Relation entre RI, HI et athérosclérose. Adapté de "Reaven GM. Pathophysiology of insulin resistance 
in human disease. Phys Rev 75:473-486, 1995. 

Acides gras mono-insaturés: alors qu'une étude prospective d'intervention primaire, dite 

des "7 pays" effectuée il y a vingt ans, a démontré une relation directe entre la consommation 

d'acides gras saturés et la fréquence des maladies coronariennes (Wiseman et coll., 1996; Visioli et 
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coll., 1995; Keys, 1980), divers arguments suggèrent qu'un apport accru en acides gras mono-

insaturés puisse exercer un rôle cardioprotecteur. En effet, il a été démontré qu'une diète riche en 

acide oléique rétablit l'activité des récepteurs LDL (Dietschy et coll., 1993; Daumerie et coll., 1992) 

et augmente le "turn over" des esters de cholestérol par les HDL (Sola et coll., 1997). L'acide oléique 

diminue aussi l'expression des molécules d'adhésion telles VCAM-1 (Massaro et coll., 1999). 

Acides gras polyinsaturés co6: ces acides gras montrent des effet anti-athérogéniques et 

cardioprotecteurs (Ma et coll., 1997), en raison de leur action hypocholestérolémiante (Rudell et 

coll., 1995; Mattson et Grundy, 1985). Ainsi, l'acide y-linolénique induit une diminution 

significative des niveaux plasmatiques de triglycérides, de cholestérol total et de LDL, et une 

augmentation des niveaux plasmatiques de HDL. Une diète enrichie en acide gras polyinsaturés 

augmente la production des prostacyclines, tout en diminuant l'agrégation plaquettaire et les niveaux 

de thromboxane B2  sérique (Guivernau et coll., 1994). 

Acides gras polyinsaturés co3: selon des études épidémiologiques, l'incidence de maladies 

coronariennes dans les populations consommant une grande quantité d'huile de poisson, riche en 

acides gras 6)3, est faible (Bang et coll., 1980; Kagawa et coll., 1982). Une multitude d'évidences 

indirectes suggèrent l'effet anti-athérosclérotique de diètes enrichies en acides gras 6)3. Il a été 

rapporté qu'une diète enrichie en acide oc-linolénique diminue le nombre d'évènements coronariens 

et de morts subites (de Lorgeril et coll., 1994). Bien que les études cliniques n'apportent pas de 

preuve directe de l'effet bénéfique de l'huile de poisson sur l'athérogenèse, des travaux ont néanmoins 

démontré, que ces acides gras diminuaient la tension artérielle et exerçaient des effets 

hypotriglycéridémiants, vasodilatateurs et anti-inflammatoires (Roche et Gibney, 1999; Horroks et 

Yeo, 1999; Nakamura et coll., 1998; Kestin et coll., 1990). Un effet inhibiteur des acides 6)3 sur 
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divers paramètres incluant l'adhésion des monocytes à l'endothélium (De Caterina et coll., 1994), 

la chimiotaxie (Lee et coll., 1985), l'expression des molécules d'adhésion par les cellules 

endothéliales (De Caterina et coll., 1994), l'agrégation plaquettaire (Moncada et coll., 1985) et la 

production du facteur VII, a en outre été rapporté (Cigolini et coll, 1996; Renier et coll., 1993). 

Enfin, une inhibition de la production du TNF-a, un facteur causal de la RI, par les acides gras co3 

a été rapporté par diverses équipes de recherche (Calder, 1995; Renier et coll., 1993; Endres et coll., 

1989). 

Il faut cependant noter que les acides gras polyinsaturés diminuent la concentration 

plasmatique des HDL (Itakura et coll., 1990) et augmentent la peroxydation lipidique (Sola et coll., 

1997; Thomas et coll., 1996; Steinberg et coll., 1989). 

1.3.6.2. Vitamines 

Certaines vitamines pourraient par leur propriété antioxydante, réduire la morbidité et la 

mortalité reliées aux maladies cardiovasculaires. Bien que les études épidémiologiques aient suggéré 

un effet protecteur de la vitamine E sur les maladies coronariennes (Losonczy et coll., 1996), les 

études d'intervention n'ont cependant pas pu démontrer que l'apport en vitamines antioxydantes 

réduisait de manière significative les maladies cardiovasculaires (Yusuf et coll., 2000). Il n'existe 

pas à l'heure actuelle d'études longitudinales randomisées visant à évaluer, dans la population 

diabétique, les effets des vitamines antioxydantes dans la prévention des maladies coronariennes 

(Paolisso et coll., 1999). 
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Vitamine E: une relation inverse entre l'apport ou les niveaux plasmatiques de vitamine E 

et l'incidence de maladies coronariennes a été bien documentée (Yusuf et coll., 2000; Mune et coll., 

1999; Losonczy et coll., 1996). La vitamine E augmente la résistance des lipoprotéines à l'oxydation 

(Negre-Salvayre et coll., 1991), inhibe l'agrégation plaquettaire et diminue l'adhésion des monocytes 

aux cellules endothéliales (Yoshida et coll., 1999; Islam et coll., 1998). Elle diminue en outre, la 

production de superoxyde et de cytokines par les leucocytes (van Tits et coll., 2000). Au vu de 

l'absence de preuves quant à l'efficacité de la vitamine E à réduire les évènements cardiovasculaires, 

aucune recommandation n'est actuellement émise pour la population générale quant à la 

supplémentation de la diète en vitamine E. Cependant, chez les patients présentant des LDL petites 

et denses, une hypercholestérolémie familiale, une augmentation des niveaux plasmatiques de Lp(a) 

et chez les sujets consommant des suppléments d'huile de poisson, une supplémentation en vitamine 

E a été recommandée (Tangney et Rosenson, 1999). 

Vitamine C: l'acide ascorbique ou vitamine C complexe les radicaux libres dans le 

compartiment plasmatique, inhibe l'activation endothéliale et l'adhésion monocytaire à 

l'endothélium, améliore l'activité biologique du • NO et regénère la vitamine E (Frei, 1999). Le 

traitement des cellules musculaires lisses à la vitamine C protège ces cellules contre l'apoptose 

(Siow et coll., 1999). Bien qu'il n'existe pas de recommandations quant à la supplémentation de la 

diète par la vitamine C dans le cadre de prévention des maladies cardiovasculaires, l'ingestion 

d'aliments riches en vitamine C est toutefois encouragée (Harats et coll., 1998; Tribble, 1999). 

Vitamines B6  et B12  au vu du rôle pro-athérogénique joué par l'homocystéine et du rôle 

primordial des vitamines B6, B12  et acide folique dans le métabolisme de cet acide aminé, des études 

sont actuellement en cours pour évaluer les effets cardioprotecteurs d'une supplémentation en 
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vitamines B6, BI , et acide folique, chez les patients présentant des niveaux plasmatiques accrus 

d'homocystéine. S'il existe, à l'heure actuelle, suffisamment de preuves quant à la relation existant 

entre les folates et l'homocystéinémie, le bien fondé de Putilisation des folates et de la vitamine B12  

dans la prévention secondaire ou primaire des maladies cardiovasculaires, par contre, n'est pas 

encore démontré (Woo et coll., 1999; Robinson et coll., 1998; Rimm et coll., 1998). 

1.3.6.3. Fibres 

Les fibres non solubles, telles la pectine, la cellulose et l'hémi-cellulose, pourraient exercer 

un effet bénéfique important sur le risque coronarien. Une diète riche en fibres pourrait diminuer la 

fréquence, la durée et la sévérité de l'angine et favoriser la régression de l'athérosclérose 

coronarienne (Segasothy et Phillips, 1999). Les aliments riches en fibres, contenant généralement 

des vitamines, des minéraux, des acides gras mono-insaturés ou polyinsaturés 60, l'évaluation des 

effets bénéfiques des fibres requiert l'examen du rôle de ces nutriments et micro-nutriments dans 

l'effet cardioprotecteur des fibres (Anderson et Hamm, 1999). 

1.3.6.4. Alcool 

Il existe une relation inverse entre une consommation modérée (maximum 3 verres par jour) 

d'alcool et le risque de maladies coronariennes. Cette relation inverse disparaît rapidement lors de 

l'ingestion de quantités plus importantes ou après arrêt de la consommation d'alcool (Rimm et coll., 

1996; Doll et coll., 1994). 

L'effet cardioprotecteur du vin rouge est attribué à la présence dans cet alcool de flavonoïdes, 

des macromolécules possédant des propriétés antioxydantes (Weisburger, 1999). Les flavonoïdes 
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diminuent le dépôt plaquettaire, la vasoconstriction artérielle et l'oxydation des LDL; la proportion 

alcool/polyphénols paraît critique pour cet effet (Mruk et coll., 2000; van Golde et coll., 1999). 

1.3.6.5. Exercice physique 

De nombreuses études ont relaté l'effet bénéfique de l'exercice physique modéré chez les 

sujets atteints des maladies coronariennes. Il a été démontré que l'exercice d'endurance réduit les 

décès des patients atteints de maladies coronariennes de l'ordre de 37 à 50% (Hakim et coll., 1998). 

L'exercice physique régulier augmente les niveaux de HDL sériques et l'oxydation des lipides par 

le muscle squelettique (Hardman, 1999; Turcotte, 1999). Il diminue aussi la production de cytokines 

pro-athérogéniques par les cellules mono-nucléées (Smith et coll., 1999). En période post-prandiale, 

l'entraînement aérobique diminue les niveaux plasmatiques des lipoprotéines athérogéniques en 

favorisant le dépôt des acides gras alimentaires dans les muscles et en améliorant ainsi la balance 

entre l'oxydation et l'apport lipidique (Hardman, 1998). 
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I. 4. Lipoprotéine lipase 

La LPL est une enzyme clé du métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides. Son 

action principale consiste à hydrolyser les triglycérides des chylomicrons et des VLDL en mono- et 

diglycérides et en AGL. Par cette action, la LPL engendre la formation de résidus de chylomicrons 

et initie le processus requis pour la conversion des VLDL en LDL aboutissant à la formation de 

particules remnantes, appauvries en triglycérides (Jansen et coll., 1998; Hugh et Barren, 1998; 

Bruckert et Dejager, 1994; Olivecrona et Bengtsson-Olivecrona, 1993; Auwerx et coll., 1992). 

1.4.1. Structure de la lipoprotéine lipase 

La LPL est une glycoprotéine active sous forme homodimérique de 448 acides aminés. Elle 

appartient à la famille des sérine-estérases, comprenant la lipase hépatique, la lipase pancréatique 

et la lipase salivaire. Ces protéines présentent une grande homologie. Au niveau du domaine N-

terminal, se retrouve le site catalytique de l'enzyme constitué des acides aminés sérine en position 

132, acide aspartique en position 156 et histidine en position 241, le site de liaison des substrats 

lipidiques localisé entre les résidus 125 à 142 et le site de liaison de l'héparine (région 292-300). Le 

domaine C-terminal possède, pour sa part, un rôle primordial dans l'interaction initiale et la 

spécificité de liaison de la LPL avec les lipoprotéines (Wong, 1994). La LPL possède plusieurs sites 

de N-glycosylation, la glycosylation de la LPL étant indispensable à son activité enzymatique 

(Foubert et coll., 1996; Wong et coll., 1994; Olivecrona et Bengtsson-Olivecrona, 1990; Ong et 

Kern, 1989). 
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L4.2. Génétique de la lipoprotéine lipase 

Chez l'humain, le gène codant pour la LPL est situé sur le bras court (p22) du chromosome 

8 et comprend 10 exons et 9 introns répartis sur 30 kilobases. De nombreuses mutations de ce gène, 

incluant des délétions, duplications et mutations faux-sens, ont été décrites. Une mutation 

particulièrement fréquente du gène de la LPL consiste en la substitution d'une glycine par un acide 

glutamique en position 188. Cette mutation induit la synthèse d'une molécule de LPL inactive. Une 

autre mutation située en position 176, responsable de la substitution d'une alanine par une thréonine, 

entraîne un défaut de liaison de la LPL à l'héparine (Foubert et coll., 1996; Santamarina-Fojo et 

Dugi, 1994; Lalouel et coll., 1992; Takagi et coll., 1992; Hayden et coll., 1991). Il existe une 

fréquence extrêmement élevée de mutations du gène de la LPL chez les canadiens-français du 

Québec. Les mutations du gène de la LPL dans les positions G1y188-Glu, Pro207-Leu, 

Asp250-Asn et Asn291-Ser sont relativement communes dans la province de Québec et rendent 

compte de presque 97% des mutations retrouvées dans la déficience homozygote en LPL ou 

hyperchylomicronémie familiale (Ma et coll., 1992; 1992a). 

Les diverses mutations fonctionnelles du gène de la LPL, s'accompagnent de perturbations 

différentielles du profil lipidique plasmatique, et paraissent augmenter la susceptibilité aux maladies 

coronariennes (Austin et coll., 1999; Mero et coll., 1999; Julien P et coll., 1998). Il a été suggéré que 

la déficience homozygote et hétérozygote en LPL puisse prédisposer aux maladies cardiovasculaires 

prématurées et augmenter la progression de l'athérosclérose coronarienne (Nordestgaard et coll., 

1997; Ju.kema et coll., 1996; Reymer et coll., 1995). En outre, une diminution d'activité de la LPL 

a été associée à une altération du profil lipidique et à une diminution de la production de • NO 

(Sprecher et coll., 1996; Renier et Lambert, 1995). 
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Si les mutations Gly188— Glu, Asp9— Asn et Asn291— Ser sont associées à un profil lipidique 

athérogénique, les porteurs de la mutation Ser447-Ter (C—G) montrent un profil lipidique de type 

cardioprotecteur. Une mutation dans le promoteur de la LPL à la position 93 pourrait même 

augmenter l'activité de l'enzyme, et améliorer le profil lipidique plasmatique (Wittrup et coll., 1999; 

Hokanson, 1999; Henderson et coll., 1999; Fisher et coll., 1997). 

L'association entre mutations de la LPL et concentrations élevées de LDL petites et denses 

n'a pas été confirmée par toutes les études. En effet, les allèles mutés de la LPL ne semblent pas 

contribuer significativement au risque coronarien chez les canadiens d'ascendance française. Il 

semble que la présence de facteurs de risque autres que les mutations soit nécessaire pour augmenter 

le risque de maladies coronariennes chez ces sujets (Minnich et coll., 1998; Gaudet et coll., 1998; 

Julien et coll., 1997). 

1.4.3. Rôle de la lipoprotéine lipase 

Les chylomicrons et les VLDL transportent physiologiquement la quasi-totalité des 

triglycérides. Les AGL produits par l'hydrolyse des triglycérides, sont soit captés par les cellules, 

soit liés à l'albumine et transportés vers le foie. Le catabolisme des particules riches en triglycérides 

par la LPL s'accompagne d'un transfert important de lipides. En appauvrissant la particule en 

triglycérides, la LPL diminue la taille de la lipoprotéine et rend disponible les lipides de surface 

(phospholipides), pour la formation des HDL naissantes. L'action de la LPL s'accompagne d'un 

transfert de triglycérides et de cholestérol entre les HDL, les VLDL et les chylomicrons (Pruneta et 

coll., 1999; Hulti et coll., 1998; Patsch, 1998; Olivecrona et Olivecrona, 1998; Cooper, 1997). Après 

hydrolyse des lipoprotéines riches en triglycérides, la LPL reste associée sous sa forme dimérique 
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aux résidus de ces lipoprotéines et médie, en stimulant la liaison et la captation cellulaire des 

lipoprotéines, leur catabolisme (Beisiegel et Heeren, 1997). 

Divers récepteurs cellulaires tels le récepteur des LDL, la protéine reliée au récepteur LDL 

("LDL receptor-related protein" ou LRP), le récepteur Gp330 et le récepteur des VLDL lient la LPL. 

La LPL stimule le catabolisme des LDL et surtout desVLDL via le récepteur des LDL (Chappell et 

Medh, 1998). Le LRP induit la captation, par la LPL, des chylomicrons, des VLDL et des í3-VLDL 

(Chappell et coll., 1993; Willnow et coll., 1992; Beisiegel et coll., 1991). Le récepteur Gp330 paraît 

faciliter la clairance des lipoprotéines associées à la LPL dans le plasma (Kounnas et coll., 1993). 

Finalement, le récepteur VLDL, exprimé au niveau musculaire, adipeux et cardiaque, augmente la 

captation des VLDL, médiée par la LPL (Takahashi et coll., 1995). Au niveau des fibroblastes, la 

LPL induit le catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides via la protéine reliée au récepteur 

LDL/le récepteur a2-macrog1obu1ine; les protéoglycans de la surface cellulaire facilitent ce processus 

(Chappell et coll., 1993). La LPL endogène augmente la liaison et l'association cellulaire des LDL 

natives et oxydées aux macrophages et contribue à la formation des cellules spumeuses (Wang et 

coll., 1999a). La LPL médie aussi la captation des HDL par les cellules hépatiques, 

indépendamment de son action lipolytique et indépendamment de la présence de récepteurs LDL 

(Rinninger et coll., 1998). 

Si le rôle majeur de la LPL est d'hydrolyser les lipoprotéines riches en triglycérides, la finalité 

de son action varie selon les tissus. Ainsi, l'enzyme assure la production de lait dans la glande 

mammaire, la mise en réserve de graisse dans le tissu adipeux, l'approvisionnement en énergie pour 

le muscle, la synthèse de surfactant dans les cellules pulmonaires et enfin la thermogenèse dans le 

tissu adipeux brun (Vaziri et coll., 1999; Mellish et coll., 1999; van Bennekum et coll., 1999; 
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Hocquette et coll., 1998; Klingenspor et coll., 1996; Cole et Hixon, 1995; Jiang et coll., 1991; Eckel, 

1989). 

1.4.4. Métabolisme de la lipoprotéine lipase 

1.4.4.1. Biosynthèse et sécrétion 

Chez les mammifères, la LPL est principalement synthétisée dans le tissu adipeux, le muscle 

cardiaque, les muscles squelettiques et la glande mammaire pendant la lactation (Cryer et Jones, 

1987; 1977; Hietanen et Greenwood, 1977; Chajek et coll., 1977). Elle est aussi exprimée, mais à 

des niveaux moindres par le cerveau, les ovaires, les testicules, le foie, le rein, les glandes surrénales 

et le poumon (Peinado-Onsurbe et coll., 1992; Semenkovich et coll., 1989; Kirchgessner et coll., 

1989; Goldberg et coll., 1989; Gavin et coll., 1987; Brannon et coll., 1978). Elle est produite dans 

la paroi artérielle par les cellules musculaires lisses et les macrophages (O'Brien et coll., 1992; 

Jonasson, 1987). 

Après sa synthèse, l'enzyme est activée par la N-glycosylation. Ce processus commence dans 

le réticulum endoplasmique pour ensuite se poursuivre dans l'appareil de Golgi. Dans chacun des 

compartiments, différentes enzymes clivent ou ajoutent à la protéine, divers résidus incluant le 

glucose, le mannose, le galactose, l'acide galacturonique, et l'acide sialique, formant des chaînes 

d'oligosaccharides complexes (Braun et Severson, 1992a). La glycosylation de la LPL, au site Asn-

43, est indispensable pour la sécrétion de la protéine active (Ben-Zeev et coll., 1994; Semenkovich 

et coll., 1990). Après sa sécrétion, la LPL se lie aux protéoglycans exprimés à la surface des cellules 

endothéliales des capillaires sanguins; c'est une liaison ionique saturable, inhibée de façon 

compétitive par l'héparine (Lookene et coll., 1997; Foubert et coll., 1996; Wang et coll., 1992). 
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1.4.4.2. Dégradation de la lipoprotéine lipase 

Le transport de la LPL vers le foie, site catabolique de l'enzyme, se fait par l'intervention des 

lipoprotéines. Physiologiquement, près de 70% de la LPL est dégradée dans la cellule hépatique. La 

dégradation de la LPL au niveau hépatique et adipocytaire est médiée par les protéoglycans (Obunike 

et coll., 1996; Sehayek et coll., 1995). La LPL a une demie-vie très courte et son activité est quasi-

indétectable dans le sang. Il semble que toute augmentation de l'activité plasmatique de la LPL soit 

essentiellement liée à une diminution de sa dégradation (Jansen et coll., 1998; Casaroli-Marano et 

coll., 1998). Il est à noter que la cellule endothéliale ne peut cataboliser l'enzyme, mais peut, 

cependant, l'internalyser et la re-sécréter, ce qui correspond à une mise en réserve (Knutson, 2000; 

Eckel, 1989). 

1.4.4.3. Régulation de la lipoprotéine lipase 

La régulation de la synthèse et de l'activité de la LPL est spécifique à une cellule et à un tissu 

considéré. Elle peut en outre, varier dans un même tissu au cours du développement (Singh-Bist et 

coll., 1994). Elle implique des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels. Les 

régulateurs physiologiques de la LPL incluent l'état nutritionnel, les hormones, les nutriments, ainsi 

que les produits hydrolytiques générés par son action (Bengtsson et Olivecrona, 1980). 

1.4.4.3.1. Régulation transcriptionnelle 

Le promoteur du gène de la LPL contient plusieurs éléments cis, responsables de la régulation 

transcriptionnelle de l'enzyme. L'octamère (Oct)-1 est une séquence qui contrôle la transcription de 

la LPL. Sa mutation diminue la transcription génique de l'enzyme (Previato et coll., 1991). Parmi 
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les autres éléments cis présents dans le promoteur du gène de la LPL, on peut citer les éléments de 

réponse aux glucocorticoïdes (GRE), l'élément spécifique aux lipides (FSE2), l'élément répondant 

à la thyroïde (TRE), la protéine activatrice 1 et 2 (AP 1, AP2) et la protéine stimulatrice 1 (Sp 1 ). Il 

semble que les différences existant entre ces éléments puissent expliquer les variations dans 

l'expression tissulaire, spécifiques de la LPL (Enerbâck et Gimble, 1993). Les PPARs sont les 

éléments les plus récemment impliqués dans la régulation transcriptionnelle de la LPL (Schoonjans 

et coll., 1996). 

1.4.4.3.2. Régulation post-transcriptionnelle 

Stabilité du messager: il a été démontré que la lipopolysaccharide (LPS) et l'interféron 

(IFN)-y diminuent la stabilité de l'ARNm de la LPL des monocytes/macrophages humains (Jonasson 

et coll., 1990; White et coll., 1988). Il semble d'autre part que les catécholamines activent une 

protéine, qui en se liant à la région 3' de l'ARNm de l'enzyme, puisse contrôler la traduction de la 

LPL adipocytaire. Il a été postulé que la PKC, en phosphorylant cette protéine, intervienne dans la 

traduction de la LPL (Ranganathan et coll., 1999; 1999a; 1997). 

Glycosylation: la glycosylation de la LPL sur les sites Asn-43, Asn-257 et Asn-359 est 

impliquée dans la maturation et la sécrétion de l'enzyme active (BenZeev et coll., 1994; 

Semenkovich et coll., 1990). 

Liaison aux protéoglycans: la liaison de la LPL aux héparan sulfates protéoglycans 

exprimés à la surface des cellules augmente l'activité de l'enzyme (Foubert et coll., 1996; Camps 

et coll., 1990). La LPL augmente à son tour, la production cellulaire des protéoglycans (Obunike•et 

coll., 2000). Elle interagit avec les protéoglycans et les récepteurs des lipoprotéines au niveau des 
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fibroblastes et augmente, ainsi, la captation des lipoprotéines (Mann et coll., 1999). Le glycosyl-

phosphatidyl-inositol est impliqué dans l'attache de la LPL aux protéoglycans (Chan et coll., 1988). 

Les AGL, pour leur part, interviennent dans la relâche de la LPL liée à l'endothélium vasculaire 

(Saxena et Goldberg, 1990; Olivecrona et Bengtsson, 1984). 

Interaction avec l'apo CII et l'apo CIII: la LPL requiert la présence de son cofacteur, l'apo 

CII, pour acquérir son activité enzymatique. Ainsi l'activité plasmatique de la LPL augmente en 

présence de niveaux élevés de HDL, particules transportant les apo CII (Fremont et coll., 1987) et 

diminue lors du catabolisme des HDL2 en HDL3, qui sont plus petites et moins efficaces dans le 

transport des apo CII (Andersson et coll., 1999; Sich et coll., 1998). L'apo CIII inhibe la LPL et une 

diminution de transcription de l'apo CIII favorise la liaison de la LPL périphérique à son substrat 

(Bisgaier et coll., 1998; Ebara et coll., 1997). 

1.4.4.4. Régulateurs physiologiques de la lipoprotéine lipase 

1.4.4.4.1. État de jeûne et état post-prandial 

Au cours du jeûne, une activité élevée de la LPL musculaire et basse de la LPL adipeuse, 

dirige les triglycérides vers les muscles qui les utilisent comme substrats énergétiques. Au contraire 

en phase post-prandiale, l'activité de la LPL augmente dans le tissu adipeux, assurant ainsi une mise 

en réserve des graisses dans ce tissu. Ces différences dans le niveau d'activité de la LPL reflètent les 

besoins énergétiques de l'organisme. En effet, le tissu adipeux stocke les graisses à l'état nourri, 

période pendant laquelle le muscle cardiaque utilise le glucose comme source première d'énergie. 

En période de jeûne, il se produit une lipolyse des triglycérides dans le tissu adipeux pour fournir 

l'énergie nécessaire à l'organisme (Olivecrona et coll., 1995; Ong et Kern, 1989a; Chajek-Shaul et 
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coll., 1985). Les changements tissulaires de la LPL, au cours du jeûne, pourraient être médiés par 

l'AMPc. En effet, il a été rapporté que l'AMPc diminue la LPL adipocytaire, mais augmente l'activité 

de la LPL au niveau des autres tissus (Cryer, 1987). 

Plusieurs études ont démontré une régulation nutritionnelle de la LPL plasmatique. Coppack 

et coll. (1996) ont rapporté que le muscle sécrète la LPL active dans le plasma à l'état post-prandial 

et à l'état de jeûne, tandis que le tissu adipeux ne libère que peu de LPL active à l'état post-prandial 

et aucune LPL active à l'état de jeûne. Ces résultats sont surprenants dans la mesure où l'activité de 

la LPL est généralement plus élevée dans le tissu adipeux que dans le tissu musculaire. Les travaux 

récents de Karpe et coll. (1998) montrent qu'à l'état post-prandial et à l'état de jeûne, les tissus 

adipeux et musculaires sécrètent tous deux la LPL dans le plasma. Cependant, alors que le tissu 

musculaire sécrète régulièrement de la LPL active dans le plasma, le tissu adipeux sécrète une 

quantité importante de LPL inactive (Bergti et coll., 1996). Il semble que la LPL active soit 

redistribuée du tissu musculaire vers le tissu adipeux. 

Malgré les multiples études effectuées sur la régulation de la LPL par l'état nutritionnel, il 

n'existe pas à l'heure actuelle de données sur les effets de l'état de jeûne et de l'état post-prandial 

sur la régulation de la LPL monocytaire/macrophagique. 

1.4.4.4.2. Régulateurs hormonaux et nutritionnels 

Insuline/glucose: l'insuline est l'hormone régulatrice majeure de la LPL adipocytaire. Des 

études menées sur des adipocytes isolés et en culture ont démontré que cette hormone inhibe la 

lipolyse, mais augmente, d'une manière aigüe, l'activité de la LPL et sa sécrétion; cette augmentation 

a été attribuée à des effets post-transcriptionnels de l'insuline sur les niveaux de la LPL adipocytaire 
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(Picard et coll., 1999; Raynolds et coll., 1990; Semenkovich et coll., 1989; Padines-Figueres et coll., 

1988; Eckel, 1987; Vydelingum et coll., 1983; Ashby et coll., 1978). Des études in vitro ont montré 

que l'exposition des adipocytes 3T3-L1 à l'insuline cause la relâche de la LPL dans le milieu 

(Spooner et coll., 1979; Eckel et coll., 1978). La phosphatidyl-inositol-phospholipase C paraît être 

impliquée dans l'effet de l'insuline sur la libération de la LPL (Chan et coll., 1988). In vivo, une 

réduction d'activité de la LPL adipocytaire a été documentée chez le rat diabétique. Cette altération 

est réversible par administration d'insuline (Deshaies et coll., 1991; Behr et Kraemer, 1988; Nomura 

et coll., 1984; Chen et coll., 1980). L'activité de la LPL adipocytaire est aussi élevée durant le clamp 

euglycémique-hyperinsulinémique chez l'homme et le rat (Terrettaz et coll., 1994; Farese et coll., 

1991). Cette augmentation semble médiée par la PI 3-kinase (Kraemer et coll., 1998). Si l'activation 

de la PKC n'augmente pas la LPL adipocytaire, son inhibition entraîne une diminution de la synthèse 

de l'enzyme, suggérant un rôle constitutif de la PKC dans la régulation de la LPL adipocytaire 

(Ranganathan et coll., 1999). Outre l'insuline, le glucose augmente aussi in vitro l'activité et la 

synthèse de la LPL par les adipocytes en culture. Il potentialise les effets stimulants de l'insuline sur 

l'activité de la LPL adipocytaire (Ong et coll., 1989). 

Les effets modulateurs de l'insuline sur l'activité de la LPL musculaire, sont moins bien 

caractérisés. L'insuline inhibe l'activité et l'expression génique de la LPL musculaire (Laville et coll., 

1996; Richelsen et coll., 1993). Cette inhibition est inversement reliée à la captation musculaire de 

glucose (Kiens et coll., 1989). La diminution aigüe de l'insulinémie durant le jeûne et l'exercice 

physique est accompagnée d'une augmentation de l'activité musculaire de l'enzyme (Seip et coll., 

1995; Ladu et coll., 1991; Gorski et coll., 1982). Par contre, une diminution chronique de l'insuline 

diminue les niveaux de LPL musculaire, suggérant que le maintien des niveaux physiologiques de 
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LPL musculaire nécessite la présence continue de cette hormone (Deshaies et coll., 1991). Certaines 

études ont suggéré que les niveaux d'activité de la LPL musculaire pourrait être reliés à l'action 

métabolique de l'insuline sur la captation du glucose et du métabolisme des lipides, plutôt qu'a ses 

taux plasmatiques (Ferraro et coll., 1993; Pollare et coll., 1991). 

Au niveau cardiaque, l'insuline semble diminuer l'activité de la LPL par un effet indirect. 

En effet, si l'incubation de cardiomyocytes en présence d'insuline n'affecte pas l'activité de la LPL, 

l'injection d'insuline in vivo induit une diminution d'activité de la LPL cardiaque chez le rat (Braun 

et Severson, 1992; Olooney et coll., 1983). 

L'insuline participe aussi au contrôle transcriptionnel de la LPL dans les glandes mammaires. 

Ainsi, l'infusion d'insuline, chez le rat, augmente l'expression génique et l'activité de la LPL au 

niveau des glandes mammaires (Ramos et coll, 1999). 

Acides gras: il a été suggéré que la libération d'acides gras, produits par l'action 

hydrolytique de la LPL, pourrait faciliter sa dissociation de ses sites de liaison (Karpe et coll., 1992; 

Peterson et coll., 1990). Physiologiquement, l'augmentation de concentration des AGL inhibe 

l'activité de la LPL plasmatique. Cette action est probablement l'étape limitante de la lipolyse des 

chylomicrons et des VLDL. Les acides gras polyinsaturés cu3 augmentent l'ARNm de la LPL 

adipocytaire et l'activité de la LPL plasmatique (Luo et coll., 1998; Harris et coll., 1997; Zampelas 

et coll., 1994). 

1.4.4.4.3. Régulateurs de la lipoprotéine lipase macrophagique 

Les macrophages sont des cellules immuno-compétentes qui sécrètent, de manière 

constitutive, la LPL. La régulation de la LPL macrophagique est complexe. Les agents affectant la 
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prolifération et la maturation des cellules monocytaires augmentent la sécrétion de la LPL (Goldman, 

1990). Une augmentation de production de LPL par les macrophages inflammatoires est aussi 

observée (Behr et Kraemer, 1986). 

La régulation de sécrétion de la LPL macrophagique est différente de celle de la LPL 

adipocytaire et musculaire. Par exemple, alors que les glucocorticoïdes stimulent l'activité de la LPL 

musculaire (Krausz et coll., 1981), ils inhibent la sécrétion de la LPL macrophagique (Kawakami 

et coll., 1986). En outre, alors que l'insuline augmente l'activité de la LPL adipocytaire et que la RI 

s'accompagne d'une difficulté de l'insuline à stimuler la production de LPL au niveau adipocytaire 

(Maheux et coll., 1997; Eckel, 1987), cette hormone n'exerce aucun effet sur la sécrétion de la LPL 

macrophagique (Behr et Kraemer, 1986a). 

Hormones: l'effet des hormones sur la LPL macrophagique a été relativement peu étudié. 

Il a été démontré que l'insuline et l'IGF-1 n'exercent pas d'effet direct sur la sécrétion de la LPL 

macrophagique (Behr et Kraemer, 1986a). En effet, dans une étude utilisant des souris déficientes 

en insuline, Behr et Kraemer (1988) ont observé qu'un traitement à l'insuline de ces souris affectait 

peu la sécrétion de la LPL macrophagique. Au vu de la diminution de sécrétion de la LPL 

macrophagique observée dans ce modèle expérimental et de l'absence d'effet direct de l'insuline sur 

la LPL macrophagique, ces auteurs ont suggéré que le diabète puisse modifier la sécrétion de la LPL 

macrophagique par des changements secondaires à la production d'effecteurs immunologiques. 

La dexaméthasone inhibe, pour sa part, l'activité et la sécrétion de la LPL macrophagique 

chez la souris (Goldman 1990; Behr et coll., 1986), mais l'augmente chez l'humain (Kraemer, 1992; 

Domin et coll., 1991; Auwerx et coll., 1989). Enfin, la thyroxine stimule la synthèse et l'activité de 

la LPL macrophagique (Ong et coll., 1992; Saffari et coll., 1992). 
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Cytokines:White et coll (1988) ont rapporté que le traitement de macrophages humains par 

le TNT-a n'affectait pas l'activité de la LPL. Par contre, une réduction des niveaux d'ARNm, de la 

masse et de l'activité de la LPL produite par les macrophages J774.2 a été documentée en présence 

de TNF-a (Tengku-Muhammad et coll., 1996). Il semble que l'incubation de ces cellules en présence 

d'une combinaison de cytokines réduise de manière synergique, l'activité de la LPL, le degré de 

synergie maximale étant produit par la combinaison IFN-y et TNF-a (Tengku-Muhammad et coll., 

1999; 1998). 

Facteurs de croissance: le PDGF est sécrété par les macrophages humains, principalement 

sous isoforme de PDGF-BB. L'incubation des macrophages en présence de PDGF-BB induit 

l'expression de la LPL (Inaba et coll., 1995). 

D'une manière similaire, le M-CSF augmente les niveaux d'ARNm de la LPL et la sécrétion 

de l'enzyme par les macrophages humains et alvéolaires de rat (Inaba et coll., 1995; Mori et coll., 

1991). Le M-CSF, comme le PDGF-BB, pourrait réguler l'expression de la LPL, par sa capacité à 

stimuler la prolifération, la différenciation et la maturation des macrophages (Inaba et coll., 1995; 

Mori et coll., 1991). 

Dérivés lipidiques: les macrophages sécrètent des prostaglandines en présence de LPS 

(Delong et coll., 1999; Kawada et coll., 1992). L'étude effectuée par De Sanctis et coll. (1994) 

suggère que les prostaglandines médient l'effet inhibiteur de la LPS sur l'expression de la LPL 

macrophagique et la sécrétion de cette enzyme. 

Les oxystérols produits suite à l'oxydation des LDL sont impliqués dans la régulation de la 

LPL macrophagique. L'incubation de macrophages dérivés de monocytes humains en présence de 

7P-hydroxycholestéro1 et de 25-hydroxycholestérol diminue l'ARNm et l'activité de la LPL. Parmi 
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les autres dérivés du cholestérol, le cho1estane-3f3-5a-6[3-trio1 et le 27-hydroxycholestérol diminuent 

l'activité de la LPL macrophagique (Mattsson Hultén et coll., 1996). 

1.4.5. Lipoprotéine lipase et pathologie 

La régulation de la LPL est modifiée par de nombreux états pathologiques. Les affections 

rénales chroniques, le syndrome néphrotique et l'hyperthyroïdie sont associés à une 

hypertriglycéridémie et à une baisse de l'activité plasmatique de la LPL. L'intérêt de la LPL en 

pathologie est considérable puisque plusieurs anomalies métaboliques sont associées à une 

diminution aussi bien qu'à une augmentation de l'activité de l'enzyme. 

1.4.5.1. Hyperlipidémie de type I ou hyperchylomicronémie 

L'hyperlipidémie de type I est une forme rare de dyslipidémie. Elle est aussi appelée 

hypertriglycéridémie exogène, au vu de l'influence des graisses alimentaires sur son expression. En 

effet, un régime pauvre en graisses entraîne une baisse rapide et constante des niveaux de 

triglycérides plasmatiques, alors qu'un régime riche en graisses augmente ce paramètre biologique 

(Savonen et coll., 1999; Shirai et coll., 1992). L'hyperlipidémie de type I est liée à un défaut de 

l'activité de la LPL. Ce défaut peut être lié à des anomalies génétiques de l'enzyme ou de son 

activateur physiologique, l'apo CII. Dans les deux cas, la présentation clinique est identique: le 

catabolisme des chylomicrons est ralenti, et ceux-ci s'accumulent dans la circulation. Bien que 

physiologiquement les VLDL soient catabolisés par la LPL, ces particules ne s'accumulent pas dans 

la circulation, et ce peut être grâce à l'action compensatrice de la lipase hépatique, ou alors à leur 
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captation directe par le foie. Une forme rare d'hyperchylomicronémie, liée à la présence d'inhibiteur 

circulant de la LPL a été décrite (Santamarina-Fojo, 1998; Brunzell et coll., 1983). 

La complication majeure de l'hypertriglycéridémie de type I est la pancréatite aiguë, accident 

accompagnant classiquement une poussée d'hypertriglycéridémie majeure (Santamarina-Fojo, 1998; 

Brunzell et coll., 1983). 

1.4.5.2. Hyperlipidémie familiale combinée 

L'hyperlipidémie familiale combinée est une forme fréquente de dyslipidémie; le risque de 

maladies cardiovasculaires y est très élevé. Très souvent, elle se manifeste sous forme d'une 

hyperlipidémie mixte avec augmentation modérée du cholestérol et des triglycérides. Cette anomalie 

ne présente pas de caractéristiques cliniques particulières puisque plusieurs variétés 

d'hyperlipidémies peuvent y être individualisées. Elle peut même se traduire par une anomalie 

purement qualitative des LDL qui sont enrichies en apo B (Calabresi et coll., 1999; Goldstein et coll., 

1973). 

Malgré un mécanisme commun de synthèse hépatique accrue de l'apo B100, l'expression 

phénotypique de l'hyperlipidémie familiale combinée est variable. Ce phénomène peut être dû soit 

à une hétérogénéité génétique du catabolisme des lipoprotéines, soit à l'intervention de facteurs 

environnementaux, permettant une adaptation face à l'anomalie primaire (Yao et McLeod, 1994). 

Les mécanismes responsables de l'augmentation de synthèse de l'apo B et des VLDL sont 

encore hypothétiques; un déficit en LPL pourrait en être responsable (Babirak et coll., 1992). En 

effet, il a été montré que la LPL diminuait la sécrétion de VLDL par les cellules hépatocytaires. Dans 
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le cas d'un déficit partiel en LPL, le remodelage des VLDL pourrait être moindre et aboutir à la 

sécrétion de particules enrichies en apo B (Avramoglu et coll., 1995). 

Le rôle potentiel d'un déficit en LPL dans la pathogenèse de cette dyslipidémie est supporté 

par l'effet hypotriglycéridémiant des fibrates, des molécules connues pour leur effet stimulant sur 

la LPL (Andersson et coll., 1999; Steals et coll., 1997). 

1.4.5.3. Lipoprotéine lipase et obésité 

L'hypertriglycéridémie est une anomalie fréquemment retrouvée chez les patients obèses. La 

LPL joue un rôle fondamental au niveau du tissu adipeux puisqu'elle y permet la mise en réserve des 

acides gras produits par l'hydrolyse des triglycérides. Les niveaux plasmatiques de la LPL 

influencent la taille des cellules adipeuses et montrent une corrélation positive avec l'indice de masse 

corporelle (Kern et coll., 1990). À l'heure actuelle, il n'y a pas de preuve qu'une augmentation de 

l'activité lipasique puisse induire l'obésité. Cependant, il a été démontré que chez les femmes ayant 

des antécédents d'obésité, l'activité de la LPL plasmatique est exagérée après prise de sucre et après 

administration d'insuline. Cette hyper-réponse de la LPL peut avoir pour conséquence une mise en 

réserve excessive de triglycérides dans le tissu adipeux, conduisant à une reprise pondérale. Une 

augmentation de l'activité plasmatique de la LPL, a par ailleurs, été notée dans des modèles d'obésité 

expérimentale et dans le syndrome de Willi Prader (Schwartz et coll., 1979). D'autres études 

corrèlent négativement la graisse viscérale abdominale et la masse de la LPL plasmatique, 

indépendamment des niveaux d'insuline à jeun (Kobayashi et coll., 1998). Une augmentation de la 

LPL adipocytaire a été documentée chez les sujets obèses (Berman et coll., 1999). Enfin, une 

corrélation négative entre l'indice de masse corporelle et la LPL musculaire et une relation inverse 
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entre la RI, le ratio taille/hanche et la LPL musculaire ont été rapportées par Richelsen et coll. 

(1993). 

1.4.5.4. Lipoprotéine lipase et athérome 

Une baisse d'activité de la LPL plasmatique a été documentée chez les patients coronariens 

(Henderson et coll., 1999). Il a été proposé que la déficience hétérozygote en LPL puisse favoriser 

les maladies coronariennes en raison de la dyslipidémie qui y est associée (Hokanson et coll., 1999; 

Henderson et coll., 1999; Julien et coll., 1997). Au vu de l'importance de la LPL dans le 

développement et la progression de l'athérome, nous traîterons ce sujet de manière développée dans 

la section suivante. 

1.4.6. Lipoprotéine lipase et athérosclérose 

En dépit du fait que la LPL soit synthétisée essentiellement par le tissu adipeux et musculaire, 

elle est aussi exprimée et sécrétée par diverses cellules vasculaires telles les macrophages et les 

cellules musculaires lisses. C'est cette source de LPL qui a été récemment impliquée dans la 

pathogenèse de l'athérosclérose. En effet, bien que la LPL puisse exercer un effet périphérique anti-

athérogénique, de nombreuses évidences suggèrent que l'enzyme sécrétée dans la paroi vasculaire 

puisse promouvoir, par ses propriétés enzymatiques et structurales, le développement de 

l'athérosclérose (Chait et coll., 1982; Zilversmit, 1973). 
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1.4.6.1. Effets anti-athérogéniques de la lipoprotéine lipase 

L'activité de la LPL est diminuée chez les patients coronariens et certains patients déficients 

en LPL développent des lésions avancées d'athérosclérose (Henderson et coll., 1999; Benlian et coll., 

1996). Les individus hétérozygotes pour des mutations du gène de la LPL, induisant une diminution 

de l'activité de cette enzyme, sont prédisposés à développer des lésions athéromateuses de manière 

prématurée (Henderson et coll., 1999; Nordestgaard et coll., 1997; Wittrup et coll., 1997; Jukema 

et coll., 1996; Reymer et coll., 1995). À l'inverse, il a été rapporté qu'une mutation de la LPL, 

induisant une augmentation de l'activité de l'enzyme, confère une protection contre la maladie 

coronarienne (Gagnes et coll., 1999; Henderson et coll., 1999; Wittrup et coll., 1997). 

Un autre argument en faveur d'un rôle anti-athérogénique de la LPL est que 

l'hypertriglycéridémie associée à la RI et au diabète de type 2, et impliquée dans l'accélération de 

l'athérosclérose (Chanu, 1999; Austin, 1998), est largement médiée par la suppression de 

l'expression de la LPL adipocytaire par les cytokines telles le TNF-a et l'IL-6 (Halle et coll., 1998; 

Kern, 1997). D'autre part, la lipolyse des lipoprotéines riches en triglycérides dans le tissu adipeux, 

le coeur et les muscles squelettiques, détermine un profil lipidique non athérogénique (Yagyu et 

coll., 1999). Ainsi la surexpression de la LPL normalise le profil lipidique athérogénique des souris 

déficientes en apo-E ou en récepteur aux LDL et protège ces modèles expérimentaux de 

l'hyperlipidémie induite par la diète (Yagyu et coll., 1999; Shimada et coll., 1996; Hayden et coll., 

1993). Hokarison et coll (1999) ont aussi rapporté une relation entre la déficience en LPL et la 

production de petites particules de LDL. Finalement, la LPL paraît hydrolyser les VLDL modérément 

oxydées d'une manière moins efficace, comparées aux VLDL natives (Jong et coll., 2000). 

L'administration d'un activateur de la LPL tissulaire, le NO-1886, prévient, en augmentant les HDL, 
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le développement de l'athérosclérose (Tsutsumi et coll., 1993). La LPL médie finalement la 

captation sélective des HDL, contenant plus d'esters de cholestérol, par les cellules hépatiques et 

stimule la clairance hépatique des lipoprotéines et des résidus de chylomicrons (Rinninger et coll., 

1998). 

1.4.6.2. Effets pro-athérogéniques de la lipoprotéine lipase 

La première théorie impliquant la LPL dans l'athérosclérose a été proposée par Zilversmit 

et coll. (1973). Selon cette théorie, l'augmentation de la concentration des lipoprotéines remnantes 

riches en cholestérol au niveau de l'endothélium vasculaire, résultant de l'action hydrolytique de la 

LPL, induit une accumulation de cholestérol dans la paroi vasculaire. Depuis lors, différentes 

découvertes ont appuyé le concept d'un rôle athérogénique de la LPL et sont discutées dans les 

sections ci-dessous. 

1.4.6.2.1. Expression de la lipoproptéine lipase dans la lésion athéromateuse 

Les cellules spumeuses dérivées des macrophages sont la source primaire de la LPL dans la 
_ 

lésion athérosclérotique (O'Brien et coll., 1992; Yla-Herttuala et coll., 1991). Le rôle de la LPL 

macrophagique dans l'athérogenèse a été longtemps débattu. En 1993, Renier et coll., ont démontré 

que l'état de susceptibilité à l'athérosclérose est associé, chez la souris congénique, à des niveaux 

élevés de LPL macrophagique, suggérant ainsi un rôle contributif de la LPL macrophagique dans la 

progression de l'athérosclérose. Récemment, il a été démontré, qu'en dépit d'une dyslipidémie 

profonde, une diète athérogénique n'augmente pas de manière significative le développement de 

lésions athéromateuses, chez des souris présentant un déficit hétérozygote en LPL (Semenkovich et 
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coll., 1998). Enfin, le rôle de la LPL macrophagique dans la formation des cellules spumeuses et des 

lésions athéromateuses a été récemment rapporté par Babaev et coll. (1999). 

1.4.6.2.2. Induction de lipoprotéines remnantes athérogéniques par la lipoproptéine lipase 

Par ses propriétés catalytiques, la LPL hydrolyse les lipoprotéines riches en triglycérides et 

les enrichit en esters de cholestérol (Zilversmit, 1995). Les résidus de lipoprotéines captés avidement 

par les macrophages, ainsi que les AGL générés par l'action hydrolytique de la LPL et réestérifiés 

dans les macrophages, contribuent de manière directe à la formation des cellules spumeuses (Evans 

et coll., 1993; Aviram et coll., 1988). Il a été récemment démontré que l'hydrolyse des VLDL par 

la LPL, en libérant le fer de la transferrine, contribue à l'oxydation des LDL (Balagopalakrishna et 

coll., 1999). 

1.4.6.2.3. Lipoprotéine lipase, un ligand athérogénique 

Indépendamment de son effet catalytique, la LPL agit comme un ligand pro-athérogénique, 

facilitant la captation cellulaire des lipoprotéines. L'association de la LPL aux lipoprotéines favorise 

leur interaction avec la surface cellulaire et leur captation (Auerbach et coll., 1999; Wu et Pizzo, 

1996; Medh et coll., 1996; Fernandez-Borja et coll., 1996; Hendriks et coll., 1996). La LPL 

endogène augmente la liaison et l'association cellulaire des LDL natives et oxydées, aux 

macrophages, et contribue à la formation des cellules spumeuses (Wang et coll., 1999a). 

L'interaction entre LDL et LPL augmente suite à l'oxydation des LDL (Wang et coll., 1999a; 

Makoveichuk et coll., 1998; Kaplan et Avirarn, 1997). L'enzyme agit aussi de manière synergique 

avec la sphyngomyélinase pour augmenter l'association des LDL et de la Lp(a) aux héparan sulfates 
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et à la matrice sous-endothéliale (Auerbach et coll., 1999; van Barlingen et coll., 1997; 1996; Tabas 

et coll., 1993) et contrôle la phagocytose médiée par les récepteurs Fc macrophagique (Yin et coll., 

1997). Ce faisant, la LPL contribue à la rétention et à l'accumulation des lipoprotéines dans la 

matrice sous-endothéliale et à leur captation cellulaire (Wu et Pizzo, 1996; Medh et coll., 1996; 

Goldberg, 1996). 

L'effet de la LPL sur la captation des lipoprotéines nécessite qu'elle se lie simultanément aux 

héparan sulfates protéoglycans, aux lipoprotéines et aux récepteurs (Goldberg, 1996; Olivecrona et 

Olivecrona, 1995 ). Tel que mentionné précédemment, les récepteurs cellulaires liant la LPL incluent 

tous les membres de la famille du récepteur des LDL étudiés à ce jour, c'est-à-dire le récepteur des 

LDL, la LRP, le récepteur Gp330 et le récepteur des VLDL (Chappell et Medh, 1998; Hendriks et 

coll., 1997). Takahashi et coll. (1995) ont suggéré que les macrophages puissent exprimer des 

récepteurs qui reconnaissent tant les VLDL riches en triglycérides et riches en apo-E, que les 

lipoprotéines remnantes riches en triglycérides. 

La fonction de pont proposée pour la LPL a été supportée par de nombreuses études in vitro 

(Rumsey et coll., 1992; Mulder et coll., 1992; Eisenberg et coll., 1992; Beisiegel et coll., 1991). Tout 

récemment, Merkel et coll., (1998) ont démontré que la LPL catalytiquement inactive, était capable 

de se lier in vivo aux protéoglycans et d'induire la captation des VLDL par les muscles. Il a aussi été 

proposé que la LPL puisse former un pont entre les héparan sulfates exprimés à la surface de 

l'endothélium et ceux exprimés à la surface des monocytes et ce faisant, jouer le rôle d'une molécule 

d'adhésion (Mamputu et coll., 1997; Obunike et coll., 1997). L'oxydation des lipoprotéines influence 

l'effet de la LPL sur la captation des lipoprotéines. Ainsi, la LPL stimule la liaison des LDL oxydées 

aux macrophages et leur captation subséquente (Hendriks et coll., 1996). L'oxydation des LDL et 
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des VLDL augmente aussi leur affinité pour les héparan sulfates et la LPL, exprimés à la surface des 

macrophages et des cellules endothéliales (Makoveichuk et coll., 1998; Auerbach et coll., 1996). 

1.4.6.2.4. Régulation de la lipoprotéine lipase par les agents présents dans la lésion 

Comme suggéré précédemment, l'expression de la LPL dans la paroi vasculaire paraît pro-

athérogénique. Plusieurs facteurs présents dans la lésion incluant les lipoprotéines modifiées, les 

facteurs de croissance, les facteurs chimiotactiques et les cytokines jouent sans doute, un rôle majeur 

dans la régulation de l'expression de la LPL macrophagique au niveau de la paroi vasculaire (Ross, 

1999; 1995; 1993). La LPS et diverses cytokines telles 1'IL-1, 1'IL-11, l'IFN-y et le TNF-a 

suppriment l'expression, l'activité et la sécrétion de la LPL (Tengku-Muhammad et coll., 1999; 

1998; 1996). L'IFN-y, le TNF-a et la LPS agissent de manière synergique pour inhiber l'enzyme 

(Tengku-Muhammad et coll., 1999; 1998). D'autres agents tels les prostaglandines, les LDL 

oxydées, la lysophosphatidylcholine, le 7[3-hydroxycholestérol et le 25-hydroxycholestérol 

suppriment l'expression de la LPL macrophagique (Stengel et coll., 1998; Hulten et coll., 1996; 

Desanctis et coll., 1994). La suppression de la LPL par ces agents pro-athérogéniques pourrait limiter 

la transformation des macrophages en cellules spumeuses durant les étapes initiales de la formation 

des lésions athéromateuses. Parmi les agents augmentant l'expression de la LPL macrophagique, on 

note le stress oxydatif et les espèces radicalaires oxygénés, la dexaméthasone, le PDGF et le M-CSF 

(Renier et coll., 1996; Inaba et coll., 1995; Mori et coll., 1991; Domin et coll., 1991). 
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1.4.7. Lipoprotéine lipase et diabète 

L'activité enzymatique de la LPL au niveau du tissu adipeux et des muscles squelettiques 

dépend de l'insuline, variant avec les niveaux d'insuline et la sensibilité des tissus à cette hormone. 

Le diabète module l'expression de la LPL par des mécanismes transcriptionnels et post-

transcriptionnels. En effet, l'induction du diabète chez l'animal est associée à une diminution de 

l'expression et surtout de l'activité de la LPL adipocytaire (Taskinen, 1987). À l'inverse, le diabète 

est associée à une augmentation de la masse et de l'activité de la LPL cardiaque (Shepherd et coll., 

1998; Rodrigues et coll., 1997). Cette altération est corrigée par l'administration d'insuline 

(Tavangar et coll., 1992). Des études immuno-histochimiques ont démontré que l'augmentation de 

la LPL au niveau cardiaque était imputable à une augmentation d'activité de cette enzyme au niveau 

de l'endothélium capillaire. Il a été proposé que l'activité augmentée de la LPL au niveau de 

l'endothélium capillaire puisse accroître, au cours des états d'insulino-déficience, l'apport des AGL 

au coeur (Tavangar et coll., 1992). 

En vertu de sa modulation tissulaires la LPL a été suggérée comme gène candidat impliqué 

dans la pathogenèse de l'obésité et du DNID (Ranganathan et coll, 1999; Mingrone et coll., 1999; 

Knudsen et coll., 1997). Des mutations du gène de la LPL ont été retrouvées chez certains sujets 

diabétiques obèses (Zhang et coll., 1997). Une diminution d'activité de la LPL plasmatique et 

adipocytaire, documentée chez les sujets diabétiques, suggère un rôle de cette enzyme dans la 

dyslipidémie associée au diabète. Il a été proposé que l'inhibition d'expression de la LPL puisse être 

secondaire, dans ces pathologies, à l'augmentation de production, par le tissu adipeux et musculaire, 

du TNF-a. (Kern, 1997). 
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Tel que mentionné auparavant, la RI diabétique est associée à une altération du profil 

lipidique caractérisée par une augmentation des triglycérides, une diminution des niveaux 

plasmatiques de HDL, et un changement de composition des LDL. L'HI et l'obésité abdominale, 

compagnons typiques de la RI, contribuent à ces anomalies lipidiques. Il a été proposé que la 

déficience en LPL, en altérant les niveaux de triglycérides et d'AGL plasmatiques et ceux de 

lipoprotéines puisse induire la RI et le DNID (Boivin et Deshaies, 2000; Mingrone et coll., 1999; 

Howard, 1999; Maheux et coll., 1997; Knudsen et coll., 1995). À l'inverse, d'autres études 

soutiennent que l'hypertriglycéridémie et les modifications qualitatives des LDL associées au diabète 

ne soient pas causées par la diminution d'activité tissulaire de la LPL (Jansen et coll., 1994; Kraemer 

et coll., 1982; Chen et coll., 1980). Cette hypothèse est appuyée par l'étude de Jansen et coll. (1994), 

démontrant un accroissement de l'activité plasmatique de la LPL chez les patients insulino-résistants 

atteints de maladies coronariennes. 
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I. 5. Hypothèse et objectifs 

Les patients atteints de DNID développent des lésions athéromateuses de manière accélérée. 

Diverses évidences suggèrent que la LPL, synthétisée par les macrophages dans la paroi vasculaire, 

puisse contribuer au développement et à la progression du processus athéromateux. En dépit de ces 

observations, la régulation de la LPL macrophagique dans le diabète n'a pas été étudiée. 

L'hyperglycémie est un facteur de risque des maladies cardiovasculaires associées au diabète. Le 

glucose stimule la prolifération macrophagique et accroît la production de cytokines pro-

athérogéniques par ces cellules. L'hypothèse de notre étude est qu'il existe chez le patient diabétique 

de type 2, une altération de la régulation de la LPL macrophagique, au moins partiellement 

attribuable à l'hyperglycémie. 

Les objectifs spécifiques de notre étude sont: 

1) d'étudier in vitro l'effet direct de concentrations élevées de glucose sur l'expression et la 

production de la LPL macrophagique; 

2) d'étudier le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) impliqué(s) dans la régulation de la LPL par le 

glucose; 

3) de caractériser le système de la LPL macrophagique et le rôle des facteurs périphériques dans la 

régulation de cette enzyme chez le patient diabétique de type 2. 
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SUMMARY 

Cardiovascular diseases are the leading cause of morbidity and mortality in diabetes. 

Lipoprotein lipase (LPL), a major secretory product of macrophages, has been suggested to play a 

key role in the development of atherosclerosis. In the present study, we evaluated the effect of high 

glucose on macrophage LPL mRNA expression and secretion. Exposure of murine J774 

macrophages to high D-glucose concentrations (20-30 mM) resulted in a dramatic upregulation of 

LPL mRNA expression and immunoreactive mass. This effect was not observed when these cells 

were incubated in presence of L-glucose or mannitol. High glucose concentrations were also found 

to enhance LPL gene expression and immunoreactive mass in human monocyte-derived 

macrophages. J774 cells cultured in an high glucose environment expressed increased c-fos mRNA 

levels. Treatment of these cells with c-fos antisense DNA or protein kinase C inhibitor inhibited the 

stimulatory effect of glucose on LPL mRNA expression. In J774 cells exposed to high glucose 

concentrations, enhanced nuclear protein binding to the AP-1-responsive region of the murine LPL 

promoter was observed, while LPL mRNA stability remained unchanged. Overall, these results 

demonstrate that high glucose upregulates macrophage LPL gene expression and immunoreactive 

mass and that this effect involves transcriptional events. 
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INTRODUCTION 

Atherosclerosis occurs prematurely in diabetic patients and is considered to be a major 

complication of diabetes mellitus (1-5). Evidence has been provided that immune reactions are 

involved in the development of atherosclerosis. The early recruitment of monocytes to the arterial 

intima and their subsequent transformation into lipid-laden macrophages argue for a crucial role of 

these cells in the development and progression of atherosclerotic lesions (6-9). Macrophages 

constitutively synthesize lipoprotein lipase (LPL) (10-12), a key enzyme in the catabolism of 

triglyceride-rich lipoproteins (13). Accumulating evidence suggests that LPL, by promoting the 

uptake of atherogenic lipoproteins by different vascular cell types, may contribute to lipid 

accumulation within the arterial wall, thereby promoting the atherogenic process (14-15). It has been 

shown that LPL activity is low in normal arteries, which have few macrophages, and increases 

during progression of the atherosclerotic plaque, which contains a large number of macrophage-like 

cells [16]. Furthermore macrophages have been documented to express LPL, both mRNA and 

protein, in atherosclerotic lesions in vivo (17-20). 

Despite the high incidence of atherosclerosis in diabetic patients and the potential key role 

of macrophage LPL in the atherogenic process, the regulation of macrophage LPL expression in 

diabetes has not been investigated. Several studies suggest that macrophage LPL secretion could be 

enhanced in diabetes. High macrophage LPL expression and secretion have been previously 

documented in atherosclerosis- and diabetes-prone mice (21). In addition, incubation of human 

macrophages with hypertriglyceridemic VLDLs, which accumulate in the plasma of diabetic 

subjects, has been shown to result in enhanced LPL production by these cells (22). 
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The modulatory effect of a high glucose environment on macrophage function has been 

previously documented. It has been reported that high glucose concentrations increase the 

proliferation of macrophages (23) and enhance the growth response of these cells to colony-

stimulating factor (CSF)-1 (24). Glucose and advanced glycation end products have also been shown 

to increase the production of interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor (INF)-a by human 

monocytes (25, 26). In the present study, we studied the effect of high glucose on macrophage LPL 

expression and secretion. In addition, based on previous data showing a stimulatory effect of high 

glucose on c-fos protein (27) and an involvement of this oncogene in the control of LPL expression 

(28), we evaluated the role of c-fos in the regulation of macrophage LPL by glucose. 
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MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

Fetal calf serum (FCS) was purchased from Hyclone Laboratories (Logan, UT). Glucose-free 

Dulbecco's minimal essential medium (DMEM) and RPMI 1640 medium were obtained from INC 

Biochemicals Inc., (Costa Mesa, CA) and Gibco BRL, (Burlington, ONT), respectively. D-glucose, 

L-glucose, mannitol, phorbol myristate acetate (PMA), actinomycin D and heparin were purchased 

from Sigma (St. Louis, MO). Calphostin C was obtained from Calbiochem (La Jolla, CA). 

Murine and human macrophages 

The J774 murine macrophage cell line was obtained from the American Type Cell Culture 

Collection (Rockville, MD). J774 cells were cultured in DMEM containing 10% FCS (FCS-

DMEM) and 100 ig/m1 penicillin-streptomycin (Flow, McLean, VA). For experiments assessing 

the effect of increasing concentrations of glucose, we used a customized preparation of FCS-DMEM 

containing 5.6 mmo1/1 of glucose to which varying amounts of glucose was added to make up the 

desired final glucose concentrations. 

Human monocytes were isolated as previously described (29). Peripheral blood mononuclear 

cells were isolated by density centrifugation using Ficoll, allowed to aggregate in presence of FCS, 

then further purified by the rosetting technique. After density centrifugation, we recovered highly 

purified monocytes (85-90%), as assessed by flow cytometry (FACScan, Becton Dickinson, 

Rutherford, NJ) using phycoerythrin-conjugated anti-CD14 monoclonal antibody (Becton 

Dickinson). In some experiments, monocytes were positively selected according to CD14 expression 

by means of a FACSort (Becton Dickinson). Differentiation of monocytes into monocyte-derived 
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macrophages (MDMs) was achieved by culturing the freshly isolated monocytes in RPMI 1640 

medium supplemented with 20% (vol/vol) autologous serum. After 4 days in culture, MDMs were 

incubated for 1-5 days in fresh RPMI medium containing 5.6 or 30 mmo1/1 glucose and 

supplemented with 20% autologous serum. The low and high glucose RPMI media were prepared 

by adding to glucose-free RPMI medium (Gibco BRL) appropriate amounts of glucose to make up 

the desired final glucose concentrations. 

Analysis of mRNA expression. 

Ten million J774 macrophages were plated in plastic petri dishes (100 x 20 mm) (Falcon, 

Lincoln Park, NJ.). After treatment with appropriate agents, these cells were lysed with guanidine 

isothiocyanate. Total RNA was purified by centrifugation through a cesium chloride gradient as 

previously described in detail by Chirgwin et al (30). Of the total RNA, 181..tg was separated in a 

1.2% agarose gel containing 2.2 mol/1 formaldehyde as previously described (31). The blots were 

prehybridized for 18 h in prehybridization buffer. The mRNA expression was analyzed by 

hybridization with [3213] dCTP-labeled LPL (specific activity — 3,000 Ci/mmol; Amersham, Arlington 

Heights, IL), c-fos and S28 DNA inserts. Hybridization was detected by autoradiography with Kodak 

X-Omat-AR films (Rochester, NY). mRNA expression was quantified by high resolution optical 

densitometry (SciScan 5000, USB, Cleveland, OH). 

Expression of the LPL gene in glucose-stimulated human MDMs was performed by the 

polymerase chain reaction (PCR) technique. Cytoplasmic RNA for use in the PCR reaction was 

extracted from human MDMs by the acid-phenol technique of Chomczynski (32), precipitated and 

resuspended in diethyl pyrocarbonate water. cDNA was synthesized from RNA by incubating total 
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cellular RNA with 0.1µg oligodT (Pharmacia, Piscataway, NJ) for 5 min of 98°C, then by incubating 

the mixture with reverse transcription buffer for 60 min of 37°C. The cDNA obtained was amplified 

by using 0.8 gmo1/1 of two synthetic primers specific for human LPL (5'-

GAGATTTCTCTGTATGGCACC-3') (5'-CTGCAAATGAGACACTTTCTC-3') and human 

glyceraldehyde-3-pho sphatedehydrogenase (GAPDH)(5 '-C C CTTCATTGAC C TCAAC TACATGG-

3') (5'-AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG-3'), used as internai standard, in the PCR reaction 

mixture. A 277-base pair human LPL cDNA fragment and a 456-base pair human GAPDH cDNA 

fragment were amplified enzymatically by 30 repeated cycles of 95°C for 60 s, 60°C for 40 sec, and 

72°C for 90 sec. An aliquot of each reaction mixture was then subjected to electrophoresis on 4.2% 

PAGE gel followed by autoradiography with Kodak X-Omat-AR films. RNA expression was 

quantified by high resolution optical densitometry (SciScan 5000, USB). 

DNA binding assay 

The isolation of nuclei was performed as previously described (33). Briefly, 5 x 10 J774 

cells were collected, washed with cold PBS, and lysed in 1 ml of ice-cold buffer A (15 tnmo1/1KC1, 

2 mmo1/1 MgC12, 10 mmo1/1 HEPES, 0.1% phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and 0.5% 

Nonidet P-40). After a 10-min incubation on ice, lysed cells were centrifuged and the nuclei were 

washed with buffer A without Nonidet P-40. The nuclei were then lysed in a buffer containing 2 

mo1/1KC1, 25 mmol/lHEPES, 0.1 mmol/lEDTA, and lmmol/ldithiothreitol (DTT). After a 15-min 

incubation period, a dialysis buffer (25 mmo1/1 HEPES, lmmo1/1 DTT, 0.1% PMSF, 2 ptg/m1 

aprotinin, 0.1 mmo1/1 EDTA, and 11% glycerol) was added to the nuclei preparation. Nuclei were 

collected by centrifugation for 20 min at 13,000g. Fifty-microliter aliquots of the supematants were 
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frozen of -70°C and protein concentration was determined. DNA retardation (mobility shift) 

electrophoresis assays were performed as previously described by Fried and Crothers (34). Briefly, 

5-Kg nuclear extracts were incubated for 15-min in the presence of 5x binding buffer (125 mmo1/1 

HEPES, pH 7.5, 50% glycerol, 250 mmol/INaC1, 0.25% Nonidet P-40, 5 mmol/IDTT). End-labeled 

double-stranded consensus sequences of the LPL promoter AP-1-enhancing element (10,000 cpm 

per sample) were then added to the samples for 30 min. Samples were analysed on a 4% 

nondenaturing polyacrylamide gel, containing 0.01% Nonidet P-40. The specificity of the nuclear 

protein binding was assessed by incubating the nuclear proteins isolated from macrophages with 

labeled DNA probe in the presence of a 100-molar excess of unlabeled DNA probe. 

DNA probes 

The probe for detection of murine LPL was prepared by PCR. cDNA was obtained from total 

RNA using a reverse transcription reaction. Two synthetic primers spanning bases 255-287 and 

1,117-1,149 of the LPL cDNA were used to enzymatically ampli a 894-base pair region of the LPL 

probe. The cDNA probes for murine c-fos and S28 were purchased from American Type Cell 

Culture 	Collection. 	A 	20-mer 	double 	stranded 	oligonucleotide 	(5 '- 
GGGCACCTGACTAAGGCCAG-3 ; 5'-TGTGCTGGCCTTAGTCAGGT-3') containing the 

consensus sequence for the AP-1 responsive element of the murine LPL gene promoter (35, 36) was 

synthesized with the aid of an automated DNA synthesizer. After annealing, the double-strand 

oligonucleotide was labeled with [eplATP by using the Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN) 

5'-end-labeling kit. 
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c-fos oligonucleotide synthesis 

Phosphorotioate-modified oligodeoxynucleotides specific to the 5'-end of murine c-fos were 

synthesized in both the sense (fos) and antisense (sof) orientation by means of an automatic DNA 

synthesizer. The sequences were: 5'-ATGATGTTCTCGGGTTTC-3 for fos and :5'-

GAAACCCGAGAACATCAT-3' for sof After synthesis, oligomers were purified by Guard-Pak 

C18 cartridges (Waters, Milford, MA), precipitated with 2-propanol, dissolved in water and 

quantitated by spectrophotometry. 

Determination of murine and human LPL immunoreactive mass and activity 

Two million J774 cells or human MDMs were incubated for 1-5 days in culture medium 

containing 5.6 or 30 mmo1/1 glucose. At 1 h before the end of the incubation period, 0.5U/mlheparin 

was added to the medium. The amounts of murine and human LPL immunoreactive mass were 

measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as previously described (37, 38) and 

were expressed per milligrams protein per milliliter. Medium and intracellular LPL activity of J774 

cells exposed for 5 days to 5.6 or 30 mmo1/1 glucose was determined using the confluolip kit 

(Progen, Heidelberg, Germany) (39). 

Determination of TNF-a immunoreactive mass 

J774 cells were cultured for 1-5 days in the presence of 5.6 or 30mmo1/1 glucose. At the end 

of the incubation periods, the quantity of TNF-a immunoreactive mass released in the culture 

medium of the cells was determined by ELISA (40) and expressed per milligrams protein per 

milliliter. 
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Determination of protein concentrations 

Total protein content was estimated according to the Bradford method (41) by using a 

colorimetric assay (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada). 

Statistical analysis 

All values were expressed as the mean ± SE. Data were analyzed by Student's t-test for single 

comparisons and by Student-Newman-Keuls test for multiple comparisons. 
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RESULTS 

Effect of D-glucose on LPL expression, production and activity. 

Incubation 0fJ774 cells with increasing D-glucose concentrations (5.6, 10, 20 and 30mmo1/1) 

increased, in a dose-dependent manner, the LPL mRNA expression by these cells (Fig. 1A). 

Maximal effect was observed after a 48-h incubation period in the presence of 30mmo1/1 glucose 

concentration. Under these experimental conditions, no modulation of the mRNA expression of S28 

was observed (Fig. 1B). LPL mRNA levels normalized to the levels of S28 mRNA are illustrated 

in Fig. 1C. 

Recovery of enhanced amounts of LPL immunoreactive mass from the culture media 

containing high glucose concentrations reflected the increase in LPL mRNA expression ofJ774 cells 

exposed to a high glucose environment (Fig. 2A). Maximal levels of LPL mass were observed in 

J774 cells treated for 4 days with 20 mmo1/1 glucose. Enhanced TNF-a release by macrophages was 

also observed after culture of these cells in a high glucose concentration medium. Although 

significantly elevated after a 24-h and 48-h incubation period in the presence of 30mmo1/1 glucose 

(data not shown), maximal levels of TNF-a mass were observed after culture of the cells in the 

presence of 20-30 mmo1/1 glucose for 3-5 days (Fig. 2B). In J774 cells exposed to high glucose 

concentrations, a 1.25-fold increase in the levels of medium LPL activity was observed. In contrast, 

the levels of intracellular LPL activity in these cells remained unchanged (data not shown). 

Effect of D-glucose on human MDM LPL expression and secretion. 

To ascertain the physiological relevance of our findings in J774 cells, LPL gene expression 

and secretion by human MDMs cultured in the presence of 5.6 or 30 mmo1/1  glucose concentrations 
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were next measured. The stimulatory effect of high glucose concentrations on MDM LPL mRNA 

levels and immunoreactive mass was observed after a 5-day exposure of these cells to 30 mmo1/1 

glucose concentration (Fig. 3). 

Effect of L-glucose and mannitol on murine macrophage LPL mRNA expression. 

To control for osmolality, J774 cells were incubated for 48 hours in the presence of 5.6 or 

30 mmo1/1 L-glucose or mannitol. No demonstrable stimulatory effect of both L-glucose and 

mannitol was observed on macrophage LPL mRNA expression, thereby indicating a specific effect 

of D-glucose on macrophage LPL gene expression (LPL mRNA expression: L-glucose, 1.2; 

mannitol, 1.1). 

Effect of high glucose concentration on basal and PMA-stimulated macrophage c-fos mRNA 

levels. 

To evaluate the effect of high glucose concentrations on macrophage c-fos mRNA 

expression, J774 cells were cultured for 48 h in the presence of 5.6 or 30 mmo1/1 glucose. At the end 

of these incubation periods, cells were left unstimulated or were incubated in presence of 50 nmo1/1 

PMA for 30 minutes. Exposure of unstimulated macrophages to high glucose concentrations 

significantly enhances basal c-fos mRNA levels (c-fos mRNA expression [fold increase over control 

values]: 30 mmo1/1 glucose: 2.1 + 0.1, P <0.005). (Fig. 4A and C). A marked increase in c-fos 

mRNA levels was also observed in PMA-stimulated cells as compared to those observed in cells 

exposed to normal glucose concentrations (Fig. 4A and C). 
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Effects of c-fos antisense oligonucleotide on glucose-induced macrophage LPL gene expression. 

To assess the role of c-fos in the regulation of macrophage LPL expression by glucose, J774 

cells were cultured for 48 h with 5.6 or 30 mmo1/1 glucose in the presence or absence of c-fos sense 

or antisense oligonucleotides. As shown in Fig. 5, addition of 10 ilmo1/1 c-fos antisense 

oligonucleotides to the macrophage culture medium led to a significant inhibition of glucose-

stimulated macrophage LPL mRNA expression. Maximal effectiveness of the sof oligomer was 

observed beween 5 and 101amo1/1 (data not shown). No inhibitory effect of either c-fos sense (Fig. 

5) and c-myc antisense oligonucleotide (data not shown) was observed on glucose-induced LPL 

expression. 

Effect of calphostin C, on glucose-stimulated LPL gene expression. 

To determine whether protein kinase C (PKC) may represent the signaling pathway involved 

in the upregulation of macrophage LPL gene expression by glucose, J774 cells were cultured for 48 

h with 5.6 or 30 mmo1/1 glucose in the presence or absence of the PKC inhibitor calphostin C 

(0.1 µ/m1). As shown in Fig. 6, incubation of the cells in the presence of calphostin C totally 

abolished the stimulatory effect of glucose on LPL mRNA levels. 

Effect of high glucose concentrations on the binding of nuclear proteins to the regulatory AP-1 

sequence of the murine LPL gene promoter. 

We next determined whether incubation of J774 cells in the presence of high glucose 

concentrations might induce changes at the level of LPL gene promoter binding proteins. We found 

that a 48-h exposure of these cells to a high glucose environment resulted in a dramatic increase in 
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the binding of nuclear proteins to the AP-1 consensus sequence of the LPL promoter (Fig. 7). This 

binding complex was specifically competed in the presence of a 100-fold molar excess of the 

unlabeled AP-1 oligonucleotide. 

Regulation of macrophage LPL mRNA half-life by high glucose. 

To investigate the possibility that high glucose concentrations may affect the mRNA half-life 

of macrophage LPL, the half-life of LPL mRNAs was measured in J774 cells cultured for 48 h in 

5.6 or 30 mmo1/1 glucose after the addition of D-actinomycin. As shown in Fig. 8, no difference in 

the rate of decay of LPL mRNA was observed in cells treated with low or high glucose 

concentrations, the LPL mRNA half-life being approximated, under both experimental conditions, 

to 11 h. 



B. 
528 

- 
5.5 	75 	:15 	5,5 	5• 

454 
1.5147M, 

141 

Gtucose 4811 	 Glucose 72h 
(mM) 	 ImM) 

5.6 10 20 30 	5,6 10 20 30 

LPL— 
A, 

p. 

FIG. 1. Effect of high glucose concentrations on macrophage LPL mRNA levels. J774 cells were 

cultured for 48 and 72 h in the presence of increasing D-glucose concentrations. At the end of the 

incubation period, cells were lysed and total RNAs were extracted and analyzed by Northem blot 

analysis for LPL mRNA (A) and S28 mRNA expression (B). C: LPL mRNA levels normalized to 

the levels of S28 mRNA. Data represent the results of one representative experiment out of six. 
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FIG. 2. Effect of high glucose concentrations on LPL and TNF-a immunoreactive masses. LPL 

and TNF-a immunoreactive masses were determined by ELISA in the culture medium of J774 cells 

exposed for 72, 96 and 120 h to increasing D-glucose concentrations. LPL (A) and TNF-a (B) 

productions are expressed as fold increase over basal values. Data represent the mean + SE of three 

experiments. *, P < 0.05, ** P< 0.01 vs. controls. 
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FIG. 3. Effect of high glucose concentrations on LPL gene expression and production by 

human MDMs. Human MDMs were cultured in the presence of 5.6 and 30 rnmo1/1 glucose. After 

5 days, cells were lysed and LPL and GAPDH mRNA expression were analyzed by reverse 

transcriptase-PCR (A and B). Human MDMs were cultured for 72 and 120 h in the presence of 5.6 

and 30 mmo1/1 glucose. At the end of the incubation periods, supernatants were collected and 

assayed for LPL immunoreactive mass (C). Data represent the mem + SE of three experiments. **, 

P < 0.01 vs. controls. 
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FIG. 4. Effect of high glucose on macrophage c-fos mRNA levels. Macrophages were cultured 

for 48 h in the presence of 5.6 or 30 mmo1/1 glucose, then left unstimulated or stimulated with PMA 

for 30 min. At the end of the incubation period, cells were lysed and c-fos mRNA (A) and S28 

mRNA (B) levels were determined by Northern blot analysis. C: LPL mRNA levels normalized to 

the levels of S28 mRNA. Data represent the results of one representative experiment out of five. 

144 



Glucose (rné,1) 
5.6 30 	6_6 30 	6.6 30 

Oligomer 	 fo s fos 	sof sof 

A.  

B.  

c. 

LPL— 

S28— mie  

FIG. 5. Effect of c-fos antisense on glucose-induced macrophage LPL mRNA levels. J774 cells 

were cultured for 48 h with 5.6 or 30 mmo1/1 glucose in the absence or presence of 10 µmo1/1 sense 

(fos) and antisense (sof) c-fos oligonucleotides. At the end of the incubation period, cells were lysed 

and LPL mRNA (A) and S28 mRNA (B) levels were determined by Northern blot analysis. C: LPL 

mRNA levels normalized to the levels of S28 mRNA. Data represent the results of one 

representative experiment out of three. 
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FIG. 6. Effect of calphostin C on glucose-stimulated macrophage LPL mRNA levels. J774 cells 

were cultured for 48 h with 5.6 or 30 mmo1/1 glucose in the presence or absence of calphostin C 

(0.1n/m1). At the end of the incubation period, cells were lysed and total RNAs were extracted and 

analyzed by Northern blot analysis for LPL mRNA (A) and S28 mRNA expression (B). C: LPL 

mRNA levels normalized to the levels of S28 mRNA. Data represent the results of one 

representative experiment out of three. 
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FIG. 7. Effect of high glucose concentrations on the binding of nuclear proteins extracted from 

J774 cells to the regulatory AP-1 sequence of the murine LPL gene promoter. J774 cells were 

exposed for 48 h to 5.6 or 30 mmo1/1 glucose. The nuclear proteins isolated from these cells were 

incubated with double-stranded AP-1 regulatory element of the LPL gene. Retardation was assessed 

by gel electrophoresis in 4% polyacrylamide gels. Data represent the results of one representative 

experiment out of three. 
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FIG. 8. Effect of high glucose concentrations on the half-life of macrophage LPL mRNA. J774 

cells were cultured for 48 h in the presence of 5.6 or 30 mmo1/1 glucose. Levels of LPL mRNA 

expression after 4, 8, 10, 12, 15 and 18 h of actinomycin D treatment were calculated and plotted as 

a percentage expression compared to 100% of LPL mRNA extracted from cells exposed to 5.6 or 

30 mmo1/1 glucose. Data represent the results of one representative experiment out of five. 
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DISCUSSION 

Studies of human LPL regulation by nutritional factors have been limited to adipose tissue 

and skeletal muscle. With refeeding or glucose/insulin infusion, adipose LPL levels have been 

shown to increase, while skeletal muscle LPL levels have been found to decrease (42-44). Apart 

from being secreted by parenchymal cells of various tissues (45-49), LPL is constitutively expressed 

and produced by macrophages (10-12). Glucose has been recently identified as a key regulator of 

macrophage function. A stimulatory effect of high glucose has been reported on macrophage 

proliferation (23) and production of several cytokines, including TNF-a and IL-6 (25, 26). 

Furthermore, increased CSF-1 and platelet-derived growth factor (PDGF) receptor mRNA 

expression have been observed in macrophages exposed to a high glucose environment (24,50). 

The present study demonstrates that macrophage LPL immunoreactive mass is enhanced by 

high glucose concentrations and that this effect requires the uptake of glucose by macrophages, since 

the nonmetabolized glucose isomer failed to produce a similar effect. The importance of this 

observation is underlined by our finding that high glucose concentrations also stimulate the secretion 

of LPL immunoreactive mass by human MDM. Evidence has been provided that high glucose 

enhances human monocyte TNF-a secretion (26). In accordance with these data, we found that 

glucose-treated J774 cells and human MDMs (data not shown) also overproduce TNF-a. Our finding 

that TNF-a induction in these cells parallels that of LPL fiu-ther supports the notion that TNF-a does 

not suppress LPL secretion in J774 cells and human MDMs (51,52). 

Our study also demonstrates that the effect of glucose on macrophage LPL secretion is 

exerted at the transcriptional level, as reflected by the dramatic increase in LPL mRNA levels 

following macrophage exposure to high glucose concentrations. It is well known that the regulation 



150 

of LPL gene expression is controlled by several els- and trans-acting factors sun-ounding the LPL 

transcriptional start site (53). Evidence of the involvement of c-fos in LPL regulation has been 

recently provided by the observation that anti-sense c-fos inhibits the expression of adipocyte LPL 

mRNA (28). Based on the finding that high glucose stimulates c-fos protein in mesangial cells (27) 

and on the characterization of an AP-1 site in the regulatory sequences of the murine LPL gene 

(35,36), we elaborated a tentative model in which c-fos protein could mediate the regulatory effect 

of glucose on macrophage LPL gene expression. Analysis of c-fos mRNA levels in macrophages 

cultured in a high glucose environment demonstrated that glucose enhances c-fos mRNA levels in 

macrophages. The similar kinetic pattern of induction of c-fos and LPL gene expression in 

macrophages exposed to high glucose suggested a possible role of c-fos in the LPL regulation by 

glucose. Evidence of the involvement of c-fos in the stimulatory effect of glucose on macrophage 

LPL gene expression was provided by our finding that anti-sense c-fos oligonucleotides significantly 

inhibit glucose-induced macrophage LPL gene expression. In accordance with the results of 

Barcellini-Couget et al (28) , we did not observe, even with high oligomer concentration, a complete 

inhibition of the glucose-induced LPL mRNA levels. These data argue for the involvement of other 

regulatory pathways beside c-fos protein in the modulatory regulation of LPL gene expression by 

glucose. 

Gene expression in eukaryotic cells is governed by nuclear transcription factors. These 

proteins interact with regulatory DNA elements and may accelerate or retard gene transcriptional 

rate. AP-1 has been identified as a family of related transcription factors, which frequently consist 

of either a c-jun/c-fos heterodimer or c-jun/c-jun homodimers. The presence of an AP-1 site in the 

regulatory sequence of the murine LPL gene suggests that c-fos could enhance the transcriptional rate 
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of the macrophage LPL gene expression by binding to the AP-1 regulatory domain of the LPL gene. 

The enhanced nuclear protein binding to the AP-1 regulatory sequence of the LPL promoter that we 

observed supports this hypothesis. Based on the association between product of the c-fos gene and 

members of the c-jun family, an induction of c-jun transcript and protein in macrophages by high 

glucose concentrations can be assumed. The parallel induction of c-fos and c-jun observed in 

mesangial cells exposed to high glucose concentrations seems to support this possibility (27). 

The activity of inducible transcription factors is regulated by various signal transduction 

pathways. Transcription of both c-fos and c-jun is rapidly induced by activators of PKC, leading to 

an increase in AP-1 activity. Since PKC is activated in several cells including macrophages in 

response to high glucose (28,54-56), it was tempting to postulate that the signal transduction 

pathway involved in the stimulatory effect of glucose on macrophage LPL mRNA levels could 

involve PKC. Our data, which show an abrogation of the stimulatory effect of glucose on 

macrophage LPL production in the presence of the PKC inhibitor, calphostin C, support this 

possibility. From these observations, we propose that exposure of macrophages to high glucose 

sequentially induces PKC activation and its well-known targets, c-fos and c-jun, which by interacting 

with the AP-1 sequence may then increase the transcriptional rate of the LPL gene. Our finding that 

glucose modulates macrophage LPL mRNA levels is at variance with other data generated in 

adipocytes showing that high glucose concentrations enhance LPL synthetic rate without affecting 

LPL mRNA levels (57). While it is well known that LPL regulation is cell and tissue specific, these 

observations could indicate that the mechanisms responsible for LPL regulation may also markedly 

differ from one cell system to another. 
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It is well established that LPL gene expression is controlled at both the transcriptional and 

posttranscriptional levels. The earliest point where posttranscriptional regulation can occur is of the 

level of LPL mRNA stability. Our results, which demonstrate identical LPL mRNA half-life in J774 

cells cultured under normo- or hyperglycemic conditions indicate that glucose does not exert its 

stimulatory effect on macrophage LPL gene expression by enhancing LPL mRNA stability. 

Data generated by the current study provide one important piece of information about the 

secretion of LPL immunoreactive mass by macrophages exposed to a high glucose milieu. 

Macrophage LPL has been implicated in the pathogenesis of one of the most important 

complications of diabetes mellitus, namely, the atherosclerotic plaque. It has been suggested that this 

enzyme may favor the uptake of atherogenic lipoproteins by vascular cells and their retention in the 

vascular wall (14,15). Although the regulation of macrophage LPL in diabetic patients has not yet 

been investigated, our data suggest that hyperglycemia may tend to increase the in vivo production 

of LPL by macrophages at vascular sites and that this alteration may contribute to the accelerated 

atherosclerosis associated with diabetes. This possibility is further supported by the observations that 

high glucose also increase macrophage receptors for CSF-1 and PDGF, two well characterized 

enhancers of macrophage LPL production (58,59). 

In conclusion, our data demonstrate that high glucose enhances macrophage LPL secretion. 

This effect is exerted at the transcriptional level and is, at least partly, mediated by c-fos oncogene. 
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SUMMARY 

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are implicated in several metabolic 

disorders with altered glucose and lipid metabolism, including atherosclerosis and diabetes. In the 

present study, we evaluated the in vitro and ex vivo effects of high glucose concentrations on 

macrophage PPAR mRNA expression. Exposition of monocyte-derived macrophages isolated from 

healthy donors to a high glucose environment led to an increase in PPARa and PPARP mRNA 

expression. In contrast, this treatment significantly decreased human macrophage PPARy mRNA 

expression. Overexpression of PPARa and PPARP mRNA and inhibition of PPARy mRNA 

expression were also observed in monocyte-derived macrophages isolated from patients with type 

2 diabetes. Because high glucose and PPARa agonists increase lipoprotein lipase (LPL) gene 

expression, the role of PPARa, in the glucose-mediated upregulation of macrophage LPL gene 

expression was next evaluated. Incubation of murine J774 macrophages with high glucose 

concentrations increased the expression of PPARa at the mRNA and protein levels and enhanced 

nuclear protein binding to the peroxisome proliferator responsive element of the LPL promoter. 

Incubation of nuclear extracts in the presence of anti-PPARa and anti-PPARP antibodies decreased 

glucose-stimulated nuclear protein binding to the peroxisome proliferator responsive element. These 

results demonstrate that glucose is an important regulator of macrophage PPAR expression and 

suggest a role of PPARa and PPARP in the upregulation of macrophage LPL by glucose. 

Dysregulation of macrophage PPAR expression in type 2 diabetes may contribute, by altering arterial 

lipid metabolism and inflammatory response, to the accelerated atherosclerosis associated with 

diabetes. 
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INTRODUCTION 

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are members of the superfamily of 

nuclear hormone receptors(1-3). Members of this family include PPARa, PPARP and PPARy. 

PPARs are characterized by distinct tissue distribution patterns and metabolic functions. PPARa is 

expressed preferentially in tissues exhibiting high catabolic rates of fatty acids, such as liver and 

brown adipose tissue, and plays a key role in lipid metabolism (4,5). PPARP (also called NUC-1 or 

PPARS) is ubiquitously expressed, and its specific fitnction is still unknovvn (5,6). PPARy is adipose 

tissue selective and is implicated as a mediator of adipocyte differentiation and regulation of glucose 

homeostasis (7,8). The activity of PPARs is regulated by various agents including insulin, fatty acids, 

fibrates, leukotriene B4, prostaglandin J2, and synthetic thiazolidinedione drugs (9-13). PPARs 

function as ligand-dependent transcription factors, which, upon heterodimerization with the 9-cis-

retinoic acid receptor, bind to a specific response element termed peroxisome proliferator responsive 

element (PPRE), which is present in the promoter of various genes implicated in lipid metabolism, 

such as lipoprotein lipase (LPL) (14-15). 

Recent findings demonstrate that PPARs are involved in several metabolic diseases, such as 

obesity, dyslipidemia, atherosclerosis and diabetes. Diabetes is a major risk factor for atherosclerosis 

(16). Accumulating evidence indicates that immune mechanisms play a critical role in the 

pathogenesis of atherosclerosis. Arguments that point to the monocyte/macrophage as a principal 

participant in atherogenesis include its role in arterial lipid metabolism, and as a precursor of foam 

cells (17-20). Recent studies have demonstrated that PPARs are expressed in cells of the 

monocyte/macrophage lineage (21) and in macrophage-derived foam cells of atherosclerotic lesions 

(22-24). It has been proposed that PPARs may regulate macrophage activation and lipid metabolism 
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in monocytic cells (22,24-27). Although macrophage PPARs may play a key role in the accelerated 

atherosclerosis associated with diabetes, the modulatory effect of a high glucose environment on 

macrophage PPAR expression has not yet been investigated. In the present study, we determined the 

in vitro effect of high glucose on macrophage PPAR expression and examined the regulation of 

macrophage PPAR expression in human type 2 diabetes. In addition, on the basis of previous results 

demonstrating a stimulatory effect of glucose on macrophage LPL expression (28) and a key role of 

PPARs in the control of LPL gene expression (14,15), we also investigated the role of PPARs in the 

regulation of macrophage LPL mRNA expression by glucose. 
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MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

FCS was purchased from Hyclone Laboratories. DMEM was obtained from ICN 

Biochemicals Inc. RPMI 1640 medium, Hank's balanced salt solution and TRIzoL reagent were 

purchased from GIBCO-BRL. Lymphoprep and penicillin-streptomycin were obtained from 

Nycomed Pharma As and Flow, respectively. D-glucose was purchased from Sigma Chemical Co. 

Human and murine macrophages 

Human monocytes were isolated as previously described (29-30). Peripheral blood 

mononuclear cells were isolated by density centrifugation using Ficoll, allowed to aggregate in the 

presence of FCS, and then further purified by the rosetting technique. After density centrifugation, 

highly purified monocytes (85% to 90%) were recovered, as assessed by flow cytometry (FACScan, 

Becton Dickinson). Differentiation of monocytes into macrophages was achieved by culturing the 

freshly isolated monocytes in RPMI 1640 medium (2000 000/mL) containing 20% (vol/vol) 

autologous serum for 4 days. 

The J774 murine macrophage cell line was obtained from American Type Culture Collection 

(ATCC). Murine macrophages were cultured in DMEM containing 10% FCS and 100 lig/mL 

penicillin-streptomycin (FCS-DMEM). For experiments assessing the effect of increasing 

concentrations of glucose, a customized preparation of FCS-DMEM was used; this preparation 

contained 5.6 mmol/L of glucose to which varying amounts of glucose were added to make up the 

desired final glucose concentrations. 
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Patients 

The study group comprised 7 patients with type 2 diabetes and 7 healthy control subjects. 

They gave written consent to participate in this study, which was approved by the Centre Hospitalier 

de l'Université de Montréal Research and Ethics committees. All patients recruited from our 

outpatient clinic were normotriglyceridemic and treated with glyburide and metformin. None of the 

patients was primarily insulin dependent. Characteristics of the study population are presented in 

Table 1. Healthy controls, matched with patients for sex, age and body mass index, were recruited 

from the hospital staff and relatives. Subjects with infectious or inflammatory conditions, cardiac, 

renal or pulmonary decompensated diseases or who were treated with anti-inflammatory or 

antioxidant drugs were excluded from the study. 

Analysis of PPARs mRNA expression 

The levels of PPARs mRNAs in human and murine macrophages were assessed by semi- 

quantitative polymerase chain reaction (PCR) and Northern blot analysis, respectively. 

PCR technique: cytoplasmic RNA for use in the PCR reaction was extracted from human 

macrophages by an improvement of the acid-phenol technique of Chomczynski and Sacchi (31), 

precipitated, and resuspended in diethyl pyrocarbonate water. cDNA was synthesized from RNA 

by incubating total cellular RNA isolated from human macrophages with 0.1 µg random primers 

(Pharmacia) for 5 minutes at 98°C then by incubating the mixture with reverse transcription buffer 

for 60 minutes at 37°C. The cDNA obtained was amplified by using 0.8 µmol/L of 2 synthetic 

primers for PPARa, PPARP, PPARy and GAPDH. Primers (sense and antisense) used in the PCR 

reaction are shown in Table 2. A 510-bp human PPARa cDNA fragment, a 406-bp murine PPARp 
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cDNA fragment, a 421-bp murine PPARy cDNA fragment, and a 456-bp human GAPDH cDNA 

fragment were amplified enzymatically by repeated cycles. An aliquot of each reaction mixture was 

then subjected to electrophoresis on 1% agarose gel. The intensity of the bands was measured by an 

image analysis scanning system (Alpha Imager 2000, Packard Instrument Co). 

Northern blot analysis: ten million J774 macrophages were plated in plastic petri dishes 

(100x2Omm, Falcon). After treatment with appropriate agents, macrophages were lysed with 

guanidine isothiocyanate. Total RNA was purified by centrifugation through a cesium chloride 

gradient (32). Total RNA (20 i_tg) was separated on a 1.2% agarose gel containing 2.2 mol/L 

formaldehyde (33). The blots were prehybridized for 8 hours. The mRNA expression was analyzed 

by hybridization with [ 32P] dCTP (specific activity 3,000 Ci/mmol; Amersham)-labeled murine 

PPARa and S28 cDNA probes. Hybridization was detected by autoradiography. RNA expression 

was quantified by high resolution optical densitometry. 

Analysis of PPARs protein expression 

After appropriate treatments, murine macrophages were pellet and lysed in 50 mmol/L Tris 

HC1 (pH 7.4), 150 mmol/L NaC1 and 1% Nonidet P-40. Samples were centrifuged at 13000 rpm for 

15 minutes at 4°C and supernatants were collected. Protein concentrations were determined with a 

colorimetric assay (Bio-Rad) by use of BSA as standard. Samples (50 tag proteins) were applied to 

10% SDS-polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane using a Bio-Rad transfer 

blotting system at 100 V for 60 minutes. Membranes were blocked overnight at 4°C with a solution 

of PBS-0.3%Tween 20 containing 1% BSA and 5% FCS. After a wash with PBS-0.05%Tween 20, 

membranes were incubated for 3 hours at room temperature with anti-PPARa antibody (1/1000; 
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kindly provided by Dr. W. Wahli, Université de Lausanne, Lausanne, Switzerland) in PBS-0.05% 

Tween 20 and FCS 1%. After a further wash, membranes were incubated with IgG antibodies linked 

to the horseradish peroxidase in PBS-0.05% Tween 20 and FCS 5% for 1 hour at room temperature. 

Membranes were washed with PBS containing 0.05% Tween 20. Antigen detection was performed 

with an enhanced chemiluminescence detection system (Amersham). 

DNA Binding assay 

The isolation of nuclei was performed as previously describee Briefly, 5 x 10 J774 cells 

were collected, washed with cold PBS, and lysed in 1 mL of ice-cold buffer A (15 mmol/L KC1, 2 

mmol/L MgC12, 10 mmol/L HEPES, 0.1% phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 0.5% Nonidet 

P-40). After a 10-min incubation on ice, lysed cells were centrifuged and the nuclei were washed 

with buffer A without Nonidet P-40. The nuclei were then lysed in a buffer containing 2 mol/L KC1, 

25 mmol/L HEPES, 0.1 mmol/L EDTA and lmmol/L dithiothreitol. After a 15-min incubation 

period, a dialysis buffer (25 mmol/L HEPES, lmmol/L dithiothreitol, 0.1% phenylmethylsylfonyl 

fluoride, 2 µWmL aprotinin, 0.1 mmol/L EDTA, 11% glycerol) was added to the nuclei preparation. 

Nuclei were collected by centrifugation for 20 min at 13,000 rpm. Aliquot (50 µL) of the 

supernatants were frozen of -70°C, and protein concentration was determined. DNA retardation 

(mobility shift) electrophoresis assays were performed as previously described by Fried and Crothers 

(35). Briefly, 5 ug nuclear extracts were incubated for 15 minutes in the presence of 5x binding 

buffer (125 mmol/L HEPES, pH 7.5, 50% glycerol, 250 mmol/L NaC1, 0.25% Nonidet P-40, 5 

mmol/L dithiothreitol) in the presence or absence of 200 ng anti-PPAROE, anti-PPARP (kindly 

provided by Dr. W. Wahli, Université de Lausanne, Lausanne, Switzerland) or anti-PPARy 
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(Calbiochem) antibodies. End-labeled double-stranded consensus sequences of the LPL promoter 

PPAR-enhancing element (20,000 cpm per sample) were then added to the samples for 30 minutes. 

Samples were analyzed on a 4% nondenaturing polyacrylamide gel containing 0.01% Nonidet P-40. 

The specificity of the nuclear protein binding was assessed by incubating the nuclear proteins 

isolated from murine macrophages with labeled DNA probe in the presence of a 1000-molar excess 

of unlabeled DNA probe. 

DNA probes 

The cDNA probe for detection of murine PPARa was prepared by PCR. cDNA was obtained 

from total RNA using a reverse transcription reaction. Two synthetic primers (Table 2) spanning 

bases 1175-1759 were used to enzymatically amplify a 584-bp region of the PPARa probe. The 

PPARa probe was purified by Sephaglas BandPrep Kit (Pharmacia). The cDNA probe for murine 

S28 was purchased from ATCC. A 20-mer double-stranded oligonucleotide (Table 2) containing the 

consensus sequence for the PPRE of the human LPL gene promoter (14) was synthesized with the 

aid of an automated DNA synthesizer. After annealing, the double-stranded oligonucleotide was 

labeled with [y-3213]ATP by using the Boehringer Mannheim 5'-end-labeling kit. 

Statistical analysis 

A11 values were expressed as the mean ± SEM. For single comparisons, data were analyzed 

using Student's t test or Mann-Whitney rank sum Test. For multiple comparisons, data were analyzed 

by ANOVA, followed by theTukey test or the Dunn test. 
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RESULTS 

Effect of high glucose on human monocyte-derived macrophage PPARa, PPARP and PPARy 

mRNA levels. 

To evaluate the effects of high glucose concentrations on macrophage PPAR mRNA 

expression, monocyte-derived macrophages obtained from healthy control subjects were cultured 

for 48 hours in the presence of 5.6 or 30 mmol/L glucose. High glucose concentration significantly 

enhanced PPARa and PPARP mRNA expression (PPARa mRNA levels [fold increase over control 

values] for 30 mmol/L glucose, 2.44+ 0.73, P=0.036 ; PPARP mRNA levels [fold increase over 

control values] for 30 mmol/L glucose, 1.47+ 0.66, P=0.016; Fig. 1A). In contrast, high glucose 

significantly decreased PPARy mRNA expression (PPARy mRNA levels [fold decrease under 

control values] for 30 mmol/L glucose,1.64+ 0.08, P<0.001; Fig. 1A). PPARa, PPARP, and PPARy 

mRNA levels normalized to the levels of GAPDH mRNA (Fig. 1A) are illustrated in Fig. 1B. 

Regulation of monocyte-derived macrophage PPAR mRNA expression in patients with type 

2 diabetes. 
_ 

To investigate the regulation of macrophage PPARs in diabetes, PPARs mRNA expression 

was determined in monocyte-derived macrophages isolated from patients with type 2 diabetes. 

Macrophages of diabetic patients expressed higher PPARa and PPARP mRNA levels than did 

macrophages of control subjects (PPARa mRNA levels [fold increase over control values], 1.93+ 

0.16, P=0.003; PPARP mRNA levels [fold increase over control value], 1.92+ 0.35, P=0.048; Fig. 

2A and 2B). Macrophages of diabetic patients also expressed significantly lower PPARy mRNA 
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levels as compared with levels in macrophages of control subjects (PPARy mRNA levels [fold 

decrease under control values], 1.31+ 0.11, P=0.026, Fig. 2C). 

Role of PPARs in the upregulation of macrophage LPL gene expression in response to glucose. 

On the basis of our previous observations that LPL, a key target gene for PPARs, is 

upregulated by glucose in J774 murine macrophages (28), we next determined whether incubation 

0fJ774 cells in the presence of high glucose concentrations might induce changes at the level of LPL 

gene promoter binding PPAR protein. 

As part of a setup for subsequent gel-shift data, PPARa mRNA and protein levels in J774 

cells exposed to high glucose concentrations were first determined. Incubation of J774 cells with 

increasing glucose concentrations (5.6, 10, 20 and 30 mmol/L) for 48 hours increased, in a dose-

dependent mariner, PPARa mRNA expression by these cells, (Fig. 3A). Under these experimental 

conditions, no modulation of the mRNA expression of S28, used as internai control, was observed 

(Fig. 3B). PPARa mRNA levels normalized to the levels of S28 mRNA are illustrated in Fig. 3C. 

Determination of PPARa protein levels in J774 cells exposed for 48 hours in the presence 

of 30 mmol/L glucose demonstrated a significant increase in the expression levels of this receptor 

over control values (PPARa protein levels [fold increase over control values], 30 mmol/L glucose, 

2.95 ± 0.43; Fig. 4). 

Exposure of J774 cells to a high glucose environment for 60 hours resulted in a significant 

increase in the binding of nuclear proteins to the PPRE consensus sequence of the LPL promoter 

(Fig. 5). The specificity of these proteins is demonstrated by the fact that they were effectively 

competed by excess unlabeled PPRE oligonucleotide. In the glucose-treated nuclear extracts, 
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antibodies against PPARa and PPARP decreased the binding activity to the PPRE sequence, 

whereas anti-PPARy antibody was ineffective (Fig. 5). 
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FIG. 1. Effect of high glucose concentrations on PPARa, PPARP, and PPARy mRNA 

expression by human monocyte-derived macrophages. Monocyte-derived macrophages obtained 

from healthy control subjects were cultured in the presence of 5.6 or 30 mmol/L glucose. After 2 

days, cells were lysed. A, PPARa, PPARI3, PPARy and GAPDH mRNA expression was analyzed 

by PCR. B, PPARa, PPARP, PPARy mRNA levels normalized to the levels of GAPDH mRNA. 

Data represent the mean + SEM of 4 different experiments. * P<0.05, ** P<0.02, and *** P<0.001 

vs control. 
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FIG. 2. PPARs mRNA expression in monocyte-derived macrophages isolated from patients 

with type 2 diabetes. Monocytes were isolated from 7 control subjects and 7 diabetic patients and 

cultured for 4 days in RPMI medium supplemented with 20% autologous serum. At the end of the 

incubation period, monocyte-derived macrophages were lysed and PPARa, PPARP, PPARy mRNA 

was analyzed by PCR. PPAROE (A), PPARP (B), PPARy (C) mRNA levels normalized to the levels 

of GAPDH mRNA. * P<0.05 and ** P<0.005 vs control. 



Glucose concentrations (rnmolil) 

5.6i 20 30 

A 	PPAR(.. 4 

S28. 

FIG. 3. Effect of high glucose concentration on murine macrophage PPARa mRNA expression. 

J774 cells were cultured for 48 hours in the presence of increasing glucose concentrations. At the 

end of the incubation period, cells were lysed and total RNA was extracted and analyzed by Northern 

blot analysis for PPARa (A) and S28 mRNA (B) expression. PPARa mRNA levels normalized to 

the levels of S28 mRNA (C). Data shown in panel C represent the results of 4 independent 

experiments. 
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FIG. 4. Effect of high glucose on murine macrophage PPARa protein expression. Murine 

macrophages were incubated for 2 days with 5.6 or 30 mmol/L glucose. At the end of the incubation 

period, cells were lysed and Western blot analysis was carried out as described in Methods. PPARa 

was detected using the polyclonal anti-rat PPARa antibody. Lanes are as follows: lane 1, molecular 

weight markers; lane 2, 5.6 mmol/L glucose; and lane 3, 30 mmol/L glucose. 
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FIG. 5. Effect of high glucose concentration on the binding activity of nuclear proteins 

extracted from murine macrophages to the regulatory PPFtE sequence of the human LPL gene 

promoter. Murine macrophages were exposed for 60 hours to 5.6 or 30 mmol/L glucose. The 

nuclear proteins isolated from these cells were incubated with double-stranded PPAR regulatory 

element of the LPL gene. Retardation was assessed on a 4% nondenaturating polyacrylamide gel. 

Data represent the results of one of 3 representative experiments. Lanes are as follows: lane 1, 5.6 

mmol/L glucose; lane 2, 30 mmol/L glucose; lane 3, 30 mmol/L glucose +competitor; lane 4, 30 

mmol/L glucose +anti-PPAROE antibody; lane 5, 30 mmol/L glucose +anti-PPARf3 antibody; and lane 

6, 30 mmol/L glucose +anti-PPARy antibody. 



TABLE 1. Characteristics of the study population 

Patients with type 2 diabetes Controls 

Age, y 50.4 + 4.5 42.6 + 4.9 NS 

Body mass index, kg/m2  30.9 + 2.8 27.1 + 1.2 NS 

Fasting glucose, mmol/L 7.9 + 0.9 4.9 + 0.1 <0.005 

Triglycerides, mmol/L 1.79 + 0.34 1.01 + 0.01 <0.05 

Total cholesterol, mmol/L 5.19 + 0.36 4.34 + 0.18 NS 

HDL cholesterol, mmol/L 1.23 + 0.10 1.44 + 0.11 NS 

LDL cholesterol, mmol/L 3.24 + 0.26 2.69 + 0.21 NS 

Values are mean ± SEM. NS indicates not significant. 
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TABLE 2. Sequences of oligonucleotides 

Murine PPARa 

sense 	5'-GTGGTGCATTTGGGCGTAACTCAC-3' 

antisense 5'-GACAGCAGGGCAGCTGACTGAG-3' 

Murine PPARI3 

sense 	5'-ATCAGCGTGCATGTGTTCTACCGC-3' 

antisense 	5'-TGTCCTGGATGGCTTCCACCTGTG-3' 

Murine PPARy 

sense 	5'-GGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCC-3' 

antisense 5'-AAGCTTCCATCGGATGGTTCTTCG-3' 

Human PPARa 

sense 	5'-GTGGAGTCTGAGCACATGTACA-3' 

antisense 5'-ATACACAGTGTCTCCATATCAT-3' 

Human GAPDH 

sense 	5'-CCCTTCATTGACCTCAACTACATGG-3' 

antisense 5'-AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG-3' 

PPRE 

sense 	5 '-CGTCTGCCCTTTCCCCCTCT-3 ' 

antisense 5'-GAGAAGAGGGGGAAAGGGCA-3' 
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DISCUSSION 

Glucose is the primary metabolic substrate of macrophages (36). Enhanced glucose 

metabolism occurs in these cells in response to mitogenic or immunologie stimulation. Evidence has 

been provided that high glucose regulates in vitro macrophage lipid metabolism and function. 

Indeed, it has been shown that macrophages cultured in a high glucose environment overexpress 

LPL, a key enzyme in triglyceride-rich lipoproteins (28), and secrete large amounts of various 

proinflammatory cytokines, including tumor necrosis factor-a and interleukin-6 (37,38). 

PPARs are key nuclear factors in nutrient gene interaction, that translate nutritional signals 

into changes in the expression of genes implicated in lipid and glucose metabolism (14,15). In 

adipose tissue, skeletal muscle and hepatic cells, PPARs mRNA expression has been shown to be 

under hormonal control, as reflected by the induction at the transcriptional level of PPARa and 

PPARy gene expression by insulin and glucocorticoids (39-42). The observation that PPARs are 

transeriptionnally active in human macrophages has raised questions on the nature of the regulators 

of PPARs mRNA expression and the target genes for PPARs in these cells. Insight into the 

regulation of PPARy expression in activated macrophages has recently been provided by Ricote et 

who demonstrated an induction of PPARy expression in these cells by colony-stimulating factor, 

granulocyte/macrophage colony-stimulating factor and oxidized LDL. 

The present study demonstrates for the first time that high glucose levels regulate PPAR 

expression in human macrophages; PPARa and PPAR P are increased, whereas PPARy is decreased. 

These results identify the macrophage PPAR genes as response genes for glucose action. The 

molecular mechanism(s) by which glucose upregulates macrophage PPARa and and PPAR P mRNA 

levels is presently unknown. One may hypothesize that such effects may result from the direct 
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interaction of glucose with a putative glucose responsive element present in the promoter of these 

genes. DNA motifs that could mediate glucose responsiveness of genes include the cis-acting 

carbohydrate responsive element (5'-CACGTGNNNGCG-3'), the CACGTG motif related to the 

consensus sequence binding site for the c-myc family of transcription factors, and other glucose 

responsive elements, such as the stimulatory protein 1 sites (43-46). The presence of a stimulatory 

protein 1 site (-130 to -125) and of sequences similar to the cis-acting carbohydrate responsive 

element (-313 to -302) and the CACGTG motif(-869 to -862 and -140 to -135) in the promoter of 

the PPARa gene (47) suggests that glucose may induce PPARa gene expression through this site(s). 

Our preliminary results (data not shown) showing that high glucose increases the level of binding 

of nuclear proteins to the stimulatory protein 1 and carbohydrate responsive elements present in the 

PPARa promoter seem to support this possibility. Alternatively, intracellular accumulation of fatty 

acids resulting from glucose interaction vvith lipid metabolism, may be responsible for PPARa gene 

induction. This possibility is supported by one recent study demonstrating, in hepatic cells, an 

upregulatory effect of fatty acids on the steady-state PPARs mRNA levels (41). Negative regulation 

of PPARy gene expression in glucose-treated macrophages could theoretically involve tumor 

necrosis factor-a. Indeed, it has been shown that high glucose stimulates macrophage tumor necrosis 

factor-a secretion (38) and that this cytokine, in turn, exerts a suppressive effect on PPARy mRNA 

expression (48,49). 

Because PPARs regulate lipid metabolism, genes involved in macrophage lipid metabolism, 

such as LPL, are likely candidates as target genes for PPARs in these cells. This view is supported 

by the observation that PPARs agonists increase LPL gene expression (14,15,50,51) and by the 

demonstration of a PPRE site in the regulatory sequence of the human LPL gene (14). The parallel 
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induction of PPARa and LPL gene expression in glucose-treated macrophages is consistent with the 

view that the transcriptional effect of glucose on macrophage LPL that we previously reported (28) 

may involve this PPARs isoform. This possibility is further supported by the fact that anti-PPARa 

deereases the enhanced binding of nuclear proteins isolated from glucose-treated macrophages to the 

PPRE regulatory domain of the LPL gene. The upregulation of PPARP by high glucose also suggests 

a potential role of this isoform in the stimulation of LPL gene expression by glucose. Our finding 

that anti-PPARP antibody decreases the glucose-induced binding activity to the PPRE is consistent 

with this view. Finally, despite the reduction of PPARy expression by glucose, it cannot be excluded 

that induction of a potent PPARy ligand by glucose may be sufficient to activate this isoform and 

thereby stimulate the LPL target gene. However, this possibility is not supported by our results, 

which show that anti-PPARy antibody does not decrease the glucose-induced binding activity to the 

PPRE regulatory domain of the LPL gene. 

Genes involved in the control of inflammation may represent additional targets for PPARs 

in macrophages. Indeed, it has been previously shown that mice rendered deficient for PPARa 

display a prolonged response to inflammatory stimuli (11) and that PPARy negatively regulates 

genes implicated in macrophage activation (25,26). On the basis of these results and observations 

that glucose-treated macrophages exhibit an increase in cytokine production (37,38) and an 

inhibition of macrophage PPARy expression, it is tempting to speculate that the stimulatory effect 

of glucose on macrophage function may involve, at least partly, a suppression of PPARy activation 

in these cells. Whether PPARa and y exert differential effects on macrophage fiinction and whether 

the different subcellular localization of PPARa and PPARy proteins in macrophages, ie, PPARy in 
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the nucleus and PPARa in the cytoplasmic compartment (27), are responsible for these effects 

remain to be investigated. 

Human diabetes is associated with a high incidence of atherosclerosis (16). Recent evidence 

demonstrates that PPARy is expressed in macrophage foam cells of human atherosclerotic lesions 

(22-24). Furthermore, expression of PPARa, PPARP and PPARy has been documented in vascular 

cells, including macrophages, smooth muscle cells (52,53) and endothelial cells (54). PPARs may 

interfere with atherogenesis by regulating arterial lipid metabolism and/or inflammation. Our 

findings that human type 2 diabetes is associated with altered macrophage PPAR gene expression 

further suggest that changes in macrophage PPAR activation may occur in the vascular wall in the 

hyperglycemic state and may influence atherogenesis. Dysregulation of macrophage PPARs in the 

arterial wall, may contribute, by increasing the in vivo macrophage production of LPL and of 

proinflammatory cytokines, to the accelerated atherosclerosis associated with diabetes. Given the 

potential proatherogenic effect of macrophage LPL in the arterial wall, study of the biological role 

of these transcription factors in the regulation of macrophage LPL expression seems especially 

relevant to the development of new strategies in the prevention and treatment of atherosclerosis. 
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SUMMARY 

Atherosclerosis is the major complication of diabetes. Accumulating evidence indicates that 

lipoprotein lipase (LPL) produced by macrophages in the vascular wall may favor the development 

of atherosclerosis by promoting lipid accumulation within the lesion. We previously demonstrated 

that high glucose stimulates in vitro murine and human macrophage LPL production. In this study, 

we measured macrophage LPL mRNA expression, immunoreactive mass and activity in 

normotriglyceridemic subjects with type 2 diabetes. Monocytes isolated from healthy control 

subjects and patients with type 2 diabetes were differentiated into macrophages in RPMI medium 

containing 20% autologous serum. After 5 days in culture, macrophage LPL mRNA expression, 

mass and activity were determined. Macrophages of diabetic patients cultured in their own sera 

showed a significant increase in LPL mRNA levels, mass, and activity compared with macrophages 

of control subjects. Differentiation of macrophages of diabetic patients in sera obtained from control 

subjects significantly reduced these anomalies. Conversely, culturing macrophages of control 

subjects in sera of diabetic patients significantly increased LPL mass and activity in these cells. 

Besides LPL overproduction, macrophages of diabetic patients exhibited an increase in basal and 

LPL-induced tumor necrosis factor (TNF)-a release. TNF-a alterations were reduced by exposing 

these cells to sera of control subjects. Overall, these data demonstrate that macrophages of diabetic 

patients overexpress LPL and 'FNF-a and that peripheral factors dysregulated in diabetes are, in part, 

responsible for these alterations. 
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INTRODUCTION 

Diabetes is associated with accelerated atherosclerosis (1-3). Evidence has been provided that 

differentiation of monocytes into lipid-laden macrophages may favor the development and 

progression of atherosclerotic lesions (4,5). Macrophages constitutively synthesize lipoprotein lipase 

(LPL) (6,7), a key enzyme in the catabolism of triglyceride-rich lipoproteins (8). Several studies 

have supported a major role of LPL in the atherogenic process. It has been shown that LPL activity 

is low in normal arteries and increases during the progression of atherosclerotic lesions (9). 

Macrophages have been documented to express LPL mRNA and protein in atherosclerotic lesions 

in vivo (10,1 1), and high macrophage LPL secretion has been documented in atherosclerosis-prone 

mice (12). The proatherogenic effects of LPL include its ability to facilitate retention of 

apolipoprotein E-containing lipoproteins after binding to cells or to extracellular matrix, to modify 

lipoprotein particles to more atherogenic forms and to mediate uptake of lipoprotein particles 

through receptors, independent of its catalytic activity (13-17). LPL also acts as a monocyte adhesion 

molecule (18,19) and as a signaling molecule for gene regulation of the proatherogenic factor tumor 

necrosis factor (TNF)-a (20,21). 

Despite the high incidence of atherosclerosis in diabetic patients and the potential key role 

of macrophage LPL in atherogenesis, the regulation of macrophage LPL in diabetes has been poorly 

investigated. To the best of our knowledge, macrophage LPL mRNA expression has thus far been 

measured in only a small number of hypertriglyceridemic patients with type 2 diabetes (22), and the 

levels of macrophage LPL activity and secretion in these patients have not been determined. Our 

previous observation that high glucose stimulates in vitro human macrophage LPL production (23), 
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supports the possibility that induction of macrophage LPL may occur in type 2 diabetes and that 

hormonal and metabolic factors dysregulated in diabetes may play a key role in this alteration. 

Along with LPL, macrophage TNF-a may represent a major factor contributing to the 

development of atherosclerosis in type 2 diabetes. Accumulating evidence suggests that macrophage 

TNF-a production is increased in human type 2 diabetes. First, TNF-a production is increased in 

monocytes of patients with type 2 diabetes and in macrophages of diabetic mice (24,25). Second, 

human macrophages incubated with high glucose concentrations or in the presence of advanced 

glycation end products (AGEs) overproduce TNF-a (23,26,27). In the present study we sought to 

investigate the regulation of macrophage LPL and TNF-a secretion in patients with type 2 diabetes 

and to evaluate the role of peripheral factors on these parameters. 
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1VIATERIALS AND METHODS 

Reagents 

Fetal calf serum (FCS) was purchased from Hyclone Laboratories (Logan, UT). RPMI 1640 

medium, Hank's balanced salt solution and TRIzol reagent were obtained from Gibco BRL (Grand 

Island, NY). Lymphoprep and penicillin-streptomycin were purchased from Nycomed Pharma (Oslo, 

Norway) and Flow (McLean,VA), respectively. Bovine LPL and heparin were obtained from Sigma 

Chemical (St.Louis, MO). LPL was dialysed against saline, using 10,000 MWCO Slide-A-Lyzer 

dialysis cassettes purchased from Pierce (Rockford, IL). Purity of the LPL preparation, as assessed 

by silver stained SDS-PAGE, was found to be >90%. LPL preparation was detoxified using an 

endotoxin removal resin from Associates of Cape Cod (Falmouth, MA). Endotoxin content of the 

LPL preparation (1µg/m1) was determined by the Limulus amebocyte lysate assay (E-toxate; Sigma 

Chemical) and was consistently found to be <6 pg/ml. Treatment of macrophages with 6 pg/ml 

lipopolysaccharide (LPS) did not induce any TNF-a production. LPL concentration was determined 

by the Bradford method (28) using a colorimetric assay (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). 

Patients 

The study group comprised 10 patients with type 2 diabetes and 10 healthy control subjects. 

The diabetic patients, five women and five men, gave written consent to participate in this study, 

which was approved by the Centre Hospitalier de l'Université de Montréal Research and Ethics 

committees. All patients were recruited from our diabetic outpatient clinic. Their mean age (+ SE) 

was 48.5 + 2.7 years (range 37-64), BMI 26.8 + 0.86 kg/m2  (range 24.4-32), and duration of 

diabetes 5.6 + 2.3 years (range 1-22). All the patients except one had optimal to acceptable diabetes 
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control (mean level of serum glycated hemoglobin: 0.059 + 0.006; normal values, 0.038-0.052). All 

the patients except two were normotriglyceridemic (serum triglycerides levels < 2.3 mmo1/1) and 

treated with glyburide and metformin. None of the patients was primarily insulin dependent. One 

patient was hypertensive and treated with enalapril, two had macroangiopathy and one had 

microangiopathy (microalbuminuria). Characteristics of the study population are presented in Table 

1. Healthy control subjects, matched with patients for sex, age and BMI, were recruited from the 

hospital staff and relatives. Subjects who had infectious or inflammatory conditions or cardiac, renal 

or pulmonary decompensated diseases or who were treated with anti-inflammatory or antioxidant 

drugs were excluded from the study. 

Human macrophages 

Peripheral blood mononuclear cells were isolated by density centrifugation using Ficoll, 

allowed to aggregate in the presence of FCS, then further purified by the rosetting technique (29). 

After density centrifugation, highly purified monocytes (85-90%) were recovered, as assessed by 

flow cytometry (FACScan, Becton Dickinson, Rutherford, NJ). In every experiment, monocytes were 

isolated from one diabetic patient and one control subject and serum from each was collected. 

Monocytes were differentiated into macrophages by culturing the cells (2 million per milliliter) in 

24-well plates in RPMI 1640 medium supplemented with 1% (vol/vol) penicillin-streptomycin and 

20% (vol/vol) of each own serum. The cells were incubated for 5 days at 37°C in a humidified 5% 

CO2, 95% air atmosphere. The culture medium was changed at day 4. In experiments aimed at 

assessing the role of peripheral factors on macrophage LPL production, monocytes isolated from the 

diabetic patient were differentiated in the serum of the control subject, and monocytes isolated from 
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the control subject were differentiated in the serum obtained from the diabetic patient. The 

biochemical composition of the control and diabetic sera used in the experiments was determined 

by measuring the levels of serum endotoxin, glucose, glycated hemoglobin, LPL mass and LPL 

activity. Whereas levels of serum endotoxin, glycated hemoglobin, and LPL mass and activity did 

not differ between the control and diabetic populations, increased fasting serum glucose levels were 

observed in the diabetic patients compared to the control subjects (Table 1). The low- and high-

glucose RPMI media were prepared by adding appropriate amounts of glucose to glucose-free RPMI 

medium (Gibco BRL) to achieve the desired final glucose concentrations. 

Analysis of LPL mRNA expression 

Expression of the LPL gene in human diabetic and control macrophages was performed by 

polymerase chain reaction (PCR) technique. Total RNA for use in the PCR reaction was extracted 

from human macrophages by an improvement of the acid-phenol technique of Chomczynski and 

Sacchi (30). Briefly, cells were lysed with TRIzol reagent and chloroform was added to the solution. 

After centrifugation, the RNA present in the aqueous phase was precipitated and resuspended in 

diethyl pyrocarbonate water. cDNA was synthesized from RNA by incubating total cellular RNA 

with 0.1 µg oligodT (Pharmacia, Piscataway, NJ) for 5 min at 98°C then by incubating the mixture 

with reverse transcription buffer for 60 min at 37°C. The cDNA obtained was amplified by using 0.8 

µmol/1 of two synthetic primers specific for human LPL (5'-GAGATTTCTCTGTATGGCACC-3' 

and 5'-CTGCAAATGAGACACTTTCTC-3') and human GAPDH (5'-

CCCTTCATTGACCTCAACTACATGG-3 and 5'-AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG-3') as 

internai standard in the PCR reaction mixture. A 277-bp human LPL cDNA fragment and a 456-bp 
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human GAPDH cDNA fragment were amplified enzymatically by 27 and 30 repeated cycles for 

GAPDH and LPL, respectively, at 95°C for 60 s, 60°C for 40 s, and 72°C for 90 s. An aliquot of 

each reaction mixture was then subjected to electrophoresis on 1% agarose gel containing ethidium 

bromide. The intensity of the bands was measured by an image analysis scanning system (Alpha 

Imager 2000; Packard Instruments, Meriden, CT). 

Determination of human macrophage LPL immunoreactive mass and activity 

Monocytes isolated from the control subjects and the diabetic patients were incubated for 5 

days in RPMI medium containing 20% serum of control subjects or diabetic patients. LPL activity 

and mass were measured in the supernatants 24 h after the final medium change. One hour before 

the end of the incubation period, 0.5 11/m1 heparin was added to the medium. The amount of human 

LPL immunoreactive mass was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using 

the Markit-F LPL kit (Dainippon Pharrnaceutical, Osaka, Japan) (31). Medium LPL activity was 

determined using the Confluolip kit ( Progen, Heidelberg, Germany) (32). 

Determination of human macrophage TNF-a immunoreactive mass 

Monocytes isolated from control subjects and the diabetic patients were incubated for 5 days 

in RPMI medium containing 20% serum of control subjects or diabetic patients. Twenty-four hours 

after the final medium change, TNF-oc immunoreactive mass released in the culture medium was 

determined by a double-sandwich ELISA (Quantikine, R&D systems, Minneapolis, MN). In some 

experiments, the effect of LPL on TNF-ct secretion was determined by adding 1 µg/mi LPL to the 

medium. 
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Statistical analysis 

All values are expressed as the mean ± SE. For single comparisons, data were analyzed using 

Student's t test or the Mann-Whitney rank-sum test. For multiple comparisons data were analyzed 

by analysis of variance followed by Tukey's test or Dunnett's method. 
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RESULTS 

Levels of LPL mRNA in macrophages of control subjects and diabetic patients. 

Monocyte-derived macrophages of diabetic patients cultured in their own sera demonstrated 

a significant increase in LPL mRNA levels compared with those isolated from the control subjects 

(Fig.1A). Under these experimental conditions, no modulation of the mRNA expression of GAPDH 

was observed (Fig.1B). LPL mRNA levels normalized to the levels of GAPDH mRNA are presented 

in Fig.1C. 

Levels of LPL immunoreactive mass in macrophages of control subjects and diabetic patients. 

Monocyte-derived macrophages of diabetic patients cultured in their own sera secreted 

significantly higher LPL mass than macrophages of control subjects (P < 0.001) (Fig.2). Culture of 

macrophages of diabetic patients in sera of control subjects significantly reduced this alteration (P 

< 0.005) (Fig.2). In contrast, differentiation of macrophages of control subjects in sera of diabetic 

patients resulted in a significant increase in the amounts of LPL secreted by these cells (P < 0.001) 

(Fig.2). 

LPL activity in macrophages of control subjects and diabetic patients. 

Monocyte-derived macrophages of diabetic patients cultured in their own sera secreted 

significantly higher LPL activity than macrophages of control subjects (P < 0.005) (Fig.3). 

Incubation of macrophages of diabetic patients in sera of control subjects partially reversed this 

anomaly (P < 0.001) (Fig.3). Conversely, differentiation of monocytes isolated from the control 
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subjects into macrophages in sera of diabetic patients significantly enhanced LPL activity in these 

cells (Fig.3). 

Basal TNF-a secretion by macrophages of control subjects and diabetic patients. 

Macrophages of diabetic patients cultured in their own sera secreted significantly higher 

amounts of TNF-a than macrophages of control subjects (P < 0.001) (Fig.4). Incubation of 

macrophages of diabetic patients in sera of control subjects dramatically decreased basal TNF-a 

production by these cells (P < 0.001) (Fig.4). In macrophages of control subjects differentiated in 

sera of diabetic patients, a tvvofold increase in basal TNF-a secretion was also observed (P < 0.005) 

(Fig.4). 

LPL-induced TNF-a secretion by control and diabetic macrophages. 

Responsiveness to LPL, as assessed by TNF-a production, was significantly higher in 

monocyte-derived macrophages of diabetic patients than in cells of control subjects when culture was 

performed with autologous serum (P = 0.005) (Fig.5). A significant decrease n LPL-induced TNF-a 

secretion by macrophages of diabetic patients was observed following exposure of these cells to sera 

of normal control subjects (P ( 0.005) (Fig.5). In contrast, a marked increase in TNF-a levels was 

found in supernatants harvested fi-om macrophages of control subjects exposed to sera of diabetic 

patients (P = 0.05) (Fig.5). 
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FIG. 1. LPL mRNA levels in macrophages of control subjects and diabetic patients. Monocytes 

of control subjects (Ctl) or diabetic patients (Diab) were cultured for 5 days in RPMI medium 

containing 20% of their own sera. Twenty-four hours after the final medium change, cells were lysed 

and LPL (A) and GAPDH (B) mRNA expression was analyzed by reverse transcription PCR. C: 

LPL mRNA levels (arbitrary units) normalized to the levels of GAPDH mRNA. Data represent 

means + SE of results obtained in 10 control subjects and 10 diabetic patients. oui' < 0.005 vs. 

control subjects. 
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FIG. 2. LPL secretion by macrophages of control subjects and diabetic patients. Monocytes of 

control subjects (Ctl) or diabetic patients (Diab) were cultured in their own sera for 5 days. In some 

experiments, monocytes of control subjects were differentiated in sera of diabetic patients and 

monocytes of diabetic patients were differentiated in sera of control subjects. Twenty-four hours after 

the final medium change, LPL immunoreactive mass was detennined in the medium. Values for LPL 

mass are expressed as nanograms per 2x106 cells per milliliter. Data represent means + SE of results 

obtained in 10 control subjects and 10 diabetic patients. anaP < 0.001 vs. Ctl + Ctl serum; 

**P<0.005 vs. Diab + Ctl serum. 
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FIG. 3. LPL activity in macrophages of control subjects and diabetic patients. Monocytes of 

control subjects (Ctl) or diabetic patients (Diab) were cultured in their own sera for 5 days. In some 

experiments, monocytes of control subjects were differentiated in sera of diabetic patients and 

monocytes of diabetic patients were differentiated in sera of control subjects. Twenty-four hours after 

a medium change, LPL activity was determined in the supematants. Values for LPL activity are 

expressed as picomoles per 2x106  cells per milliliter. Data represent the means + SE of results 

obtained in 10 control subjects and 10 diabetic patients. aaP < 0.005 vs. Ctl + Ctl serum; ***P < 

0.001 vs. Diab + Ctl serum. 
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FIG. 4. Basal TNF-a secretion by macrophages of control subjects and diabetic patients. 

Monocytes of control subjects (Ctl) or diabetic patients (Diab) were cultured in their own sera for 

5 days. In some experiments, monocytes of control subjects were differentiated in sera of diabetic 

patients and monocytes of diabetic patients were differentiated in sera of control subjects. Twenty-

four hours after the final medium change, TNF-ct immunoreactive mass was determined in the 

supematants. Values for TNF-a mass are expressed as picograms per 2x106 cells per milliliter. Data 

represent the mean + SE of results obtained in 8 control subjects and 8 diabetic patients. cmP < 0.005 

vs. Ctl + Ctl serum; one < 0.001 vs. Ctl + Ctl serum; ***P < 0.001 vs. Diab + Ctl serum. 
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FIG. 5. LPL-induced TNF-ct secretion by macrophages of control subjects and diabetic 

patients. Monocytes of control subjects (Ctl) or diabetic patients (Diab) were cultured in their own 

sera for 5 days. In some experiments, monocytes of control subjects were differentiated in sera of 

diabetic patients and monocytes of diabetic patients were differentiated in sera of control subjects. 

Twenty-four hours after the last medium change, exogenous bovine LPL (1 itg/m1) was added to the 

culture medium. The 24-h production of TNF-a was determined in the supernatants. Values for 

TNF-a mass are expressed as picograms per 2x106  cells per milliliter. Data represent the mean + SE 

of results obtained in 5 control subjects and 5 diabetic patients. ce = 0.05 vs. Ctl + Ctl serum; uP 

= 0.005 vs. Ctl + Ctl serum; **P < 0.005 vs. Diab + Ctl serum. 



TABLE 1. Characteristics of the study population. 

Patients with Type 2 diabetes 	Controls subjects 

Age (years) 48.5 + 2.7 39.2 + 3.8 

BMI (kg/m2) 26.8 + 0.9 26.1 + 0.8 

Fasting glucose (mmo1/1) 7.9 + 0.7b  5.0 + 0.1 

Triglycerides (mmo1/1) 1.96 + 0.21' 1.07 + 0.14 

Cholesterol (mmo1/1) 

Total 5.18 + 0.27 4.86 + 0.26 

HDL 1.10 + 0.06 1.44 + 0.12 

LDL 3.18 + 0.26 2.81 +0.24 

Endotoxin (pg/ml) <6 <6 

LPL mass (ng/ml) 76.58 + 15.20 76.58 + 6.14 

LPL activity (pmol/ml) 11.57 + 0.48 10.66 + 0.15 

Data are means ± SE.b  P<0.005, diabetic vs. control subjects; 

a P<0.05, diabetic vs. control subjects. 
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DISCUSSION 

The present study establishes that macrophage LPL induction occurs in human type 2 

diabetes at both the gene and protein levels. Our finding that LPL mRNA is overexpressed in type 

2 diabetes is in accordance with the results of Creedon et al. (22) who found higher copy numbers 

of LPL mRNA in hypertriglyceridemic diabetic patients than in nondiabetic subjects. Although 

hypertriglyceridemia may contribute to the increased transcripts levels of LPL message in patients 

with type 2 diabetes (33), our finding that enhanced LPL mRNA expression also occurs in 

normotriglyceridemic subjects with type 2 diabetes clearly indicates that dyslipidemia is not the sole 

mechanism responsible for the induction of macrophage LPL mRNA expression in type 2 diabetes. 

Our observation that high glucose stimulates in vitro human macrophage LPL mRNA expression 

(23) suggests that other metabolic factors dysregulated in diabetes including hyperglycemia may play 

a key role in the macrophage LPL mRNA overexpression associated with type 2 diabetes. The 

molecular mechanisms responsible for the induction of macrophage LPL mRNA expression in 

macrophages isolated from diabetic patients are unknown. Although the limited amount of biological 

material extracted from human cells did not allow us to perform run-on experiments or to evaluate 

LPL mRNA stability, our previous finding that transcriptional events are involved in the stimulatory 

effect of glucose on murine macrophage LPL expression (23) suggests that a similar mechanism may 

be responsible for the overexpression of LPL in macrophages isolated from patients with type 2 

diabetes. 

Previous studies have demonstrated that diabetes induces tissue-specific changes in the levels 

of LPL mRNA, immunoreactive protein, and activity. Whereas diabetes has been repeatedly shown 

to decrease adipose tissue LPL activity (34-37), LPL activity in skeletal muscle of diabetic patients 
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has been found to be either unchanged or decreased (36,38-41). Our results, which demonstrate that 

induction of macrophage LPL immunoreactive protein and activity occurs in the diabetic state and 

parallels changes in LPL mRNA levels, indicate that in human macrophages, diabetes exerts a pre-

translational control on LPL expression. 

Although the mechanisms responsible for macrophage LPL induction in diabetes remain 

uncertain, our observation that culture of macrophages of diabetic patients in sera of control subjects 

markedly decreases this alteration indicates that metabolic or hormonal factors present in the sera 

of diabetic subjects are at least partly responsible for the overproduction of macrophage LPL in 

diabetes. Potential metabolic factors associated with macrophage LPL induction include glucose and 

AGE. Indeed, these factors accumulate in the plasma and vessel wall of diabetic patients (42, 43) and 

stimulate in vitro human macrophage LPL production (23). 

Along with peripheral factors, other mechanisms seem to be involved in the upregulation of 

macrophage LPL in type 2 diabetes. Indeed, we found that incubation of macrophages of diabetic 

patients with sera of normal controls did not totally normalize macrophage LPL induction. Although 

clear evidence demonstrating the insulin-sensitivity of macrophage LPL is still lacking (44), one 

possibility is that induction of macrophage LPL in diabetes could, at least in part, represent a 

compensatory mechanism to provide the cells with energy in the presence of diminished insulin-

mediated glucose uptake. Studies of macrophage LPL regulation in insulin-resistant nondiabetic 

subjects are currently underway to investigate this possibility. 

Just as TNF-a is overexpressed in adipose tissue and muscle of insulin-resistant subjects, 

increased TNF-a production has been documented in monocytes of patients with type 2 diabetes 

(24). Our results indicate a similar augmentation of basal TNF-a secretion by macrophages of 
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diabetic patients. Our finding that culture of macrophages of diabetic subjects in sera of normal 

control subjects totally reverses the induction of macrophage TNF-a underlines the role of 

peripheral factors in this alteration. Data indicating a stimulatory effect of high glucose, AGE and 

LDL on monocyte/macrophage TNF-a release (26,27,45) support a role of these factors in the 

dysregulation of macrophage TNF-a in diabetes. 

Besides its role in lipid metabolism, LPL acts as an activator of macrophage function, 

inducing TNF-a secretion (20,21). The present report provides evidence that LPL-induced TNF-a 

production is higher in macrophages of diabetic patients than in those of control subjects. Because 

diabetes is associated with enhanced oxidative stress (43,46) and reactive oxygen species facilitate 

LPS-induced TNF-a production (47), one may speculate that oxidant stress may, at least in part, be 

responsible for the upregulation of macrophage responsiveness to LPL observed in diabetes. 

However, arguing against this possibility is our recent observation that reactive oxygen intermediates 

decrease LPL-induced TNF-a production (48). From these results, it clearly appears that future 

studies will be needed to address the mechanisms involved in this alteration. 

Atherosclerosis is the leading complication of type 2 diabetes. The pathogenesis of 

atherosclerosis is poorly understood but clearly involves the production in the vascular wall of 

macrophage LPL and TNF-a. Data generated in the present study clearly demonstrate that human 

type 2 diabetes promotes the overproduction of these two proatherogenic factors and that metabolic 

and/or hormonal factors accumulating in the sera of diabetic subjects are, at least in part, responsible 

for these alterations. These results suggest that diabetes may tend to increase the in vivo production 

of LPL and TNF-a in the arterial wall and that these alterations may contribute to the development 

of atherosclerosis associated with diabetes. Better understanding of the pathobiology of 
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atherosclerosis associated with diabetes gained from studies of the human diabetic macrophage 

should lead to the development of new methods for the prevention and treatment of diabetic 

atherosclerosis. 
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111.1. Hyperglycémie et maladies cardiovasculaires 

Le DNID est associé à une prévalence élevée de maladies cardiovasculaires. L'hyperglycémie 

chronique associée au diabète représente un déterminant majeur des complications vasculaires 

associées à cette maladie (Massi-Benedetti et Federici, 1999; Hanefeld et coll., 1999; Orchard, 

1999). En effet, il a été démontré qu'il existe une relation positive entre le risque de maladies 

cardiovasculaires et les concentrations plasmatiques de glucose et d'HbAlc  (Eschwege et coll., 1985; 

Fuller et coll., 1980). L'épaisseur de l'intima-média de l'artère carotide chez les sujets présentant 

une intolérance au glucose corrèle aussi positivement avec les niveaux de glucose plasmatique à 

jeun, suggèrant que même des augmentations relativement faibles des niveaux glycémiques 

plasmatiques puissent accroître le risque cardiovasculaire (Hanefeld et coll., 1999). Les données 

d'études prospectives telles le DCCT et le UKPDS suggèrent en outre qu'un contrôle glycémique 

strict puisse réduire les complications vasculaires associées au diabète (Laasko, 1999; UK 

Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group, 1998; Laasko and Kuusisto, 1996a; Kuusisto et coll., 

1994; The Diabetes Control and Complications Trial Research Group, 1993). 

Les mécanismes impliqués dans l'effet délétère du glucose sur le développement des 

maladies vasculaires diabétiques incluent les altérations du système de coagulation, la glycation des 

protéines, le stress oxydatif et les anomalies de la composition des lipoprotéines. 

Les altérations du système de coagulation, retrouvées dans le diabète, contribuent de manière 

indéniable au développement de l'athérosclérose dans cette maladie (Massi-Benedetti et Federici, 

1999). L'hyperglycémie stimule la formation de la fibrine et de la thrombine, activant dès lors •la 

fonction plaquettaire et inhibant la fibrinolyse. 11 a été récemment documenté qu'un contrôle 
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glycémique adéquat normalisait l'activité fibrinolytique dans le diabète de type 2 (Jarvi et coll., 

1999). L'hyperglycémie stimule, en outre, indirectement et en augmentant les AGE, l'apoptose 

cellulaire et l'activité pro-coagulante (Min et coll., 1999). Une association entre intolérance au 

glucose et augmentation des titres d'anticorps anti-PAI-1 et anti-tPA, a finalement été rapportée 

(Meigs et coll., 2000). 

L'hyperglycémie entraîne aussi la formation de protéines glyquées. L'interaction des AGE 

avec leurs récepteurs favorise la création d'un état pro-oxydant et augmente la peroxydation lipidique 

(Shantaram, 1999; Unger et Foster, 1998; Schmidt et coll., 1994; Yan et coll., 1994). En induisant 

la formation de radicaux libres, les AGE modulent l'expression génique (Brownlee, 2000). Les LDL 

glyquées sont détectables dans l'intima des artères athérosclérotiques et agissent comme des 

composants immuno-actifs accélérant l'athérogenèse chez le patient diabétique (Makita et coll., 

1999; Sima et coll, 1997). Une relation entre les niveaux d'HbAlc  et le profil des lipoprotéines 

plasmatiques a été démontrée chez les patients diabétiques (Sanchez-Cabezudo et coll., 1994). La 

glycation de la phosphatidyl-éthanolatnine, un composant des LDL, contribue à la captation de ces 

particules par les macrophages (Ravandi et coll., 1999). 

L'hyperglycémie induit la production de radicaux libres, tels l'anion superoxyde, et diminue 

les défenses antioxydantes de l'organisme (Opara et coll., 1999; Ceriello et coll., 1997; Giugliano 

et coll., 1996; Tesfamariam et coll., 1991; Baynes, 1991). Alors qu'une relation solide existe chez 

la souris diabétique entre l'hyperglycémie et la diminution d'activité de diverses enzymes 

antioxydantes telles la glutathione peroxydase (Romero et coll., 1999), un contrôle glycémique 

inadéquat est associé chez les sujets diabétiques de type 2 à une altération de l'activité de la catalase, 

de la superoxyde dismutase et de la paraoxonase (Sozmen et coll., 1999). Les radicaux libres 
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pourraient constituer des médiateurs importants des effets délétères de l'hyperglycémie sur les 

complications vasculaires du diabète. En effet, il a été rapporté que certains antioxydants tels les 

vitamines C et E pourraient prévenir certains processus pathologiques associés au développement 

des complications diabétiques (Brownlee, 2000; Ceriello, 1999). L'hyperglycémie chronique induit 

aussi, via le stress oxydatif, l'apoptose des cellules f3 pancréatiques, un effet inhibé par les 

antioxydants (Ihara et coll., 1999; Kaneto et coll., 1999). Il a été proposé que la PKC puisse 

constituer un mécanisme responsable de la production de radicaux libres médiée par l'auto-oxydation 

du glucose et par les AGE (Ha et Kim, 1999). 

L'hyperglycémie est associée à une altération du profil lipidique et à des niveaux 

plasmatiques élevés de peroxydes lipidiques (Serban et Negru, 1998). Un contrôle glycémique 

adéquat réduit l'hyperchylomicronémie post-prandiale et normalise le profil lipidique, chez le patient 

diabétique de type 2 (Phillips et coll., 1999; Jarvi et coll., 1999). L'oxydation et la glyco-oxydation 

des lipoprotéines, associées au diabète, sont responsables de multiples effets pro-athérogéniques tels 

la formation de cellules spumeuses et la prolifération des cellules musculaires lisses (Holvoet, 1999). 

L'hyperglycémie, en induisant la glycation des LDL, augmente la captation de ces lipoprotéines par 

les macrophages (Makita et coll., 1999; Ravandi et coll., 1999). La modification des lipoprotéines 

augmente en outre la relâche de cytokines et la perméabilité des cellules endothéliales et stimule 

l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales et la réplication macrophagique (Kaplan et 

Aviram, 1999; Galle et coll., 1999; Kamanna et coll., 1999; Gardner et coll., 1999). 

Le glucose est un substrat énergétique pour les macrophages (Calder, 1995). Le glucose 

stimule la prolifération des macrophages (Liu et coll., 1995), ainsi que leur réponse proliférative au 

CSF-1 (Sinai et coll., 1996). Les macrophages exposés à des concentrations élevées de glucose 
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surexpriment les récepteurs du CSF-1 et du PDGF (Sinai et coll., 1996; Inaba et coll., 1996). Le 

glucose est aussi un facteur stimulant la production d'IL-6 et de TNF-a par les monocytes humains 

(Morohoshi et coll., 1996; 1995). Il a été récemment suggéré que 1'IL-1 puisse contribuer à la 

sécrétion accrue de TNF-a en réponse à l'hyperglycémie (Pampfer et coll., 1999). Cette hypothèse 

ne semble cependant pas supportée par les travaux de Hill et coll. (1998), démontrant que 

l'hyperglycémie inhibe, en activant la PKC, la relâche d'IL-1 macrophagique. L'inhibition de la 

relâche d'IL-1 macrophagique induite par l'hyperglycémie a été proposée comme un mécanisme 

pouvant expliquer la persistance des infections chez les patients diabétiques (Hill et coll., 1998). 

L'hyperglycémie diminue en outre le phénomène "d'explosion respiratoire macrophagique (Kwoun 

et coll., 1997). Tel que mentionné précédemment, la PKC est impliquée dans l'effet de 

l'hyperglycémie sur la fonction monocytaire macrophagique. Il a été démontré que les monocytes 

surexpriment la PKC en réponse au glucose et que l'hyperglycémie est reliée à l'augmentation 

d'activité membranaire de la PKC monocytaire chez le patient diabétique de type 2 (Ceolotto et coll., 

1999). 

111.2. LPL et état nutritionnel 

Tel que décrit précédemment, la LPL est régulée par l'état nutritionnel de manière tissu-

dépendante (Galan et coll., 1994). Alors que la prise alimentaire augmente rapidement les niveaux 

d'ARNm et l'activité de la LPL adipocytaire (Bonnet et coll., 1998), le jeûne diminue cette activité 

et, est associé à une augmentation de sécrétion de la LPL adipocytaire sous forme inactive (Bergo 

et coll., 1996). Au contraire, au cours du jeûne, une activité élevée de la LPL musculaire, dirige les 
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triglycérides vers les muscles qui les utilisent comme substrats énergétiques (Ruige et coll., 1999; 

Olivecrona et Olivecrona, 1995; Chajek-Shaul et coll., 1985). 

La LPL est sensible à l'insuline et les agents augmentant la sensibilité à l'insuline accroissent 

la masse et l'activité de la LPL plasmatique (Shirai et coll., 1999). L'insuline augmente, d'une 

manière aigüe, l'activité et la sécrétion de la LPL adipocytaire (Picard et coll., 1999; Raynolds et 

coll., 1990; Semenkovich et coll., 1989; Pradines-Figueres et coll., 1988; Eckel, 1987; Vydelingum 

et coll., 1983; Ashby et coll., 1978). Alors que l'HI semble responsable du maintien des niveaux 

d'activité de la LPL adipocytaire, l'activité musculaire de l'enzyme paraît être reliée inversement à 

la disponibilité et l'utilisation tissulaire de substrats lipidiques tels les AGL (Boivin et Deshaies, 

2000). L'insuline inhibe l'activité de la LPL musculaire et diminue l'expression génique de cette 

enzyme (Laville et coll., 1996; Richelsen et coll., 1993). À l'inverse, la diminution de l'insulinémie 

durant le jeûne est accompagnée d'une augmentation d'activité de la LPL au niveau musculaire (Seip 

et coll., 1995; Ladu et coll., 1991; Gorski et coll., 1982). Notons que certaines études ont suggéré 

que les effets de l'insuline sur les niveaux d'activité de la LPL musculaire puissent être reliés à 

l'action de l'insuline sur le métabolisme du glucose, plutôt qu'à un effet direct de cette hormone 

(Ferraro et coll., 1993; Pollare et coll., 1991). 

Contrairement à l'activité de la LPL musculaire squelettique, l'activité de la LPL cardiaque 

est augmentée in vitro par l'administration aigüe d'insuline exogène et ne semble pas être 

dépendante du glucose (Sambandam et coll., 1999). 

Il semble que l'expression de la LPL au niveau endothélial puisse aussi être régulée par 

l'insuline. En effet, il a été rapporté que de courtes périodes d'hypoinsulinémie augmentent les 

niveaux d'activité de la LPL au niveau de l'endothélium capillaire (Sambandam et coll., 1999). 11 
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a aussi été suggéré que l'administration aigüe d'insuline puisse stimuler la libération d'un facteur 

endothélial, responsable de la relâche de la LPL à partir de la membrane plasmatique adipocytaire 

(Knutson, 2000). 

Contrairement à la LPL plasmatique, adipocytaire et musculaire, la LPL d'origine 

macrophagique ne semble pas être régulée par l'insuline, cette hormone n'exerçant pas d'effet direct 

sur les macrophages. Il a été proposé que la diminution de sécrétion de la LPL macrophagique 

observée chez les souris insulino-déficientes soit reliée à des facteurs secondaires indépendants de 

l'insuline (Behr et Kraemer, 1988; Behr et Kraemer, 1986a). 

111.3. LPL macrophagique et glucose 

111.3.1. Rôle du glucose dans l'expression et la production de la LPL macrophagique 

Le glucose est impliqué dans la modulation de plusieurs enzymes régulant le métabolisme 

lipidique telles que la "fatty acid synthetase", l'enzyme malique, la "glucose-6-phosphate 

déshydrogénase", la phospholipase A2, la PKC, la Na, K+ ATPase et la 12-lipoxygénase (Patricia 

et coll., 1999; Kazumi et coll., 1997; Xia et coll., 1995). Le rôle du glucose dans la régulation de la 
_ 

LPL a été peu documenté. Il semble que le glucose augmente in vitro l'activité et la synthèse de la 

LPL par les adipocytes en culture, potentialisant les effets stimulants de l'insuline sur l'activité de 

la LPL adipocytaire (Rangananthan, 1999; Ong et Kern, 1989). Il a été démontré que l'ingestion de 

glucose ou l'infusion de glucose/insuline augmentent les niveaux de la LPL dans le tissu adipeux et 

les diminuent dans le tissu musculaire (Farese et coll., 1991; Lithell et coll., 1978). Au niveau 

adipocytaire, les concentrations élevées de glucose stimulent la production de la LPL d'une manière 

traductionnelle et post-traductionnelle, augmentant la synthèse de l'enzyme, sans altérer les niveaux 
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d'ARNm (Ranganathan 1999; Ong et Kern, 1989). Nos résultats démontrent une régulation 

différente de la LPL par le glucose au niveau macrophagique. En effet, nos résultats démontrent 

qu'un environnement hyperglycémique augmente l'expression génique de la LPL macrophagique, 

sans altérer la stabilité de l'ARNm codant pour cette enzyme. Cette expression génique accrue est 

associée à une augmentation de la masse immuno-réactive et de l'activité de la LPL. Ces données 

démontrent que l'effet stimulant du glucose sur la production de la LPL macrophagique s'exerce au 

niveau transcriptionnel. Parmi les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la LPL 

et stimulés par le glucose se retrouve le facteur de transcription c-fos. En effet, c-fos a été impliqué 

dans la régulation de la LPL adipocytaire et a été trouvé stimulé par le glucose dans un système de 

cellules mésangiales et de cellules (3 pancréatiques (Susini et coll., 2000; Ingram et coll., 1999, 

Kreisberg et coll., 1994; Barcellini-Couget., 1993). 

Nos expériences démontrant que des concentrations élevées de glucose augmentent les 

niveaux d'ARNm de c-fos par les macrophages suggèrent l'implication de c-fos dans la régulation 

de la LPL macrophagique par le glucose. Nos résultats, comme ceux générés par Barcellini-Couget 

et coll. (1993), ne démontrent cependant pas une inhibition complète de l'effet stimulant du glucose 
_ 

sur la LPL macrophagique, par incubation des cellules en présence d'antisense anti-c-fos. Ces 

résultats suggèrent l'implication d'autres systèmes de régulation, outre c-fos, dans la régulation de 

l'expression génique de la LPL macrophagique par le glucose. 

Il a été démontré que l'activation du facteur de transcription c-fos est induite par les agents 

activant la PKC. La voie de la PKC est impliquée dans l'effet de divers agents tels le glucose, les 

acides gras, la LPL et le TNF-a sur l'expression génique adipocytaire et mono-nucléaire (Uchida et 

coll., 1999; Ranganathan et coll., 1999; Leger et Kadri-Hassani, 1995; Sharma et coll., 1995). La 
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PKC joue un rôle constitutif dans l'expression génique de la LPL adipocytaire. En effet, l'inhibition 

de la PKC, diminue la synthèse de la LPL adipocytaire et la régulation traductionnelle de cette 

dernière est médiée par la PKC (Ranganathan et coll., 1999). Récemment, il a été rapporté que des 

niveaux élevés de glucose plasmatique augmentent l'activité de la PKC myocardique (Kowluru et 

coll., 2000). La PKC est aussi impliquée dans l'augmentation de réponse des cellules 

monocytaires/macrophagiques à la LPL, au cours du processus de différenciation des monocytes en 

macrophages (Mamputu et Renier, 1999) et médie l'effet du glucose sur la production 

macrophagique de • NO induite par l'endotoxine (Lee et coll., 1999a). Une augmentation d'activité 

de la PKC est associée à l'induction du diabète chez le rat (Tang et coll., 1993). L'activation de la 

PKC semble responsable de plusieurs anomalies associées au diabète telles la réduction de la 

relaxation de l'endothélium médiée par le • NO (Farese, 1996; Tesfamariam et coll., 1991). 

L'exposition de plusieurs types de cellules à l'envirormement hyperglycémique augmente l'activité 

de la PKC, altérant l'action et la sécrétion d'insuline (Farese, 1996; Thams et coll., 1990). Nos 

résultats, démontrent que l'inhibition spécifique de la PKC, par la calphostine C, abolit l'effet 

stimulant du glucose sur l'expression génique de la LPL macrophagique. Ces données, indiquant le 

rôle crucial de la PKC comme médiateur de l'effet du glucose sur la régulation de l'expression de 

LPL macrophagique, sont en accord avec celles de Ceolotto et coll. (1999) qui ont récemment 

démontré l'effet majeur du glucose sur les niveaux d'activation de la PKC monocytaire in vivo. 

Il existe dans le promoteur du gène de la LPL une séquence AP-1, identifiée comme étant 

le site de liaison du facteur de transcription c-fos (Kreisberg et coll., 1994; Barcellini-Couget et coll., 

1993). Nos analyses démontrent clairement qu'un environnement hyperglycémique augmente la 

liaison des protéines nucléaires, extraites de macrophages cultivés en présence de hautes 
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concentrations de glucose, à la séquence régulatrice AP-1. Ces données prises dans leur ensemble 

suggèrent que l'exposition de macrophages à des hautes concentrations de glucose induit 

séquentiellement l'activation de la PKC et de c-fos, qui en se liant à la séquence régulatrice AP-1, 

induit la transcription du gène de la LPL. La demi-vie de l'ARNm de la LPL adipocytaire a été 

établie à moins de 12 heures (Gimble et coll., 1989). Nous avons obtenu une demi-vie de l'ARNm 

codant pour la LPL macrophagique de 11 heures, et ce tant en conditions normo- que 

hyperglycémiques. Ces données démontrant que des concentrations élevées de glucose n'affectent 

pas la stabilité de l'ARNm de la LPL, ne plaident pas en faveur d'une régulation post-

transcriptionnelle de la LPL. 

Le TNF-a semble exercer un rôle central dans l'induction de la RI. La neutralisation de cette 

cytokine chez des souris insulino-résistantes, améliore la captation du glucose médiée par l'insuline 

(Hotamisligil et coll., 1993). La régulation de la synthèse des transporteurs du glucose et 

l'inteiférence de cette cytokine avec les voies de signalisation de l'insuline ont été proposées comme 

des mécanismes médiant l'effet du TNF-a sur la RI (Qi et Pekela, 2000). 
_ 

L'incubation de cellules monocytaires humaines en présence de fortes concentrations de 

glucose plasmatique augmente la sécrétion de TNF-a par ces cellules (Morohoshi et coll., 1996). Nos 

résultats démontrent que le glucose induit la production parallèle de TNF-a et de LPL par les 

macrophages humains, suggérant, dans nos conditions expérimentales, l'absence d'effet inhibiteur 

du TNF-a sur la production de LPL macrophagique. Ces résultats sont similaires à ceux rapportés 

par Friedman et coll. (1988), montrant que le TNF-a n'exerce pas d'effet suppresseur sur l'activité 

de la LPL produite par les macrophages J774. Ces données sont cependant en opposition avec celles 
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générées par Tengku-Muhammad et coll. (1999; 1998) qui ont démontré que le TNF-a diminuait, 

en synergie avec l'IFN-y, l'activité de la LPL sécrétée par les macrophages J774.2. Les raisons de 

ces résultats contradictoires sont inconnues. 

En résumé, notre première publication démontre que des concentrations élevées de glucose 

induisent in vitro, la sécrétion de la LPL macrophagique. L'effet de la LPL sur l'induction du TNF-a 

précédemment documenté (Renier, 1994) et l'augmentation concomitante de la LPL et du TNF-a 

induite par les concentrations élevées du glucose suggèrent que l'effet stimulant du glucose sur le 

TNF-a puisse être médié par la LPL. L'induction de ces deux cytokines pro-athérogéniques en 

conditions hyperglycémiques suggère un nouveau mécanisme par lequel l'hyperglycémie pourrait 

favoriser le développement des maladies cardiovasculaires dans le DNID. 

III. 3.2. Rôle des PPARs dans l'induction de la LPL macrophagique par le glucose 

Tel que mentionné précédemment, les résultats de notre étude démontrant le rôle stimulant 

du glucose sur l'expression de la LPL macrophagique ont clairement indiqué que l'inhibition de c-

fos, par technique anti-sense, ne peut supprimer totalement l'augmentation d'expression de la LPL 

macrophagique induite par le glucose (Sartippour et coll., 1998). Au vu de ces données, nous avons 

étudié l'implication d'autres facteurs de transcription dans la régulation de l'expression génique de 

la LPL par le glucose. 

Les PPARs sont des facteurs de transcription appartenant à la superfamille des récepteurs 

stéroïdiens et existant sous trois isoformes: PPARa, PPARP et PPARy (Schoonjans et coll., 1997). 

Par leur capacité à se lier à des éléments de réponse spécifiques au niveau de l'ADN, appelés 
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"peroxisome proliferator-response elements" ou PPRE, ils agissent comme des facteurs de 

transcription, régulant la transcription de gènes impliqués dans le métabolisme lipidique (Auwerx 

et coll., 1996; Schoonjans et coll., 1996a). Les PPARs sont activés par divers ligands. Ces ligands 

sont soit naturels tels l'insuline et les acides gras, soit synthétiques tels les médicaments. La 

prostaglandine J2 et les thiazolidinediones se lient au PPARy,  , les fibrates et les eicosanokles sont 

des ligands de PPARa (Rieusset et coll., 1999; Devchand et coll., 1996; Lehmann et coll., 1995; 

Forman et coll., 1995). Les PPARs constituent des messagers clés entre divers stimuli métaboliques 

et la régulation de l'expression génique. L'observation que les PPARs sont activés par des 

métabolites de l'acide arachidonique suggère un rôle de ces facteurs de transcription, non seulement 

dans le métabolisme lipidique, mais aussi dans le contrôle de l'inflanunation. Les PPARs sont 

impliqués dans diverses maladies métaboliques telles le diabète, la dyslipidémie et l'athérosclérose. 

Alors que la régulation des PPARs dans le tissu adipeux et musculaire, ainsi que dans les cellules 

hépatiques est sous contrôle hormonal (Vidal-Puig, 1997), la régulation nutritionnelle de ces facteurs 

de transcription n'a pas été étudiée. L'observation récente que les PPARs sont exprimés par les 

macrophages humains (Marx et coll., 1998; Ricote et coll., 1998) et contrôlent l'activation et le 

métabolisme lipidique des monocytes/macrophages (Chinetti et coll., 1998; Tontonoz et coll., 1998), 

nous a menés à examiner l'effet du glucose sur l'expression macrophagique des PPARs. 

Les PPARs contrôlent l'expression de la LPL, en se liant à la séquence PPRE, présente dans 

le promoteur du gène de cette enzyme (Schoonjans et coll., 1996a; Auwerx et coll., 1996). Le 

PPARadiminue en outre, la production hépatique de l'apo C-III, un inhibiteur de l'activité de la LPL 

(Lefebvre et coll., 1997). Notre étude démontre pour la première fois que le glucose module de 

manière différentielle l'expression génique et protéique des PPARs macrophagiques. Nos données 
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relatives à l'effet stimulant du glucose sur l'expression macrophagique de PPARa, de PPARP et de 

la LPL suggèrent que ces facteurs de transcription puissent être impliqués dans l'induction de la LPL 

par le glucose. Cette hypothèse est appuyée par nos résultats démontrant une augmentation de la 

liaison des protéines nucléaires, isolées des macrophages traités au glucose, à la séquence PPU du 

gène de la LPL, et une inhibition de cet effet par immuno-neutralisation de ces protéines. 

Les mécanismes moléculaires impliqués dans l'induction des gènes codant pour PPARa et 

J3 par le glucose sont inconnus. Le glucose pourrait interagir directement avec des éléments 

répondants au glucose situés dans le promoteur des gènes PPARa et p. Parmi ces éléments figurent 

le "cis-acting carbohydrate responsive element" et la protéine stimulatrice ou Sp-1 (Chen et coll., 

1998; Shih et Towle, 1994; Gearing et coll., 1994). Nos résultats préliminaires (non publiés) 

démontrent que le glucose augmente la liaison des protéines nucléaires à ces deux éléments. De 

manière alternative, le glucose pourrait agir de manière indirecte, en augmentant les concentrations 

intracellulaires d'acides gras, des métabolites impliqués dans la régulation de l'expression des 

PPARs (Steineger et coll., 1994). 

De manière intéressante, nos travaux ont aussi montré une diminution des niveaux d'ARNm 

codant pour PPARy, lors du traitement des cellules macrophagiques par de hautes concentrations 

en glucose. La diminution d'expression de PPARy, dans un environnement hyperglycémique, 

pourrait être due à l'effet stimulant du glucose sur la sécrétion de TNF-a. En effet, une suppression 

de l'expression de PPARy par cette cytokine, a été démontrée par diverses équipes de recherche 

(Tanaka et coll., 1999; Xing et coll., 1997; Zhang et coll., 1996). 

L'hyperglycémie est un facteur de risque de développement de l'athérosclérose chez le sujet 

diabétique et les PPARs ont été postulés comme un lien entre la RI et l'athérosclérose (Plutzky, 
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1999). L'altération de l'expression des PPARs macrophagiques par le glucose pourrait, en altérant 

le métabolisme lipidique artériel et la réaction inflammatoire, contribuer à la pathogenèse de 

l'athérosclérose dans le diabète. 

Si le rôle classique de PPAIU‘ consiste à augmenter la captation des AGL par le muscle 

squelettique, le coeur et le foie et, à stimuler la dégradation P-oxydative de ces substrats, diverses 

propriétés pro- et anti-athérogéniques de ce facteur ont aussi été décrites. Il a été documenté que 

l'activation de PPARa au niveau hépatique diminue in vivo les niveaux de lipides plasmatiques 

(Raspe et coll., 1999) et réduit, chez la souris db/db, les niveaux de triglycérides plasmatiques 

(Berger et coll., 1999). Il a été aussi suggéré que l'activation de PPARa par les eicosanoïdes puisse 

stimuler en retour le catabolisme de ces facteurs par les voies p- et co-oxydatives. Considérant le rôle 

pro-inflammatoire de certains de ces facteurs lipidiques, cet effet permettrait de limiter l'action de 

médiateurs pro-inflammatoires et ainsi de réduire la durée de l'inflammation (Pineda et Torra, 1999; 

Fruchart et coll., 1999). L'activation de PPARa au niveau des cellules vasculaires (Inoue et coll., 

1998; Greene et coll., 1995) s'accompagne cependant, d'effets pro-athérogéniques tels que 

l'induction de l'apoptose des macrophages dérivés des monocytes (Chinetti et coll., 1998) et la 

stimulation, chez la souris, de la production de TNF-a plasmatique induite par la LPS (Hill et coll., 

1999a). Ces données et nos résultats appuyant un rôle de PPARa dans l'expression macrophagique 

de la LPL, une cytokine pro-athérogénique (Auerbach et coll., 1999; Zilversmit et coll., 1973), 

suggèrent que les bénéfices potentiels relatifs aux propriétés anti-inflammatoires de ce facteur 

puissent être amoindries, par certains autres de ses effets systémiques pro-inflammatoires (Hill et 

coll., 1999a). 
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En ce qui concerne PPARy, divers effets anti-athérogéniques de ce facteur de transcription 

ont été rapportés. Ces effets incluent le rôle de PPARy sur la différenciation adipocytaire, la 

régulation de l'homéostasie du glucose et son effet inhibiteur sur l'activation des 

monocytes/macrophages et l'expression de divers facteurs de croissance angiogéniques (Xin et coll., 

1999). Ainsi, il a été démontré que PPARy médie l'effet de divers agents anti-diabétiques, 

augmentant la sensibilité tissulaire à l'insuline (Brown et coll., 1999; Reginato et Lazar, 1999; 

Berger et coll., 1999) et que l'activation de PPARy, par certains agents pharmacologiques, 

améliorent la RI (Itoh et coll., 1999). L'activation de PPARy est associée à une amélioration des 

niveaux de glucose et de triglycérides plasmatiques (Berger et coll., 1999). Chez les sujets obèses, 

les niveaux d'insuline à jeun et la RI sont inversement reliés à l'expression de PPARy dans le tissu 

adipeux. Après perte pondérale, une relation positive entre l'expression adipocytaire de PPARy et 

les concentrations plasmatiques d'HDL et d'apoA-1, et une relation négative entre cette expression 

et les concentrations de LDL et d'apoB sont documentées (Krempler et coll., 2000). Les activateurs 

du récepteur rétinoïde X ("retinoid X receptor") et de PPARy diminuent, en outre, la dégénérescence 

des îlots pancréatiques (Lenhard et coll., 1999) et réduisent le risque cardiovasculaire associé au 

diabète. Barroso et coll. (1999) ont aussi rapporté que des mutations désactivantes de PPARy 

contribuent à la RI et aboutissent au développement du diabète de type 2. Alors que l'expression de 

PPARy adipocytaire est diminué par le stress oxydatif et le TNF-cc (Tanaka et coll., 1999), 

l'activation de PPARy inhibe l'expression des molécules d'adhésion endothéliales VCAM-1 et 

ICAM-1 et réduit l'activation endothéliale associée au diabète de type 2 (Pasceri et coll, 2000; 

Delerive et coll., 1999; Ricote et coll., 1998). PPARy est aussi, un régulateur important des fonctions 

monocytaires/macrophagiques. En effet, certains activateurs de PPARy inhibent l'expression de 
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gènes induits durant les processus de différenciation et d'activation macrophagique tels les gènes 

codant pour la• NO synthase, la gélatinase B et le récepteur scavenger A (Ricote et coll., 1998; Jiang 

et coll., 1998). L'activation de PPARy atténue aussi, en inhibant l'activation du facteur de 

transcription NF-KB, l'expression génique de diverses cytokines pro-athérogéniques telles le TNF-oc 

et 1'IL-6 (Su et coll., 1999). 11 est cependant à noter que la suppression de ces cytokines n'est 

observée qu'avec certains activateurs de PPARy (Thieringer et coll., 2000). PPARy diminue enfin 

l'activité de la métalloprotéinase-9, une enzyme de la matrice vasculaire impliquée dans la rupture 

de la plaque athéromateuse (Marx et coll., 1998). 

PPARy démontre cependant aussi diverses propriétés pro-athérogéniques. Ce facteur est 

exprimé dans les lésions athéromateuses humaines par les cellules musculaires lisses, les 

macrophages et les cellules spumeuses (Ricote et coll., 1998a; Marx et coll., 1998; Iijima et coll., 

1998). Divers agents présents dans la lésion athéromateuse tels que les LDL oxydées et le M-CSF 

stimulent l'expression de PPARy par les macrophages (Ricote et coll., 1999; Ricote et coll., 1998a). 

Ce facteur de transcription stimule la différenciation des monocytes en macrophages et la captation, 

par les récepteurs "scavengers", des LDL oxydées (Tontonoz et coll., 1998; Nagy et coll., 1998). Il 

a été démontré que certains activateurs de PPARy augmentent aussi l'expression d'ICAM-1 (Chen 

et coll., 1999a). Leininger et coll. (1999) ont enfin récemment suggéré un rôle inflammatoire de 

PPARy, en raison de l'induction de ce facteur de transcription par la LPS. 

Les résultats de notre étude indiquent que l'environnement hyperglycémique induit une 

dysrégulation de l'expression macrophagique des PPARs. Alors que l'induction de PPARŒ par de 

hautes concentrations de glucose pourrait contribuer à la surproduction de LPL et de TNF-oc par le 

macrophage (Hill et coll., 1999a), ce dernier facteur pourrait être responsable de l'inhibition de 
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l'expression macrophagique de PPARy (Hill et coll., 1997). En outre, au vu de nos résultats 

antérieurs, démontrant l'implication de c-fos dans l'induction de la LPL macrophagique par le 

glucose (Sartippour et coll., 1998) et des récentes données, démontrant un effet inhibiteur des PPARs 

sur l'expression de c-fos/c-jun et la voie de signalisation de 1'AP-1 (Delerive et coll., 1999; Ricote 

et coll., 1998), il est aussi possible que la diminution d'expression de PPARy induite par le glucose, 

puisse augmenter en activant le c-fos, l'expression de la LPL macrophagique (figure 8). Il se peut 

enfin que la diminution d'expression de cette isoforme dans un contexte hyperglycémique, puisse 

constituer un mécanisme de défense de l'organisme visant à maintenir l'homéostasie glucidique. 

Cette hypothèse est appuyée par les observations de Koch et coll. (1999) et Miles et coll. (2000), 

montrant d'une part une association entre la mutation Prol2Ala du gène de PPARy2, observée chez 

les parents obèses de patients diabétiques de type 2, et l'augmentation de sensibilité à l'insuline et 

d'autre part une amélioration de sensibilité à l'insuline chez les souris hétérozygotes porteuses d'une 

déficience en PPARy. 

La dysrégulation des PPARs macrophagiques induite par des concentrations élevées de 

glucose pourrait, en altérant l'homéostasie vasculaire, favoriser le développement de l'athérosclérose 
.. 

associée au diabète de type 2. Le schéma de la page suivante (figure 8) montre les mécanismes 

cellulaires potentiellement impliqués dans la surexpression de la LPL macrophagique dans le 

diabète. 
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Figure 8. Mécanismes cellulaires potentiellement impliqués dans la surexpression de la LPL macrophagique dans 

le diabète. 
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111.3.3. Régulation de la LPL macrophagique chez le patient diabétique de type 2 

Au vu de nos résultats (Sartippour et coll., 1998), démontrant in vitro le rôle stimulant du 

glucose sur la production de LPL macrophagique, nous avons entrepris la caractérisation du système 

de la LPL macrophagique chez le patient diabétique de type 2. En effet, mis à part l'étude 

préliminaire de Creedon et coll. (1997), publiée sous forme de résumé, il n'existait au moment de 

nos travaux aucune étude sur la régulation de la LPL dans le DNID. 

Nos résultats ont démontré que les macrophages isolés de patients diabétiques de type 2 

surexpriment la LPL, et ce en l'absence de toute hypertriglycéridémie associée, cette dernière étant 

impliquée dans l'accélération de l'athérosclérose (Chanu, 1999; Austin, 1998). Ces résultats 

indiquent de manière claire que la dyslipidémie n'est pas le seul mécanisme responsable de 

l'induction de la LPL macrophagique dans le diabète. Nos données antérieures démontrant l'effet 

stimulant du glucose sur l'expression et la sécrétion de la LPL macrophagique, suggèrent que 

l'hyperglycémie puisse être responsable de l'augmentation d'expression génique et de la synthèse 

excessive de la LPL dans le diabète. Cette hypothèse est appuyée par nos expériences démontrant 

que des facteurs périphériques présents dans le sérum des patients diabétiques sont, en partie, 

responsables de l'augmentation de la synthèse et de l'activité de la LPL chez le patient diabétique 

de type 2. Outre l'hyperglycémie, plusieurs facteurs présents dans le sérum des patients diabétiques 

de type 2, tels les AGE et les AGL, pourraient être responsables de l'induction de la LPL 

macrophagique. Les AGE sont impliqués dans la pathogenèse de l'athérosclérose accélérée du 

diabète. Il a été bien documenté que des concentrations élevées de glucose favorisent la production 

de AGE (Taniguchi et coll., 1996) et de radicaux libres (Tesfamariam et coll., 1991). La 
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myéloperoxydase, sécrétée par les macrophages, contribue, par la production de peroxyde 

d'hydrogène, à la formation des AGE (Anderson et coll., 1999). Nous avons observé que 

l'incubation de macrophages en présence de AGE augmente l'expression génique et la masse 

immuno-réactive de la LPL. Les mécanismes par lesquels les AGE pourraient intervenir dans la 

modulation de la LPL macrophagique sont multiples. L'un d'eux est l'activation de la voie de la 

PKC. En effet, les AGE comme le glucose activent la PKC (Chakravarthy et coll., 1998; 

Aleksandrovski, 1998). L'activation de cette voie de signalisation est responsable de plusieurs 

anomalies associées aux complications vasculaires du DNID telles la diminution de la 

Na+K+ATPase, l'activation des "mitogen activated protein kinases (MAP kinases)" et de la 

phospholipase A2, ainsi que l'augmentation de la matrice extracellulaire, de la production de 

cytokines, de la perméabilité vasculaire et de la prolifération cellulaire (Tomlinson, 1999; Park et 

coll., 1999; Ishii et coll., 1998; Koya et King, 1998). La PKC est impliquée dans la régulation de la 

LPL adipocytaire par le glucose et les inhibiteurs de la PKC diminuent la synthèse de la LPL 

adipocytaire, en inhibant sa translation (Ranganathan et coll., 1999). 

Un autre facteur potentiellement impliqué dans l'induction de la LPL macrophagique par les 

AGE est le PDGF. En effet, il a été démontré que les AGE induisent la libération de PDGF par les 

cellules endothéliales (Yoshida et coll., 1998) et que ce dernier en retour, stimule la synthèse de LPL 

macrophagique (Inaba et coll., 1995). Puisque la PKC médie l'effet stimulant du PDGF sur la LPL 

(Inaba et coll., 1996; 1995), il est possible que l'induction séquentielle de PDGF et de PKC soit 

impliquée dans l'effet stimulant des AGE sur la production de LPL macrophagique. 
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Outre les AGE, les AGL pourraient être impliqués dans l'induction de la LPL 

macrophagique dans le diabète. La relation liant AGL et LPL a fait l'objet de diverses études et a 

produit des résultats contradictoires. Boivin et Deshaies, (2000) ont rapporté une relation inverse 

entre l'activité de la LPL musculaire et les niveaux d'AGL chez le rat Zucker. Anderson et coll. 

(1997) ont pour leur part démontré que les acides gras estérifiés de type oléate, palmitate et 

myristate, diminuaient l'activité de la LPL exprimée à la surface des cardiomyocytes. Hoefler et coll. 

(1997) ont rapporté que l'augmentation de production d'AGL par surexpression de la LPL 

musculaire n'affectait pas les niveaux de production de cette enzyme. Finalement, l'étude de 

Sambandam et coll. (1999) a elle, démontré que l'induction du diabète augmentait l'activité de la 

LPL cardiaque chez le rat et que cette augmentation d'activité de la LPL était associée à un apport 

accru d'AGL au coeur. L'effet de concentrations élevées des AGL sur l'expression de la LPL 

macrophagique n'a fait pour sa part l'objet d'aucune étude. 

L'induction de la LPL chez le patient diabétique de type 2 pourrait enfin représenter un 

mécanisme visant à compenser la diminution de captation du glucose par les macrophages et à leur 

fournir l'énergie nécessaire à l'accomplissement de leurs fonctions. 

Des concentrations élevées de glucose augmentent la production monocytaire/macrophagique 

de TNF-a (Sartippour et coll., 1998; Morohoshi et coll., 1996). Tel que mentionné précédemment, 

le TNF-a est un médiateur de la RI associée au diabète de type 2 et semble exercer un rôle central 

dans l'induction de la RI. Il interfère directement avec les cascades de signalisation de l'insuline et 

altère ainsi le transport, stimulé par l'insuline, du glucose (Qi et Pekala, 2000; Hube et Hauner, 

1999). Nous avons observé que le glucose induit la production parallèle de TNF-a et de LPL par les 
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macrophages murins (Sartippour et Renier, 1998), suggérant, dans nos conditions expérimentales, 

l'absence d'effet inhibiteur du TNF-a sur la production de la LPL macrophagique. Nous avons aussi 

précédemment rapporté un effet stimulant de la LPL sur la sécrétion de TNF-a par les 

monocytes/macrophages (Mamputu et Renier, 1999; Renier et coll., 1994). 

Les résultats de notre dernière étude (Sartippour et Renier, 2000a) démontrent que la 

production de TNF-a macrophagique en réponse à la LPL est accrue chez le patient diabétique de 

type 2. Les mécanismes potentiellement responsables de cet effet incluent l'activation de la PKC, 

l'augmentation des niveaux plasmatiques d'AGL et le stress oxydatif. La PKC module la sécrétion 

du TNF-a macrophagique en réponse à la LPS (West et coll., 1997) et est impliquée dans l'induction 

du TNF-a par la LPL (Mamputu et Renier, 1999; Renier et coll., 1994a). Elle est activée de manière 

excessive dans le diabète au niveau de différents tissus tels la vasculature, le rein, la rétine et 

l'endothélium. Le glucose induit aussi l'expression de la PKC au niveau des cellules musculaires 

lisses (Ganz et Seftel, 2000). Différentes isoformes de la PKC sont activées par l'hyperglycémie 

diabétique et sont associés aux anomalies reliées à cette maladie (Aleksandrovski, 1998; Ishii et coll., 

1998; Koya et King, 1998). 

Les concentrations d'AGL sont augmentées dans le plasma des patients diabétiques (Boden, 

1999). L'effet exagéré de la LPL sur la production de INF-a macrophagique chez les sujets 

diabétiques pourrait être médié par les AGL. En effet, l'augmentation de production et d'activité de 

la LPL macrophagique dans le diabète pourrait, en favorisant l'hydrolyse des lipoprotéines riches 

en triglycérides, induire la production d'AGL et ces derniers pourraient être responsables de la 

production accrue de TNF-a macrophagique. L'effet stimulant antérieurement documenté des AGL 
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sur la production de TNF-a par les lymphocytes et les cellules endothéliales appuie cette hypothèse 

(Toborek et Henning, 1996; Karsten et coll., 1994). 

Le diabète est associé à une augmentation des niveaux du stress oxydatif (Haffner, 2000). Un 

autre mécanisme potentiellement impliqué dans l'effet stimulant de la LPL sur la sécrétion de TNF-a 

macrophagique pourrait être le stress oxydatif. En effet, il a été démontré que les radicaux libres 

induisent la production de TNF-cx par les macrophages (Rojanasakul et coll., 1999). L'implication 

des radicaux libres dans cet effet semble cependant peu probable, au vu des données générées par 

Renier et coll. (1996) démontrant un effet inhibiteur des réactifs intermédiaires oxygénés sur la 

réponse du TNF-a à la LPL. Alternativement, les lipoprotéines oxydées, qui sont préférentiellement 

formées chez le sujet diabétique (Rabini et coll., 1999; Kreisberg, 1998), pourraient être impliquées 

dans l'induction du TNF-a macrophagique par la LPL. La LPL macrophagique contribue par ses 

propriétés enzymatiques et structurales à l'oxydation des lipoprotéines. Elle exerce cet effet d'une 

part, en diminuant le pH et en facilitant la libération du fer à partir de la transferrine 

(Balagopalakrishna et coll., 1999) et d'autre part, en favorisant la liaison des lipoprotéines aux 

protéoglycans (de Beer et coll., 1999) exprimés sur la surface cellulaire. Dans nos conditions 

expérimentales, il est possible que la surexpression de la LPL macrophagique chez le sujet 

diabétique, contribue à l'oxydation des lipoprotéines présentes dans le sérum diabétique et induise 

dès lors par ce mécanisme, l'augmentation de sécrétion du TNF-a. Cette hypothèse est appuyée par 

les études de Frostegard et coll. (1997) et Jovinge et coll. (1996), démontrant que les LDL oxydées 

induisent la synthèse de TNF-a par les leucocytes et les monocytes/macrophages. Bien qu'il soit 

difficile de vérifier cette hypothèse, il est possible que l'induction du TNF-a par la LPL soit plus 

prononcé, in vivo, lorsque la petite taille des LDL des sujets diabétiques rend ces lipoprotéines plus 
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aptes à traverser l'endothélium vasculaire et à y être oxydées par l'effet des propriétés structurales 

et enzymatiques de la LPL. Le TNF-a produit dans la paroi vasculaire, en augmentant l'expression 

du récepteur des LDL oxydées au niveau macrophagique (Moriwaki et coll., 1998) et par ses 

multiples autres effets pro-athérogéniques, pourrait contribuer à la progression de la lésion 

athéromateuse, chez le sujet diabétique. 

En résumé, les résultats de cette étude suggèrent que la LPL macrophagique pourrait 

contribuer de manière directe et indirecte au développement accéléré de l'athérosclérose diabétique, 

par ses propriétés enzymatiques et structurales. Ainsi, l'induction de la LPL macrophagique dans la 

paroi vasculaire pourrait contribuer de manière directe à l'athérogenèse associée au DNID. La LPL 

pourrait en outre contribuer de manière indirecte, et par son effet stimulant sur la production de TNF-

a, à induire divers processus pro-inflammatoires responsables du développement et de la progression 

de la lésion athéromateuse, chez le sujet diabétique. 



IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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IV. 1. Conclusions 

Les résultats de nos études démontrent que: 

1) le glucose stimule in vitro l'expression et la production de la LPL macrophagique; 

2) le glucose exerce un effet modulateur direct sur l'expression macrophagique des PPARs et ces 

derniers semblent impliqués dans l'effet stimulant du glucose sur l'expression de la LPL 

macrophagique; 

3) la LPL est induite d'une manière excessive chez le patient diabétique de type 2, des facteurs 

périphériques altérés dans le diabète sont, au moins, partiellement responsables de cette anomalie. 

Prises dans leur ensemble, ces données indiquent une altération de la régulation de la LPL 

macrophagique dans le diabète de type 2, au moins partiellement attribuable à l'hyperglycémie 

diabétique. 
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IV.2. Perspectives 

La régulation de la LPL est tissu-spécifique. Le diabète est associée à une diminution de 

l'activité de la LPL plasmatique et adipocytaire (Simsolo et coll., 1992; Vessby et coll., 1985). 

L'activité de la LPL du muscle squelettique est diminuée ou semblable à celle observée chez les 

sujets sains (Yost et coll., 1995; Pollare et coll., 1991). La production excessive de LPL 

macrophagique, que nous avons documentée chez le patient diabétique de type 2, suggère son 

implication dans la pathogenèse de l'athérosclérose associée au diabète. Au vu de ses propriétés pro-

athérogéniques dans la paroi vasculaire (Zilversmit et coll., 1973), une réduction de la production 

macrophagique de LPL semble souhaitable. Une stratégie visant à réduire la LPL macrophagique 

dans le diabète doit cependant tenir compte des éléments suivants: 1) du rôle anti-athérogénique de 

cette enzyme au niveau périphérique; 2) de son activité adipocytaire réduite dans le diabète, 

aggravant dès lors la dyslipidémie associée à cette maladie; 3) de la capacité de la LPL à exercer ses 

effets pro-athérogéniques tant par ses propriétés hydrolytiques que structurales. 

Parmi les diverses interventions visant à réduire la sécrétion de la LPL et à retarder le 

développement et/ou la progression des lésions athéromateuses, on note le contrôle glycémique. En 

effet, au vu de l'effet stimulant du glucose sur la LPL macrophagique, un bon contrôle glycémique 

pourrait réduire l'expression et l'activité accrue de la LPL macrophagique observées dans le diabète. 

L'inhibition des mécanismes potentiellement impliqués dans l'effet stimulant du glucose sur la LPL, 

incluant l'activation de la PKC, le stress oxydatif et l'altération des PPARs, est une approche 

complémentaire intéressante à envisager. 
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Au vu du rôle important de l'activation de la PKC et du stress oxydatif dans la pathogenèse 

des complications vasculaires du diabète et dans la stimulation de la LPL macrophagique, l'usage 

d'inhibiteurs de la PKC et d'antioxydants pourrait s'avérer utile dans la prévention des maladies 

cardiovasculaires associées au diabète. La présence de différentes isoformes de la PKC et les 

possibles effets secondaires relatifs à l'inhibition de cette voie représentent cependant les limitations 

de cette approche. L'effet bénéfique d'une supplémentation en vitamines et antioxydants dans la 

prévention des évènements cardiovasculaires associés au diabète, reste à être prouvé et aucune 

recommandation sinon la consommation de fruits et légumes riches en antioxydants ne peut être 

actuellement émise pour les patients diabétiques 

Les PPARs contrôlent l'expression de la LPL (Schoonjans et coll., 1996; Auwerx et coll., 

1996). Les activateurs de PPARa et y augmentent l'expression génique de la LPL (Raspe et coll., 

1999). Les activateurs de PPARa diminuent en outre, la production hépatique de l'apo C-III, un 

inhibiteur de l'activité de la LPL (Lefebvre et coll., 1997). Les activateurs des PPARa et y sont 

administrés dans le but de corriger la dyslipidémie et l'hyperglycémie associées au diabète. 

L'altération de sécrétion de la LPL macrophagique dans le DNID, la régulation macrophagique 

différentielle des PPARs par le glucose (Sartippour et Renier, 2000), la contribution de PPARa dans 

l'induction du TNF-a par la LPS (Hill et coll., 1999) et les effets anti- et pro-athérogéniques des 

PPARs suggèrent la nécessité d'évaluer plus amplement les effets à long terme des activateurs des 

PPARs sur l'athérogenèse associée au diabète. En dépit de cela, l'inhibition spécifique de facteurs 

de transcription impliqués dans la régulation de l'expression de la LPL macrophagique tels les 

PPARs constitue cependant une voie de recherche prometteuse visant à réduire la surexpression de 

la LPL chez le patient diabétique de type 2. 
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En raison des effets anti-athérogéniques de la LPL au niveau périphérique, des interventions 

visant à bloquer la LPL par l'administration d'anticorps monoclonaux anti-LPL (Sato et coll., 1999) 

ne sont pas souhaitables. Cependant l'usage d'oligonucléotides anti-sens ciblant la LPL 

macrophagique dans la paroi vasculaire pourrait, en inhibant la production locale de cette enzyme 

par les macrophages, s'avérer utile. L'effet stimulant de la LPL sur le TI\IF-a suggère enfin l'usage 

d'inhibiteurs des voies de signalisation impliquées dans l'induction de cette cytokine pro-

athérogénique par la LPL. 

Les facteurs génétiques et environnementaux impliqués dans le développement du diabète 

et de l'athérosclérose sont multiples. L'altération du système de la LPL macrophagique semble une 

des multiples conséquences des altérations métaboliques associées au diabète. Le développement 

de nouvelles thérapies nutritionnelles et médicamenteuses visant à réduire l'expression de cette 

enzyme dans la paroi artérielle pourrait contribuer à réduire le développement des complications 

macrovasculaires associées au diabète. Un tel développement requiert une amélioration de nos 

connaissances sur le contrôle de la LPL macrophagique dans le diabète ainsi que la mise sur le 

marché de nouvelles drogues inhibant de manière spécifique la LPL macrophagique. 
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