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RESUME

Parmi I’ensemble des désordres métaboliques retrouvés en insuffisance rénale chronique
(IRC), la résistance a I’insuline demeure 1’un des plus importantes a considérer en raison des
risques de morbidité et de mortalité qu’elle engendre via les complications cardiovasculaires.
Peu d’études ont considéré la modulation de transporteurs de glucose comme mécanisme sous-
jacent a I’apparition et a la progression de la résistance a I’insuline en IRC. Nous avons
exploré cette hypothése en étudiant I’expression de transporteurs de glucose issus d’organes
impliqués dans son homéostasie (muscles, tissus adipeux, foie et reins) via 1’utilisation d’un
modéle animal d’IRC (néphrectomie 5/6°). La sensibilité a I’insuline a été déterminée par un
test de tolérance au glucose (G77), ou les résultats reflétent une intolérance au glucose et une
hyperinsulinémie, et par les études de transport au niveau musculaire qui témoignent d’une
diminution du métabolisme du glucose en IRC (~31%; p<0,05). La diminution significative du
GLUT4 dans les tissus périphériques (~40%; p<0,001) peut étre a 1’origine de la résistance a
I’insuline en IRC. De plus, I’augmentation de I’expression protéique de la majorité des
transporteurs de glucose (SGLT1, SGLT2, GLUTI; p<0,05) au niveau rénal en IRC engendre
une plus grande réabsorption de glucose dont 1I’hyperglycémie subséquente favorise une
diminution du GLUT4 exacerbant ainsi la résistance a I’insuline. L’¢lévation des niveaux
protéiques de GLUT1 et GLUT2 au niveau hépatique témoigne d’un défaut homéostatique du
glucose en IRC. Les résultats jusqu’ici démontrent que la modulation de I’expression des

transporteurs de glucose peut étre a I’origine de la résistance a I’insuline en IRC.

L’impact de la parathyroidectomie (PTX) sur I’expression du GLUT4 a été étudié étant donné

que la PTX pourrait corriger 1’intolérance au glucose en IRC. Nos résultats démontrent une



amélioration de I’intolérance au glucose pouvant étre attribuable a la moins grande réduction
de I’expression protéique du GLUT4 dans les tissus périphériques et ce malgré la présence
d’IRC. L’exces de PTH, secondaire a I’hyperparathyroidie, pourrait alors étre a 1’origine de la

résistance a I’insuline en IRC en affectant I’expression du GLUTA4.

L’IRC partage de nombreuses similitudes avec le prédiabéte quant aux défaillances du
métabolisme du glucose tout comme ’hyperinsulinémie et I’intolérance au glucose. Aucune
¢tude n’a tenté d’évaluer si I’IRC pouvait ultimement mener au diabete. Nos résultats ont par
ailleurs démontré que I’induction d’une IRC sur un modele animal prédisposé (rats Zucker)
engendrait une accentuation de leur intolérance au glucose tel que constaté par les plus hautes
glycémies atteintes lors du GT7. De plus, certains d’entre eux avaient des glycémies a jeun
dont les valeurs surpassent les 25 mmol/L. Il est alors possible que I’'IRC puisse mener au
diabéte via 1’évolution de la résistance a l’insuline par 1’aggravation de I’intolérance au

glucose.

Mots-clés: IRC, résistance a I’insuline, GLUT, PTX, diabéte, Zucker.
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ABSTRACT

Of all metabolic disorders found in chronic renal failure (CRF), insulin resistance remains one
of the most important to consider because of the risk of morbidity and mortality it causes via
cardiovascular complications. Few studies have considered the modulation of glucose
transporters as the mechanism underlying the emergence and progression of insulin resistance
in CRF. We explored this hypothesis by studying the expression of glucose transporters from
organs involved in its homeostasis (muscle , fat , liver and kidneys) through the use of an
animal model reflecting CRF (5/6™ nephrectomy). The insulin sensitivity was determined by a
glucose tolerance test (GTT), where the results reflect glucose intolerance and
hyperinsulinemia , and transport studies in muscle show a decrease in glucose uptake in CRF
ratss (~31% , p<0.05). The significant decrease in GLUT4 in peripheral tissues (~40%,
p<0.001) may be the cause of insulin resistance in CRF. Furthermore, increased protein
expression of the majority of glucose transporters (SGLT1, SGLT2, GLUT1, p<0.05) within
the kidney in CRF causes greater glucose reabsorption in which consequential hyperglycemia
promotes a decrease in GLUT4 thus exacerbating insulin resistance. Elevated protein levels of
GLUTI1 and GLUT? in the liver reflects an impaired glucose homeostasis in CRF. The results
show that the modulation of the expression of glucose transporters may be responsible for

insulin resistance in CRF.

The impact of parathyroidectomy (PTX) on the expression of GLUT4 was studied since PTX
is known to correct glucose intolerance in CRF. Our results show an improvement in glucose
intolerance which may be due to less reduction of GLUT4 protein expression in peripheral

tissues despite the presence of CRF. The excess of PTH, linked to secondary
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hyperparathyroidism, could be held responsible to the presence of insulin resistance in CRF by

affectant GLUT4 expression.

CRF shares many similarities with prediabetes in regards to impaired glucose metabolism such
as hyperinsulinemia and glucose intolerance. No studies have attempted to assess whether
CRF could lead to diabetes. Our results demonstrated that the induction of CRF in a
predisposed animal model (Zucker rats) provoked greater glucose intolerance as evidenced by
the highest blood glucose levels reached in the GTT. In addition, some of them had fasting
blood glucose levels whose values exceeded 25 mmol/L. It is therefore possible that CRF can
lead to diabetes through the evolution of insulin resistance by the worsening of glucose

intolerance.

Keywords: CRF, insulin resistance, GLUT, PTX, diabetes, Zucker.
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1. INTRODUCTION

1.1 Insuffisance rénale chronique

L’insuffisance rénale chronique (IRC) se caractérise par une perte progressive et considérable
de la fonction rénale. Elle représente un fardeau grandissant dans notre société ou son
incidence ne cesse d’augmenter depuis les derniéres décennies. En effet, 1’incidence et la
prévalence de tous les stades reportés de I'IRC se sont ¢levées a plus de 13,1% de la
population américaine en 2004, alors qu’elle n’atteignait que 10% d’entre elle en 1991;
phénomene possiblement attribuable a 1’augmentation des prévalences de diabete,
d’hypertension et d’obésité. Cette hausse entraine également une ¢lévation importante de
patients souffrant d’insuffisance rénale terminale (IRT) : 43% d’augmentation depuis les vingt
dernieres années(1, 2). La population atteinte d’IRT nécessite des traitements de substitution
rénale dont notamment la dialyse péritonéale, I’hémodialyse et la transplantation rénale(3);
alternatives essentielles dont les colits peuvent s’élever a plus de 60 000$ par patient

annuellement(4).

Deux criteres sont requis pour le diagnostic d’une IRC. En premier lieu, elle peut se définir par
des dommages rénaux (anomalies structurales ou fonctionnelles), persistant pendant plus de 3
mois, avec ou sans atteinte du débit de filtration glomérulaire (DFG). En second lieu, une
diminution du DFG en-dessous de 60mL/min/1,73m”, avec ou sans dommage rénal, participe
¢galement a la définition de I’'IRC(5). La sévérité de I’'IRC s’échelonne sur 5 stades définis par
le DFG ainsi que par certains marqueurs d’atteintes rénales (albuminurie, hématurie et

protéinurie)(6, 7) (Tableau I)(6).



Stade Description GFR (mL/min/1,73m?)

1 Dommage rénal avec DFG normal ou élevé >90
2 Dommage rénal avec DFG légérement diminué 60-89
3 DFG modérement diminué 30-59
4 DFG sévérement diminué 15-29
5 Défaillance rénale <15

Tableau I Stratification de la sévérité de I’insuffisance rénale chronique (tiré de (6))

1.1.1 Causes

La hausse de I’incidence peut étre attribuée aux principaux facteurs de risques de I’'IRC dont le
diabéte, I’hypertension et 1’obésité(7). La glomérulonéphrite, les infections et obstructions
urinaires, les intoxications médicamenteuses et la maladie polykystique rénale figurent

¢galement parmi les causes répertoriées de I’IRC(2, 8).

1.1.1.1 Diabeéte

Le diabéte affecte plus de 21 millions de personnes aux Etats-Unis, un nombre qui s’éléve a
plus de 171 millions dans le monde. Parmi eux, 5-10% sont diagnostiqués d’un diabete de type
[ (T1D) qui se développe en raison d’une incapacité de I’organisme a produire suffisamment
d’insuline. Cependant, la majorité¢ des cas répertoriés présentent un diabete de type 11 (T2D)
qui survient lorsque 1’organisme est incapable de répondre correctement a I’insuline qu’il

produit et ou un défaut de sécrétion survient éventuellement(9).



La néphropathie diabétique (DN), cause principale de I'IRT, se caractérise par un dépdt
excessif de matrice extracellulaire (MEC) conduisant a une protéinurie, une expansion
mésangiale glomérulaire et une fibrose tubulo-interstitielle(10). Plusieurs ¢évidences
pharmacologiques soutiennent I’implication du systéme rénine-angiotensine-aldostérone
(RAAS), et plus particulierement I’angiotensine II (AlIl), comme facteur causal, parmi tant
d’autres, dans I’apparition et 1’évolution de la DN. L’All, hormone régulant la pression
artérielle et I’équilibre hydrosodique, favoriserait ’accumulation de matrice extracellulaire via
I’accumulation et 1’activation de la TGF-B1 (transforming growth factor beta 1), cytokine
prosclérotique(11). L’hyperglycémie, critere diagnostique clé du diabéte, serait également
impliquée dans la régulation a la hausse du TGF-B1 soit directement ou soit en favorisant
I’¢lévation d’especes réactives de I'oxygene (ROS) et d’All, qui a leur tour induisent

I’activation de cette cytokine(11, 12).

1.1.1.2 Hypertension

Considérée a la fois comme une complication et une cause de I’IRC, I’hypertension demeure
un déterminant majeur dans la progression des atteintes rénales (6, 13). En effet, certaines
¢tudes confirment qu’une pression artérielle élevée est associée de maniere significative a un
déclin plus rapide du DFG, et ce en présence ou en I’absence de diabete(6). L’utilisation
d’agents hypotenseurs est reconnue pour ses répercussions bénéfiques dans le pronostic rénal

des patients hypertendus(13).

L’augmentation de la pression au niveau rénal entraine un étirement mécanique des capillaires

et des cellules mésangiales du glomérule ce qui a pour effet d’induire un mécanisme de



réparation induit par des cytokines fibrogéniques et par I’All; phénoméne menant au
développement d’une glomérulosclérose(14). Ainsi, I’hypertension favorise une progression
du déclin de la fonction rénale en aggravant les dommages glomérulaires et la protéinurie,
marqueur sensible et précoce au diagnostic de I’'IRC(6), qui a leur tour sont propices a

aggraver les dommages glomérulaires et tubulo-interstitielles(14).

1.1.1.3 Obésité

L’obésité est un élément caractéristique du syndrome métabolique, perturbation pouvant
favoriser le développement du T2D et de I’hypertension qui sont des causes majeures de la
progression vers une IRT(15). Cependant, [’obésité, indépendamment du syndrome
métabolique, y contribue également(16). En effet, 1’obésité augmente les risques de
protéinurie, élément précoce observé dans les atteintes rénales. De plus, malgré que les risques
d’étre diagnostiqué d’une IRC s’averent plus élevés chez les obeses diabétiques et/ou
hypertendus, des corrélations significatives ont été répertoriées exclusivement entre un indice

de masse corporelle important et le risque de développer une IRC (17).

Outre la protéinurie, 1’obésité augmente également les risques de gloméruloscléroses. Ces
répercussions néfastes peuvent étre expliquées par différents facteurs. En effet, plusieurs
perturbations associées a I’obésité, telles la résistance a 1’insuline, ’activation du RAAS et
I’¢élévation de I’activité du systetme sympathique, pourraient favoriser 1’hyperfiltration
glomérulaire. De plus, I’hyperlipidémie, caractéristique phénotypique des patients obeses,
engendre des dommages rénaux par la prolifération des cellules mésangiales et de leur MEC

via le LDL-cholestérol(18). De ce fait, une étude rapporte que le traitement de



I’hyperlipidémie chez des rats Zuckers obéses diminuerait 1’évolution des gloméruloscléroses,
atteintes rénales observées régulierement chez ce modele animal(19). La leptine, hormone
dérivée des adipocytes, retrouvée en grande quantité dans le sérum de personnes obéses, serait
impliquée dans la stimulation du TGF-B1, cytokine prosclérotique pouvant endommager la

morphologie et la fonction rénale (18, 20).

1.1.2 Désordres métaboliques

L’IRC entraine 1’accumulation et le déficit de substances endogenes en plus d’un déreglement
de voies métaboliques dont ces modifications sont associ¢es a une multitude de perturbations
métaboliques. Ces complications augmentent les risques de morbidités et de mortalités en

IRC(3).

1.1.2.1 Anémie

L’anémie, caractérisée par une diminution de la concentration d’hémoglobine, de
I’hématocrite ou du nombre de globules rouges, affecte plus de la moitié des patients atteints
d’IRC, tous stades confondus. Les statistiques révelent que la prévalence d’anémie s’accentue
avec la sévérit¢ de l’insuffisance rénale. Ce désordre est a considérer en raison de son
implication dans le développement d’hypertrophie ventriculaire gauche augmentant ainsi les

risques de défaillance cardiaque, particulieérement chez les patients hémodialysés.

Plusieurs causes sont a I’origine de I’anémie en IRC. On dénote entre autres une déficience en
fer, folate et vitamine B12, mais la réduction de la synthése d’érythropoiétine (EPO) demeure

la cause majeure. L’EPO, glycoprotéine essentielle a la croissance et a la différenciation des



érythrocytes au niveau de la moelle osseuse, voit sa synthése rénale diminuée en IRC en raison
d’une fibrose tubulo-interstitielle. Certaines perturbations caractéristiques rencontrées en IRC
peuvent aggraver I’anémie en ayant des répercussions sur la production et la survie des
globules rouges telles les toxines urémiques et la parathormone (PTH). De plus, ’hémodialyse
(HD) peut également accentuer I’anémie initiale par la relache de radicaux libres, phénomeéne
induit par le contact entre les leucocytes et la membrane de la dialyse(3, 21). L’HD favorise
aussi la fragilit¢ des érythrocytes en induisant une chute des taux de L-carnitine. La L-
carnitine, impliquée entre autres dans la stabilité structurale des globules rouges via son role
dans le transport et ’incorporation d’acides gras dans leur membrane cellulaire, chute de plus

de 75% lors des traitements de dialyse(22, 23).

1.1.2.2 Anomalies osseuses et minérales

L’ostéodystrophie rénale, amalgame d’anomalies osseuses secondaires a I’IRC, est le résultat
d’une hyperphosphatémie, d’une hypocalcémie et d’une carence en vitamine D active. En
effet, ’atteinte du parenchyme rénale détériore la capacité d’excrétion du phosphore et aussi la
conversion de la vitamine D (25-hydroxycholécalciférol) sous sa forme active, 1,25(OH),Dj;.
Cette derniere, impliquée dans 1’absorption intestinale du calcium, entraine une hypocalcémie
en raison de sa régulation a la baisse en IRC. Un débalancement dans I’homéostasie phospho-
calcique stimule la syntheése et la sécrétion de PTH, hormone relachée par les glandes
parathyroides(3, 21). La détérioration de la santé osseuse survient lorsque la PTH induit la

résorption des os afin de rétablir les niveaux calciques (Figure 1.1)(24).



L’hypocalcémie et I’hyperphosphatémie stimulent la PTH par différents mécanismes. A court-
terme, I’hypocalcémie favorise la transcription de précurseurs de la PTH engendrant ainsi une
plus grande disponibilité. A long-terme, elle entraine une hyperplasie des glandes
parathyroides ce qui a pour effet d’augmenter la synthése et la sécrétion de PTH.
L’hyperphosphatémie accentue I’hypocalcémie en réduisant I’activit¢ de la 1,25(OH),Ds,
Outre les traitements conventionnels pour traiter ces débalancements (chélateurs du phosphore
et analogues de la vitamine D), la L-carnitine pourrait inhiber la résorption osseuse en contrant

I’ostéoclastogénese(24).

Insuffisance rénale chronique
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Figure 1.1 Pathogenese de I’ostéodystrophie rénale (adaptée de (24))

1.1.2.3 Acidose métabolique
Le débalancement acido-basique est fréquent lors de la progression de I’insuffisance rénale

affectant plus de 80% de la population avec un DFG de moins de 30mL/min. De maniére



physiologique, le rein assure la régulation du pH sanguin a I’intérieur de balises étroites ou
toutes variations importantes pourraient entralner des répercussions néfastes au niveau
systémique (e.g. détérioration de I’IRC, ¢lévation de [D’inflammation systémique,
prédispositions aux maladies cardiovasculaires, etc.)(25). Pour contrer I’excés d’acide (H), le
rein réabsorbe du bicarbonate (HCOs') et stimule I’ammoniagenése (production de NHj);
mécanismes de tamponnage affectés en IRC(25-27). Les atteintes rénales affectent ¢galement
le transport de glutamine, acide aminé impliqué dans la neutralisation des exces d’acides et

dans la régénération de HCO;3'(28).

Il existe quelques mécanismes de compensation pour contrer, de maniére temporaire, ce bilan
positif en ions H'. En effet, une résorption osseuse induite par 1’acidose peut rétablir le pH
sanguin et les taux de bicarbonates(29). De plus, ’ammoniagenése est augmentée dans les

néphrons résiduels(25, 26).

1.2 Résistance a I’insuline

La résistance a I’insuline est également une complication observée en IRC(3, 20). Elle se
définit par une diminution de réponse aux concentrations physiologiques circulantes
d’insuline; trait caractéristique du T2D(30). Bien que le diabéte est un déterminant majeur
dans la progression de I’'IRC, la résistance a 1’insuline peut également se manifestée en IRC

chez les non-diabétiques(3, 30).



1.2.1 Roles de I’insuline

L’insuline joue un réle notoire dans I’homéostasie du glucose afin de maintenir la glycémie a
un niveau physiologique. En réponse a une hyperglycémie, survenant a la suite de 1’ingestion
d’un repas, I’insuline est sécrétée par les cellules B pancréatiques. Celle-ci entraine également
le transport de glucose dans les tissus adipeux et les muscles (tissus périphériques), et prévient
toute ¢lévation additionnelle du glucose en inhibant la glycogénolyse entrepris par le foie et la
gluconéogenese hépatique et rénale(31-35)(Figure 1.2)(36). Il n’est pas étonnant qu’un défaut
de ces mécanismes de régulation a ces 4 sites anatomiques (pancréas, foie, reins et tissus
périphériques) puisse affecter le maintien de ’homéostasie du glucose tel qu’observé dans le
diabéte(32). L’insuline posséde alors un role primordial dans la régulation du glucose de par
ses répercussions multiples(31). L’insuline a également un rdle dans 1’équilibre énergétique en
assurant le stockage de substrats dans les tissus périphériques et le foie via la lipogenése et la
syntheése de glycogéne et de protéines, tout en inhibant la lipolyse, la glycogénolyse et la

dégradation protéique(31).
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Figure 1.2 Homéostasie du glucose via I’insuline (tirée et adaptée de (36)).



1.2.2 Progression de la résistance a ’insuline

La notion de «résistance a 1’insuline» est apparue dans les années 30 soit plus de dix ans apres
la découverte de 1’insuline par Banting et Best en 1922(30). Himsworth, clinicien et chercheur
de renom, avait observé une différence dans la réponse glycémique suite a 1’administration
d’insuline chez des patients diabétiques. Cette découverte permis alors de catégoriser le
diabete selon la sensibilité a ’insuline et de réfuter la cause exclusive du diabéte de 1’époque
soit une déficience en insuline(37). Grace aux dosages radio-immunologiques établis par
Berson et Yalow dans les années 50, ils confirmérent les observations de Himsworth en

observant que certains patients diabétiques présentaient des taux élevés d’insuline (T2D)(30).

Le T2D n’est que le point culminant d’une détérioration de 1’action de I’insuline(38, 39). Dés
I’apparition d’une résistance a I’insuline, le corps tente de contrer [’hyperglycémie
subséquente en favorisant I’élévation de la sécrétion d’insuline post-prandiale. A la longue,
cette hyperinsulinémie n’est plus en mesure d’abaisser adéquatement la concentration
circulante de glucose post-prandiale; phénomene communément reconnu comme le prédiabéte
ou ’intolérance au glucose. La sécrétion d’insuline s’affaiblit progressivement et mene aux

premiers stades du diabéete(30, 38, 40, 41) (Figure 1.3)(30).
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Figure 1.3 Développement du T2D (tirée et adaptée de(30)).

1.2.3 Importance de la résistance a I’insuline

La résistance a l’insuline peut étre de nature physiologique. En effet, certaines études
démontrent I’implication du vieillissement dans la perte de sensibilité a I’insuline(42, 43). Il a
aussi €té répertorié¢ que la relache d’insuline puisse étre augmentée ou retardée en réponse a
une hyperglycémie provoquée(43) et que sa sécrétion basale soit diminuée avec le
vieillissement(44). De plus, quelques phénomenes habituellement associés au vieillissement
pourraient également contraindre I’action de I’insuline (e.g. sédentarité, augmentation de la
masse adipeuse abdominale, inflammation, etc.)(45). Néanmoins, outre cette résistance a
I’insuline dite «physiologique», I’ampleur atteint par I’endémie de 1’obésité semble alimentée

la prévalence de résistance a I’insuline(30, 38, 45-47).
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Méme en I’absence de diabéte, la résistance a I’insuline est impliquée dans de multiples états
pathologiques dont 1’obésité, le syndrome polykystique ovarien et la stéatose hépatique non-
alcoolique(30, 38, 48). De plus, la résistance a I’insuline est fortement associée a de nombreux
facteurs de risques, telles que la dysfonction endothéliale, la coagulopathie, I’inflammation, le
stress oxydatif et la dyslipidémie, pouvant étre a I’origine d’athérosclérose et de complications
macrovasculaires (49, 50). De fait, elle est considérée comme un facteur de risque non-
traditionnel de complications cardiovasculaires (47, 51, 52). Ainsi, la compréhension de la
pathogenése de la résistance a I’insuline demeure d’une importance capitale afin de

développer de nouvelles approches thérapeutiques.

1.2.4 Pathogenése de la résistance a ’insuline

Malgré que plusieurs ¢léments génétiques puissent prédisposer certaines personnes au
développement d’une résistance a ’insuline, 1’influence environnementale, telle une dicte
riche en glucides et en lipides et un manque d’exercice, y joue é€galement un role
prépondérant(38, 53). Etant donné que le diabéte est le point culminant de la détérioration de
la sensibilité a I’insuline, la résistance a I’insuline peut étre présente plus de 10 a 20 ans avant
le T2D(39). Ainsi, en limitant les répercussions induites par la composante environnementale,

I’apparition et/ou I’aggravation d’un état diabétique peut donc €tre ralentie ou évitée.

1.2.4.1 Glucotoxicité
En présence de résistance a I’insuline, une augmentation de la glycémie a jeun s’ensuit méme
si elle reste dans un baréme physiologique étant donné que le pancréas tente de contrer a cette

hyperglycémie via la sécrétion d’insuline. Malgré 1’¢lévation subséquente compensatoire de la
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sécrétion d’insuline, le pancréas peut finir par s’épuiser d’ou 1’apparition d’une hyperglycémie
importante(54). Celle-ci n’est pas seulement considérée comme une conséquence d’une
résistance a I’insuline, mais elle peut également étre vue comme une cause majeure menant a
la détérioration de la résistance a 1’insuline et a une diminution de la sécrétion d’insuline(55).
En effet, plusieurs ¢études soutiennent que I’hyperglycémie entrailne de nombreuses
répercussions déléteres sur la sécrétion (56-59) ainsi que sur I’action de I’insuline(60, 61);

phénoméne communément reconnu sous le nom de «glucotoxicité»(62, 63).

Quelques mécanismes ont été suggérés pour pouvoir expliquer la résistance a I’insuline induite
par une hyperglycémie chronique. Plusieurs études effectuées sur des lignées cellulaires(64,
65) et sur des modeles animaux(66, 67) ont permis d’élucider que le stress oxydatif, soit une
génération abondante de ROS, pouvait expliquer entre autres les répercussions de la
glucotoxicité sur I’action de I’insuline. En effet, plusieurs essais cliniques démontrent que
I’utilisation de certains antioxydants comme 1’acide a-lipoique, la vitamine C, la vitamine E et
la glutathione pouvaient améliorer la sensibilité a 1’insuline(64, 66, 68, 69). 1l est possible que
le stress oxydatif induit par I’hyperglycémie puisse réduire la disponibilit¢ de NO, agent
vasodilatateur, ce qui favorise une vascoconstriction entrainant ainsi une baisse de la
circulation sanguine et par conséquent la quantité de glucose pouvant étre délivrée aux tissus

périphériques (résistance a I’insuline périphérique)(70-72).

Outre la correction du stress oxydatif induite par 1’élévation de glucose, certains ont agi
directement a la source en traitant I’hyperglycémie par I’entremise d’agents pharmacologiques

normalisant le glucose sanguin en inhibant la réabsorption du glucose au niveau du tubule
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proximal. La phlorizine, employée chez des rats pancréatectomisés, a démontré une
amélioration de la sensibilité a I’insuline sans affecter sa sécrétion(60). L utilisation d’agents
hypoglycémiants a également permis d’illustrer les répercussions que peuvent avoir
I’hyperglycémie sur la cascade signalétique de 1’insuline, soit un défaut de translocation et/ou
d’activité du GLUT4 (transporteur de glucose 4), transporteur essentiel au transport de glucose

dans les tissus périphériques(55, 73-77).

Malgré un controle étroit de la glycémie, certaines études stipulent que ces interventions ne
peuvent considérer la glucotoxicité comme cause exclusive de la résistance a 1’insuline(64,
78). De plus, malgré qu’il n’y ait aucune évidence d’hyperglycémie apparente, certaines
personnes obéses peuvent néanmoins démontrer une résistance a I’insuline(79, 80). Le tissu

adipeux peut alors jouer un rdle important dans la pathogenese de la résistance a 1’insuline.

1.2.4.2 Lipotoxicité

Plusieurs études démontrent I’importance endocrine du tissu adipeux(20, 36). Certains traits
pathologiques a I’égard de I’adiposité, dont 1’obésité et la lipodystrophie, sont associés a une
résistance a I’insuline et a une hyperglycémie. De plus, certaines interventions comme la
chirurgie bariatrique(81) et la restriction calorique(82) améliorent la sensibilité¢ a 1’insuline et
retarde 1’apparition du diabeéte chez des rats prédisposés. L’utilisation d’agents
pharmacologiques, tels les activateurs de PPARy, améliore la sensibilité a I’insuline au niveau
hépatique et musculaire, malgré que cette cible thérapeutique soit présente dans le tissu

adipeux(36, 50). De ces faits, on dénote I’implication majeure de ce compartiment endocrinien
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dans 1’homéostasie du glucose ou plusieurs mécanismes peuvent mener a la résistance a

I’insuline(20, 36).

1.2.4.2.1 Acides gras non-estérifiés

Plusieurs évidences suggerent que I’élévation d’acides gras non-estérifiés (NEFA) seraient a
I’origine d’une résistance a I’insuline(54, 83, 84). Normalement, en conditions de jelne, les
NEFA sont relachés par les adipocytes comme sources d’énergie afin de conserver les
carbohydrates pour les neurones et les érythrocytes(36). Pour y parvenir, les NEFA entrainent
une diminution du transport de glucose dans les tissus périphériques et favorisent la
production hépatique endogeéne de glucose. En post-prandial, 1’insuline, qui est secrétée en
réponse a I’hyperglycémie, inhibe la relache de ces acides gras (lipolyse) afin d’éviter tout
débalancement de I’homéostasie du glucose(85, 86). Les personnes obeses présentent des taux
importants de NEFA, qui semblent corréler avec I’augmentation de leur masse adipeuse,
exacerbant ainsi leurs roles dans I’homéostasie du glucose et menant ultimement a la
résistance a I’insuline (Figure 1.4)(36). De plus, I’abondance de NEFA observée en obésité,
peut également mener a une dysfonction des cellules pancréatiques via un stress oxydatif ce

qui mene éventuellement a une réduction de la sécrétion d’insuline(64, 65, 87).
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Figure 1.4 Roles des NEFA dans la pathogenése de la résistance a I’insuline (tirée de(36)).
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1.2.4.2.2 Adipokines
Le tissu adipeux est une source considérable d’hormones et de peptides impliquées dans la

régulation du métabolisme communément reconnus sous le nom d’adipokines(36, 83).

1.2.4.2.2.1 Leptine

La leptine, hormone sécrétée par les adipocytes, intervient dans la balance énergétique et la
satiété ou elle est impliquée dans I’homéostasie du glucose. En effet, un supplément de cette
hormone chez des souris déficientes en leptine, ou en son récepteur (souris ob/ob), permet de
renverser I’hyperglycémie caractéristique de ce modele animal sans méme corriger I’exces de
poids. Cependant, I’administration de leptine chez I’humain n’est pas aussi prometteuse étant

donné que I’obésité est associée a une résistance a la leptine(36, 85, 88, 89).
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1.2.4.2.2.2 Adiponectine

L’adiponectine est inversement proportionnelle a la masse adipeuse et se retrouve réduite en
présence d’obésité, de résistance a I’insuline et de T2D. Il est mentionné que 1’amélioration de
la sensibilité a I’insuline par 1’utilisation de thiazolidinediones (TZD), activateurs de PPARY,
nécessitent la participation d’adiponectine, ¢lément également impliquée dans 1’activation de
PPARYy. Cette adipokine pourrait aussi augmenter la sensibilité¢ a 1’insuline en diminuant les

taux de NEFA (36, 83, 86).

1.2.4.2.3 Inflammation et Adipocytokines

L’obésité est un état inflammatoire chronique caractérisé par une production abondante de
cytokines et par une activation importante de voies de signalisation de 1’inflammation(83).
Plusieurs évidences suggerent qu’il y ait une association entre 1’inflammation, observée en
obésité, et le développement de la résistance a I’insuline(36, 90). Les adipocytes et les
macrophages, les deux types cellulaires les plus abondants dans les tissus adipeux, sécretent
des cytokines inflammatoires, toujours du groupe des adipocytokines, dont la concentration

s’accentue avec la masse adipeuse(20, 86, 91).

1.2.4.2.3.1 Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a)

Le TNF-a a été considéré comme étant la premiére cytokine a étre impliquée dans la
pathogenése de I’obésité et de la résistance a I’insuline étant donné 1’ampleur de sa
concentration observée en obésité et en conditions pathologiques ou la résistance a 1’insuline
est présente(83). Le TNF-a parvient a réduire la sensibilit¢ a I’insuline de différentes

maniéres. Il induit la lipolyse, favorisant ainsi la relaiche de NEFA, acides gras déja présent en
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grande quantité chez les personnes obéses, exacerbant ainsi leur résistance a 1’insuline. Il
intervient également dans la cascade signalétique de I’insuline pouvant ultimement avoir des
répercussions sur le transport de glucose dans les tissus périphériques(90, 92). L’utilisation
d’agents thérapeutiques ciblés contre le TNF-a s’avére prometteuse chez des rongeurs obeses,

malgré que les bénéfices soient peu présents chez 1’humain(83, 90).

1.2.4.2.3.2 Interleukine-6 (IL-6)

Les concentrations circulantes d’/L-6 sont corrélées de manicre positive avec 1’obésité,
I’intolérance au glucose et la résistance a I’insuline. De plus, une administration périphérique
d’IL-6 in vivo favorise le développement d’hyperlipidémie, d’hyperglycémie et de résistance a
I’insuline en interférant dans la signalisation de I’insuline et dans la production d’adiponectine

et en induisant la lipolyse(83, 86, 87).

1.3 Résistance a I’insuline en insuffisance rénale chronique

Les défaillances de I’homéostasie du glucose sont fréquentes chez les patients atteints d’IRC
et quasi omniprésentes en IRT (93-99). La néphropathie diabétique, complication commune a
long-terme du diabete, est subséquente a la détérioration du contrdle glycémique. Il est donc
possible que le diabete participe de maniere prédominante dans la défaillance de I’homéostasie
du glucose en IRC(31, 38, 51). Il est a souligner que le diabéte est la cause principale de la
défaillance rénale. En effet, plus du tiers des patients dialysés sont diabétiques. Cependant, la
majorité¢ d’entre eux demeurent non-diabétiques(3). Il est donc a savoir si la résistance a
I’insuline est antécédente a I’IRC via le diabéte ou si elle demeure une conséquence d’une

atteinte a la fonction rénale.
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1.3.1 Répercussions de la résistance a I’insuline sur la fonction rénale

La résistance a I’insuline augmente les risques de développer une IRC chez des patients
atteints du syndrome métabolique, état caractéris€¢ par un amalgame de défauts métaboliques
(résistance a D’insuline, dyslipidémie, obésité, hypertension)(100, 101). Malgré que Ia
résistance a I’insuline, en soit, puisse altérer la fonction rénale, plusieurs conséquences d’une
détérioration de la sensibilit¢ a I’insuline (hyperglycémie et hyperinsulinémie) le peuvent
¢galement. En effet, plusieurs études soutiennent 1’implication de la résistance a 1’insuline
dans I’albuminurie, la protéinurie, ’hypertension et I’hyperfiltration glomérulaire, I’expansion
mésangiale glomérulaire et la podocytopathie; autant d’¢léments pouvant mener au

développement de gloméruloscléroses et d’atteintes tubulo-interstitielles(102-107).

1.3.2 Répercussions d’une fonction rénale altérée sur la sensibilité a I’insuline

Certaines études soutiennent qu’il y ait une progression de la résistance a I’insuline avec la
détérioration de la fonction rénale(108). En effet, la réduction de la clairance rénale de la
créatinine (CrCl), mesure employée pour déterminer la fonction rénale, correle de fagon
significative avec la diminution de la sensibilité a I’insuline(109). De plus, plusieurs désordres
métaboliques observés en IRC, dont la gravité s’accentue avec la détérioration de la fonction
rénale, participent a I’apparition et a la progression de la résistance a I’insuline. Parmi ceux-ci,
on répertorie la déficience en vitamine D, I’anémie, les toxines urémiques, la PTH, 1’acidose
métabolique, le stress oxydatif, la dyslipidémie et I’inflammation chronique(97, 109-112).
Plusieurs évidences suggerent que leur correction pourrait améliorer le profil glycémique en
IRC. En effet, ’administration d’EPO, de 1,25(0OH),D; et de bicarbonates pour corriger

respectivement 1’anémie, les anomalies osseuses et 1’acidose métabolique en IRC, peuvent
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améliorer la sensibilité a I’insuline(29, 113-115). De plus, plusieurs modalités de traitements
de substitution rénale, comme la dialyse péritonéale et I’HD, sont reconnus pour améliorer la
résistance a ’insuline. La dialyse en soit permettrait la clairance de nombreuses substances
reconnues pour affecter la sensibilité a I’insuline (e.g. cytokines inflammatoires, adipokines,
adipocytokines, toxines urémiques, etc.)(20, 116). Cependant, la dialyse conventionnelle ne
parvient pas toujours a une clairance efficace des toxines urémiques ou certaines d’entre elles
se retrouvent conjointement liées a 1’albumine sérique(117). Par I’entremise de I’ensemble de
ces résultats, la résistance a 1’insuline, complication commune en IRC, semblent donc étre
secondaire a plusieurs autres désordres métaboliques également présents lorsque la fonction

rénale se détériore(97, 110, 118) (Figure 1.5)(119).
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Figure 1.5 Influence des désordres métaboliques de I’IRC sur la sensibilité a 1’insuline (tirée et adaptée

de(119)).
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Néanmoins, la résistance a l’insuline peut également étre présente en IRC en 1’absence
d’anémie, d’hyperparathyroidie secondaire, de déficience en vitamine D et d’acidose
métabolique. Par ailleurs, certains auteurs ont montré qu’il n’y a pas de détérioration de la
sensibilité a I’insuline avec la progression de 'IRC(120). La résistance a I’insuline n’exige pas
une défaillance rénale importante. En effet, sa présence est également retrouvée dans des
stades plus modérés ou elle peut étre apparente dés un DFG de moins de 50mL/min(20, 121).
Une étude s’est concentrée sur le degré de variabilité de la sensibilité a 1’insuline de patients
atteints de maladies rénales d’origine immune (glomérulonéphrite IgA) et non-immune
(maladie polykystique rénale adulte) ou il a été constaté que la sensibilité a 1’insuline de ces
patients ne corrélait aucunement avec la valeur du DFG. De plus, la résistance a I’insuline était
¢galement présente chez des patients dont les valeurs du DFG restaient dans un baréme
physiologique. Ceci dit, les valeurs de DFG peuvent étre normales méme si le parenchyme

rénal est affecté(120).

1.3.3 Complications cardiovasculaires en IRC

Peu importe I’origine de la résistance a 1’insuline, antécédente ou non a la détérioration de la
fonction rénale, sa présence a des répercussions importantes pouvant mener a I’augmentation
des risques de morbidités et de mortalités en IRC. Méme en 1’absence d’atteinte rénale, la
résistance a I’insuline en soit est associée a un risque cardiovasculaire accru chez des patients
atteints du syndrome métabolique. Il est donc possible que les maladies rénales, ou la
résistance a I’insuline est également présente, puissent aussi €tre associées a des complications
cardiovasculaires(120). En effet, I'IRC augmente de 3 a 4 fois les risques de mortalité

comparativement a la population générale ou plus de 50% des cas de mortalité répertoriés sont
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reliés aux complications cardiovasculaires(122). De plus, la mortalité¢ associée aux maladies
cardiaques est 10 fois plus €levée chez les patients sous dialyse que dans I’ensemble de la
population(123). 11 est a souligner que 1’exceés de mortalité en IRC n’est pas expliqué par des
facteurs de risques traditionnels comme 1’hypertension, 1’obésité, I’hyperlipidémie et le T2D.
La résistance a I’insuline serait alors reconnue comme un facteur de risque non-traditionnel
contribuant aux maladies cardiovasculaires(124). Conséquemment, la résistance a I’insuline
demeure une cible thérapeutique importante afin de prévenir ce type de complications chez les
patients atteints d’IRC. Il est donc essentiel de connaitre les mécanismes menant a la

détérioration de la sensibilité a 1’insuline en IRC.

1.3.4 Etiologies de la résistance a ’insuline en IRC chez I’humain

Plusieurs hypothéses ont été considérées afin d’expliquer le développement de la résistance a
I’insuline chez les patients atteints d’IRC: 1) Une perturbation de la sécrétion et de
I’¢élimination de I’insuline par le pancréas et les reins, respectivement; 2) Une diminution de la
capacit¢ de Dl’insuline a moduler le transport de glucose, la synthése de glycogene, la
glycogénolyse et la gluconéogenése hépatiques; 3) une baisse du transport de glucose dans les

tissus périphériques (muscles et tissus adipeux) induite par 1’insuline(34, 107).

Il a ét¢ démontré que la synthése pancréatique d’insuline était affectée en IRC(93, 125-128),
mais semble néanmoins apparaitre qu’apres l’arrivée des symptomes de la résistance a
I’insuline(99). Par ailleurs, une augmentation de la concentration d’insuline et de sa demi-vie
générée par une détérioration de la filtration glomérulaire sont évidentes en IRC(129, 130),

mais ne peuvent pas expliquer la résistance a D’insuline observée dans les tissus
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périphériques(96). Une diminution de la capacit¢ de I’insuline a inhiber la production
endogéne de glucose via la glycogénolyse et la gluconéogenése hépatiques a été considérée
comme cause potentielle de I’hyperglycémie(95, 131), mais plusieurs études s’opposent a la
présence d’une résistance a I’insuline hépatique en IRC(96, 107, 132). Une réduction de la
clairance rénale peut entrainer une accumulation de plusieurs adipokines et adipocytokines
favorisant la lipolyse(20, 133-135). L’¢lévation de la concentration de NEFA qui s’ensuit peut

affecter la signalisation de I’insuline au niveau des cellules musculaires(136-138).

Plusieurs études ciblent les muscles squelettiques comme étant le site principal de la résistance
a I’insuline en IRC (93, 96, 107, 110, 124, 139) ou le probléme est généralement associé a un
défaut post-récepteur(140, 141). Une diminution du transport de glucose dans le foie et les
muscles squelettiques ainsi qu’un défaut des voies intracellulaires impliquées dans la
transformation du glucose peuvent mener a la défaillance de son homéostasie chez les patients
atteints d’IRC(95, 142-144). La captation et I’élimination du glucose, suite a une stimulation a
I’insuline, se font majoritairement dans les muscles via la conversion du glucose en glycogene
et via son métabolisme anaérobique (glycolyse). Ces activités sont régies par le transport et

par les activités enzymatiques intracellulaires du glucose. (Figure 1.6).
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Figure 1.6 Métabolisme du glucose dans les cellules musculaires (tirée de (90)).

Certaines études in vivo ont démontré que les concentrations intracellulaires de glucose et de
glucose-6-phosphate (G6P; intermédiaire entre le glucose et le glycogéne) étaient réduites
chez des rongeurs et des humains atteints de résistance a ’insuline. Ces résultats étaient
attribués a une signalisation de I’insuline altérée et a une baisse de transport de glucose
stimulé par ’insuline(90, 137, 138, 145, 146). Paralleclement, des études moléculaires,
effectuées sur des modeles non-urémiques, ont suggéré que la résistance a I’insuline pouvait
étre attribuée a un moins grand taux de translocation du GLUT4, en grande partie dii a un
défaut de signalisation de ’insuline(147, 148). De plus, il a également ét¢ démontré que
I’activité¢ du GLUT4 est affectée en résistance a 1’insuline. Chez les patients diabétiques, les
expressions génique et protéique de ce transporteur sont significativement réduites mais des

¢vidences de ce genre sont manquantes en IRC(149, 150).
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1.3.5 Etiologies de la résistance a I’insuline en IRC chez des modéles animaux

Peu d’études ont été répertoriées sur les mécanismes sous-jacents menant a la résistance a
I’insuline chez des modéles animaux, et malgré les quelques sources tirées de la littérature,
celles-ci présentent des données trés limitées. En ce qui a trait aux humains, certaines

hypothéses ont été suggérées quoiqu’elles soient souvent contradictoires.

1.3.5.1 Défaut de I’homéostasie hépatique du glucose

Un défaut de ’homéostasie du glucose au niveau hépatique a été suggéré, mais les résultats
s’averent contradictoires. En effet, les modéles animaux d’IRC démontrent une diminution de
la liaison de I’insuline aux membranes totales hépatiques, malgré que sa clairance au niveau
du foie ne soit pas affectée(151). Néanmoins, certains illustrent le contraire en ce qui a trait a
sa liaison(152). Une hausse de la production hépatique endogene de glucose a été répertoriée
chez des rats néphrectomisés (NPX) en raison de leur grande teneur en glycogeéne dans le
foie(153). Cependant, il a également été¢ mentionné que I’urémie entrainait une diminution des
réserves de glycogéne hépatique suggérant ainsi une réduction de la glycolyse et une

augmentation de la gluconéogenése(154, 155).

1.3.5.2 Parathormone (PTH)

Plusieurs complications métaboliques retrouvées en IRC détériorent la capacité sécrétoire de
I’insuline(119). Malgré qu’elle ne puisse expliquer la résistance a [D’insuline,
I’hyperparathyroidie secondaire, caractérisée par ses taux ¢levés de PTH, affecte ce parameétre
chez les chiens et les rats atteints d’IRC. La parathyroidectomie (PTX) améliore I’homéostasie

du glucose chez ces animaux en favorisant une plus grande relache d’insuline. De plus,
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I’hyperparathyroidie induite par administration de PTH diminuait la libération d’insuline des
ilots pancréatiques chez des rats sains(125, 126). Des études similaires ont été rapportées chez
I’humain ou la PTX augmentait la sécrétion d’insuline sans pour autant améliorer la sensibilité
a ’insuline en IRC(142). Toutefois, une étude a démontré que la PTH pouvait entrainer une
réduction de I’expression (156) et de 1’activité du GLUT4 dans les adipocytes(157), suggérant
ainsi I’implication de I’hyperparathyroidie secondaire dans la détérioration de la sensibilité a

I’insuline.

1.3.5.3 Protéolyse musculaire

L’accélération de la dégradation des protéines musculaires a aussi été¢ considérée comme cause
possible de la résistance a I’insuline en IRC. Celle-ci peut mener a la modulation 1) des
transporteurs de glucose; 2) des enzymes responsables du métabolisme du glucose; 3) de la
syntheése de glycogéne; 4) du récepteur de I’insuline et d’autres éléments impliqués dans la
cascade signalétique de I’insuline. Plusieurs signaux cataboliques présents en IRC sont
responsables de I’activation de la voie protéolytique ubiquitine-protéasome(158-161). La
protéolyse pourrait découler d’une acidose métabolique, complication commune en IRC,
reconnue pour stimuler le catabolisme protéique au niveau musculaire. Il est également
suggéré que 1’acidose bloque 1’effet antiprotéolytique de 1’insuline en altérant sa
signalisation(28). La protéolyse entraine de nombreuses répercussions sur le métabolisme du
glucose stimulé par I’insuline. En effet, certaines études chez des rats atteints d’insuffisance
rénale aigu€, démontrent une diminution du transport de glucose et de synthése de glycogéne
en réponse a des doses physiologiques et supraphysiologiques d’insuline malgré le maintien de

la glycolyse au niveau musculaire(162).
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1.3.6 Impacts de ’IRC sur les transporteurs membranaires

Plusieurs évidences suggerent que les maladies rénales affectent de maniére différentielle les
transporteurs d’influx et d’efflux dans de nombreux tissus(163-172). De plus, des résultats
similaires ont été décrits pour des transporteurs impliqués dans 1’homéostasie de molécules
endogeénes(164, 173, 174). Les mécanismes a l’origine de ces perturbations restent peu
connues, mais semblent néanmoins étre reliés a des médiateurs urémiques(163, 164, 172, 175-
177). Avant d’évaluer les effets de I’'IRC sur les transporteurs de glucose, nous allons décrire

les plus importants.

1.3.6.1 Transporteurs de glucose

Le transport du glucose se fait par I’entremise de protéines afin de traverser la membrane
plasmique de ces organes pour satisfaire les différentes étapes comprises dans 'homéostasie
du glucose soit 1'absorption intestinale, la production hépatique et la consommation du glucose
par la totalité des tissus(178, 179). L’homéostasie du glucose est contrélée par deux familles
distinctes de transporteurs de glucose qui comprennent les cotransporteurs glucose sodium

dépendant (SGLT) et les transporteurs de glucose (GLUT) (178-180).

1.3.6.1.1 Cotransporteurs glucose sodium dépendant (SGLT)

La famille SGLT est structurellement composée de 14 hélices o transmembranaires avec deux
extrémités hydrophobes faisant face au coté extracellulaire de la membrane plasmique(178,
181). Considérés comme symporteurs, les SGLTs assurent principalement le transport du
glucose, mais également celui du galactose, a une affinité moindre, selon un mécanisme de

transport actif secondaire(178). La pompe Na'-K" ATPase, localisée sur la membrane
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basolatérale des cellules, crée un gradient de Na' qui est utilisé comme source d’énergie pour
permettre 1’entrée du glucose contre son gradient de concentration a travers la face apicale des
cellules. Ce type de transport s'effectue dans la muqueuse de l'intestin gréle et les tubules
proximaux des reins via SGLT1 et SGLT2, respectivement, ou les deux peuvent étre bloquées

de maniere non sélective par la phlorizine(178, 179, 181-183).

1.3.6.1.1.1 SGLT1

Le SGLT]1 est un symport de faible capacité a haute affinité permettant le transport du sodium
et du glucose a un ratio 2:1. Bien que principalement exprimé sur la membrane apicale des
entérocytes, SGLT1 se retrouve également dans les tubules proximaux des reins (segment S3)
ou il finalise la réabsorption rénale du glucose (<10%), majoritairement entreprise par le
SGLT2, empéchant ainsi la glycosurie. Malgré qu’il soit considéré de moindre importance
dans la réabsorption du glucose comparativement au SGLT2, certaines études suggerent qu’il
ait une plus grande capacité de transport du glucose. Sa présence a également été reportée dans

le ceeur et le cerveau(178, 179, 181, 184).

1.3.6.1.1.2 SGLT2

Le SGLT?2 est un cotransporteur de haute capacité a faible affinité permettant une absorption
du sodium et du glucose a un ratio 1:1. Sa présence est principalement exprimée sur la
membrane apicale des tubules rénaux proximaux (segments S1 et S2) permettant la
réabsorption de plus de 90% du glucose provenant du filtrat glomérulaire. De ce fait, son
inhibition a été considérée comme un traitement potentiel de 1’hyperglycémie chez les

diabétiques (178, 179, 181-183).
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1.3.6.1.2 Transporteurs de glucose (GLUT)

La structure des membres de la famille des GLUT se compose de 12 hélices a hydrophobes
transmembranaires avec les deux extrémités N et C-terminale dirigées vers le cytoplasme.
Leur différenciation est principalement basée sur leur expression dans le tissu spécifique, leurs
substrats et leur affinité pour le glucose. Les membres classiques de la famille des GLUT

(classe I) comprennent GLUT1-4 et GLUT14(178, 180).

1.3.6.1.2.1 GLUT1

Notamment responsable du transport basal de glucose dans les cellules, GLUTI est
principalement exprimé dans les érythrocytes et les cellules endothéliales du cerveau alors que
sa présence a également été quantifiée comme modérée dans le tissu adipeux, les muscles et le
foie. GLUTI transporte également d'autres hexoses tels que le galactose, le mannose et la

glucosamine(178-180).

1.3.6.1.2.2 GLUT2

Considéré comme un capteur de glucose en raison de sa grande capacité et faible affinité pour
cet hexose, GLUT2 est principalement exprimé dans les cellules B pancréatiques, le foie, les
reins et l'intestin gréle. Il est impliqué dans de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la
réabsorption rénale du glucose, sa sortie au niveau hépatique et son absorption intestinale. La
sécrétion d'insuline s’explique également par la présence du GLUT2 qui détecte 1’entrée du
glucose dans les cellules B du pancréas. Via plusieurs modifications métaboliques, le glucose
permet la hausse d’ATP qui génere la fermeture des canaux potassiques. La dépolarisation

cellulaire qui s’ensuite entraine 1’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants ainsi
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qu’une entrée massive de calcium allouant la sortie de granules contenant I’insuline. Dans les
tissus ou se trouvent le GLUT2, I'absorption du glucose ne dépend pas du nombre ou de
I’activit¢ de GLUT2, mais seulement de la concentration de glucose présente dans le sang.
Ainsi, l'activité du GLUT2 ne peut pas étre saturée par des concentrations physiologiques de
glucose dans le sang. Ce transporteur est aussi en mesure de transporter le fructose, le

mannose et la glucosamine(47, 178-180).

1.3.6.1.2.3 GLUT3

Considéré comme un transporteur de glucose spécifique aux neurones de par son expression
dominante dans le cerveau chez diverses espéces, GLUT3 est également exprimé dans les
tissus nécessitant une forte demande pour le glucose comme les testicules (spermatozoides), le

placenta, I’embryon préimplantatoire, ou certaines cellules et tissus cancéreux(178-180).

1.3.6.1.2.4 GLUT4

Comme le GLUTI1, le GLUT4 affiche ¢galement une forte affinit¢ pour le glucose.
Principalement exprimé dans les tissus sensibles a Il'insuline (le cceur, les muscles
squelettiques et le tissu adipeux), le GLUT4 est essentiellement impliqué dans la réduction de
la glycémie apres son €élévation survenant a la suite d’un repas. Sa fonction est sous l'influence
de l'insuline qui favorise sa translocation a la membrane plasmique, a partir de réserves
intracellulaires, résultant en une hausse d’absorption de glucose de 10 a 20 fois plus ¢élevée.
Toute modification affectant son expression, sa translocation et / ou son activité a fortement
¢té associée a la résistance a I’insuline. Bien que le GLUT4 soit considéré comme 'unique
transporteur de glucose sensible a I’insuline, le GLUT1 a également ét¢ considéré comme

partiellement sensible a I’insuline dans les tissus adipeux. (178-180, 185).
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1.2.3.1.2.5 GLUT14
Apparaissant comme une conséquence d’une duplication génique du GLUT3, celui-ci n’est

exprimé que dans les testicules(178, 180).

1.3.7 Impacts de ’'IRC sur les transporteurs de glucose
Etant donné que I’IRC affecte I’expression et I’activité d’une multitude de transporteurs et ce,
dans divers tissus, il est plausible qu’elle puisse également moduler les transporteurs de

glucose, également membres de la grande famille des transporteurs de type Solute Carriers

(SLO).

Peu de groupes ont pu montrer des modulations de 1’expression des transporteurs de glucose
en IRC. Une étude a comparé ’expression du GLUT4, a partir de biopsies de muscles, entre
des patients urémiques non-diabétiques et des volontaires sains, et n’a pas constaté de
variation dans I’expression du transporteur malgré une diminution significative du transport de
glucose(141). Cependant, des résultats contradictoires, tirés d’une étude in vitro, ont démontré
une translocation réduite des transporteurs de glucose chez les adipocytes. Le tout est expliqué
par une diminution de 17% de la concentration totale des transporteurs de glucose retrouvés
dans les membranes isolées de rats urémiques(186). Toutefois, cette étude a été réalisée sur les
tissus adipeux qui ne représentent qu’une faible fraction du métabolisme global du
glucose(34). Une autre étude a démontré une diminution du transport chez les adipocytes
isolés de rats urémiques, mais I’expression des GLUT n’a pas été mesurée(152). Un groupe de
recherche a observé une augmentation du transport de glucose, de la conversion du glucose en

CO; et de I’expression génique du GLUT4 dans le tissu adipeux de rats atteints d’IRC(187).
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Aksentijevic et al. ont observé une ¢élévation marquée du GLUT4 dans le cceur de rats
urémiques, sans pour autant affecter le GLUTI, malgré une diminution considérable du
transport dans ce tissu(188). Cette étude n’a pas fourni d’analyse détaillée dans les muscles
squelettiques. L’expression du GLUT1 rénal, obtenue chez des souris ayant préalablement eu
une NPX subtotale, semble étre de nature biphasique telle que caractérisée par une
augmentation initiale suivie d’une chute considérable de son expression lors de la progression

de PIRC(189).

Peu d’¢tudes ont été¢ faites sur la modulation de D’expression des SGLT en IRC. Par
I’entremise d’un modéle animal d’insuffisance rénale aigué, obtenu par administration de LPS
et/ou cytokines pro-inflammatoires, I’expression du SGLT2 ainsi que celle du GLUT?2, étaient
significativement diminuées. En ce qui a trait au SGLT1 et au GLUTI, leur expression se
voyait augmentée. Cela pourrait suggérer un phénomeéne de compensation dans la réabsorption
du glucose. La normalisation de 1’expression de chacun de ces transporteurs s’effectuait a la
suite d’'une administration de glucocorticoides suggérant ainsi une forte participation de
I’inflammation chronique, trait également caractéristique de I’IRC, dans la modulation des
transporteurs tubulaires(33, 130, 182). Takahashi et al. ne démontrent néanmoins aucune
variation des SGLT deux semaines suivant la NPX chez des rats(190). Cependant, ce méme
groupe a pu observer une diminution drastique de 1’expression génique du SGLT2 lorsque les

rats étaient affectés par I’'IRC depuis plus longtemps(191).
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1.3.8 Induction du diabéte chez des sujets atteints d’IRC

Le diabete est la principale cause d’IRT. Inversement, I’IRC est également associé¢e a diverses
altérations dans le métabolisme du glucose et de I’insuline(192). Les patients non-diabétiques
atteints d’IRC ont souvent une intolérance au glucose probablement en raison d’une résistance
périphérique a I’insuline(3). Quelques études confirment une forte prévalence de troubles du
métabolisme du glucose chez des patients atteints de néphropathies chroniques sans
mentionner la présence de diabete(96, 99, 193-196). 11 y a beaucoup de raisons de croire que
I’IRC est un état diabétique. En effet, I’hyperinsulinémie, I’intolérance au glucose et la
dyslipidémie caractérisant le prédiabéte se retrouvent chez les patients non-diabétiques
souffrant de maladies rénales avant méme une altération de la fonction rénale ou de I'urémie.
En général, le prédiabeéte peut étre l’origine d’une diminution de D’action ou de la
concentration de I’insuline(99, 120, 197). De rares études ont démontré que I’'IRC pouvait
induire une résistance a I’insuline chez des modéles animaux non-diabétiques(152, 186-188).
Cependant, aucune étude n’a tenté jusqu’a présent, d’évaluer si ’IRC pouvait accentuer la
résistance a ’insuline a un point tel que la capacité sécrétoire de 1’insuline des cellules f3

pancréatiques soit affaiblie menant ainsi ultimement a I’apparition du diabete.

1.4 Hypothése et objectifs de ma maitrise
Depuis les 15 derniéres années, le laboratoire a investigué les répercussions de I’IRC sur la
clairance non-rénale de médicaments. Il a ét¢ démontré a maintes reprises que I’IRC entraine

une modulation de I’expression et de 1’activité de plusieurs transporteurs de médicaments issus
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des familles des ATP-Binding Cassettes (ABC) et des Solute Carriers (SLC) et ce, dans

différents tissus (foie, intestin, cerveau, rein).

D’aprés les résultats publiés discutés ci-dessus, I’IRC et la résistance a I’insuline sont liées par
un mécanisme qui reste inconnu. Nous avons donc émis [’hypothése que : 1) I'IRC pourrait
moduler I’expression de transporteurs de glucose clés impliqués dans son homéostasie
conduisant ainsi a la résistance a I’insuline, 2) I’IRC est associée a une diminution du transport
de glucose dans des tissus sensibles a I’insuline, et 3) I’'IRC pourrait mener au développement

du diabete chez des sujets susceptibles.

But 1 : Déterminer si ’IRC induit une résistance a ’insuline et un défaut d’expression
des transporteurs de glucose. Deux groupes de rats seront étudiés (contrdle et IRC, induit par
une néphrectomie 5/6°). La glycémie et I’insulinémie a jeun seront mesurées. Les défaillances
de ’homéostasie du glucose seront €tablies par un test de tolérance au glucose (G77) ainsi que
par I’évaluation de la sécrétion d’insuline suite a une hyperglycémie provoquée (GSIS). Les
expressions protéique et génique des transporteurs de glucose seront évaluées dans différents

tissus clés impliqués dans I’homéostasie du glucose (muscles, tissus adipeux, foie, reins).

But 2 : Démontrer que la modulation des transporteurs de glucose dans des tissus
sensibles a ’insuline est associée a une diminution du transport de glucose. Le transport
de glucose sera effectué¢ sur des biopsies de muscles (épitrochléaris) de rats urémiques et

témoins en présence ou non d’insuline. Le transport de glucose se fera sur un méme rat sous
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anesthésie ou I'un des deux muscles sera utilisé pour évaluer le transport basal et le muscle

controlatéral sera sujet au transport de glucose en présence d’un bolus d’insuline.

But 3 : Evaluer si la PTH est responsable de I’intolérance au glucose en IRC. Quatre
groupes de rats seront étudiés (contrdle et IRC, avec ou sans parathyroidectomie). Les
défaillances de 1’homéostasie seront établies par un G77 et un GSIS. Les expressions

protéique et génique du GLUT4 seront évaluées dans les tissus périphériques.

But 4 : Démontrer que la résistance a I’insuline induite par ’'IRC pourrait favoriser le
développement du diabéte dans un modéle animal qui y est prédisposé. Deux groupes de
rats seront étudiés : Les Sprague-Dawley et les Zucker (contrdle et IRC). Ces animaux seront
suivis jusqu’a 12 semaines post-NPX afin de déterminer 1’apparition du diabéte a I’aide d’une

glycémie et d’une glycosurie a jeun. Un seul test de tolérance au glucose (GT7) sera effectué.

Ces expériences nous permettront ainsi de définir de nouveaux traitements ciblés a la

résistance a I’insuline et de possiblement prévenir I’apparition du T2D en IRC.
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ABSTRACT

Insulin resistance, a common feature of patients with chronic renal failure (CRF),
substantially increases their risks of morbidity and mortality through cardiovascular
complications. In this study, CRF was induced in adult male Sprague-Dawley rats using the
5/6"™ nephrectomy model and the expression of glucose transporters was simultaneously
studied as to investigate the mechanism behind insulin resistance in renal impairment. The
surgical procedure resulted in renal impairment accompanied with disturbed glucose
metabolism as reflected by glucose intolerance and hyperinsulinemia. Insulin sensitivity was
considerably reduced in uremic rats as determined by an intraperitoneal glucose challenge and
muscular glucose uptake studies (~31%; p<0.05). The profound down-regulation of the
expression of GLUT4 in peripheral tissues (~40%; p<0.001) may account for the presence of
insulin resistance in CRF. Moreover, the modulation of other known glucose transporters
involved in glucose homeostasis may also be responsible. Indeed, CRF induced a noteworthy
increase in the protein expression of most renal glucose transporters (SGLT1, SGLT2,
GLUTI; p<0.05) that allows a greater reabsorption of glucose in which hyperglycaemia may
further exacerbate insulin resistance through the down-regulation of GLUT4. Furthermore,
CRF may be associated to hepatic insulin resistance as elevated protein levels of GLUT1 and
GLUT?2 in liver reflect greater glucose output and a more important storage of glycogen that
may also contribute to the release of glucose. Thus, the modulation of the expression of

several glucose transporters in CRF may partially explain the presence of insulin resistance.

Keywords: insulin resistance, chronic renal failure, GLUT4, glucose transporters.
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INTRODUCTION

The prevalence of chronic renal failure (CRF) is steadily increasing(l) and its
metabolic and hormonal outcomes have been the subject of many research projects(2).
Alongside, type II diabetes, leading factor of end-stage renal disease (ESRD), is an important
and growing health problem(3). The convergence of these two conditions could lead to mutual

exacerbation and worsening of the patient’s health(4, 5).

Glucose intolerance is a common finding in patients and animal models affected by
renal impairment(6, 7). Numerous studies imply the contribution of peripheral insulin
resistance and impaired insulin secretion as causative factors for diminished glucose
metabolism(8, 9). As the insulin resistance component may already be present in CRF due to
diabetes, kidney disease could also lead to a deterioration of insulin sensitivity(10, 11). By
means of its presence, the morbidity and mortality of CRF are substantially increased through
cardiovascular risks, as more than half of the reported cases of death in patients with ESRD
are associated to heart diseases(12, 13). Consequently, insulin resistance remains an important

therapeutic target to prevent such complications in patients with CRF.

Although insulin resistance in CRF is usually regarded as a post-receptor defect (14),
the mechanisms underlying this disorder are still poorly understood. Several lines of emerging
evidence have demonstrated that CRF leads to a modulation of the expression and activity of
several drug transporters from the ATP-Binding Cassette and Solute Carriers families in
various tissues (liver, intestine, brain and kidneys)(15-18). It therefore seems plausible that

glucose transporters, as members of the large family of Solute Carriers, could also be altered.
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Although a few groups have reported modulations in the expression of glucose transporters in
CRF and its role in insulin resistance, the results from these studies are conflicting (14, 19-21).
Some studies have shown a lower glucose uptake in muscle biopsies obtained from uremic
patients while GLUT4 expression (the glucose transporter strongly linked to insulin
resistance) remained unchanged(14). On the other hand, other studies have shown a reduced
expression of glucose transporters in adipocytes retrieved from nephrectomized rats(20),

although fat tissue represents only a minor fraction of global glucose metabolism(22).

The purpose of this study was to determine whether CRF modifies key transporters
involved in glucose homeostasis which could ultimately lead to insulin resistance and, if CRF
is associated with impaired glucose uptake in insulin-sensitive organs. The hypothesis was
confirmed by measuring insulin resistance in partially nephrectomised rats (5/6 NPX) and the
expression of glucose transporters in several key organs involved in carbohydrate metabolism.
Also, it was determined that the modulation of these transporters is associated with a reduced

glucose uptake in insulin-sensitive tissues.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental Model
Male Sprague-Dawley and Zucker rats (Charles River Canada, Montreal, Qc, Canada)

weighing 175 to 225 g were housed in the Research Center animal care facility and maintained
on Harlan Teklad rodent diet (Harlan Teklad Global Diets, Montreal, Qc, Canada) and water
ad libitum. Animal were allowed an acclimatization period of at least 7 days before the first
nephrectomy was performed. All the experiments were conducted according to the Canadian
Council on Animal Care guidelines for the care and use of laboratory animals and under the

supervision of our local animal care committee.

Experimental Protocol

Studies were performed in two groups of animals: control pair-fed and CRF. Muscular,
adipose, renal and hepatic tissues glucose transporters’ protein expression and mRNA levels
were measured in at least 12 rats per group. Glucose uptake was calculated ex vivo through

the muscular accumulation of [*’H]2-deoxy-glucose in at least 4 rats per group, per experiment.

CRF was induced by two-stage five-sixth nephrectomy as described previously(23). Every
animal had free access to water, but in order to minimize the effects of CRF-induced
malnutrition, control pair-fed rats were fed the same amount that CRF rats ate on the previous
day. At day 41 after nephrectomy, the rats were housed in metabolic cages, and urine was
collected for 24 h to determine creatinine clearance. Rats were sacrificed by decapitation 42
days after nephrectomy for organ and blood collection. After the rats were sacrificed, hindlimb

muscles, epididymal fat tissue, kidneys and liver were immediately excised, rinsed in ice-cold
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saline and flash-frozen in liquid nitrogen. Blood was collected for the measurement of urea

and creatinine.

Preparation of Total Membranes

Rat muscle, adipose tissue, kidney and liver biopsies (1-2.5g) were homogenized in 4
to Sml of homogenizing buffer (250mM sucrose, 250mM HEPES and 250mM Tris-HCI, pH
7.4) containing 0.1mM of phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) using a Potter-Elvehjem
tissue grinder (Wheaton Science Products, Millville, NJ). Differential centrifugation was used
to obtain a total membrane fraction(24). Briefly, the respective organ samples were
centrifuged at 10,000g for 12 min at 4°C. The supernatant was then spun at 40,000g for 64 min
at 4°C, and the resulting pellet was resuspended in phosphate-buffered saline (PBS).
Homogenates were then sonicated on ice for 10 s to ensure homogeneity. Protein
concentration was determined using either the method of Lowry ef al. (25) for muscle, liver
and kidney samples, or by microBCA(26) for adipose tissue samples, using bovine serum

albumin as a reference protein. Aliquots were stored at -80°C up to Western blot analysis.

Western Blot Analysis

Glucose transporters were assessed by Western blot analysis following a previously
described protocol (15-17). Protein expression in control animals was arbitrarily defined as
100%. GLUT1 and 4 were detected using polyclonal antibodies from Thermo Scientific Pierce
Antibodies (Rockford, IL) and GLUT2 was identified using an antibody from Aviva Systems
Biology (San Diego, CA). SGLT1 and 2 were detected using antibodies from Cell Signaling

Technology (Danvers, MA) and Novus Biologicals (Littleton, CO) respectively.
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Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), B-actin and Villin-1, used as loading
controls, according to tissues, were detected using rabbit anti-GAPDH, anti-B-actin and anti-

Villin-1 (Abcam Inc., Cambridge, MA).

mRNA Analysis

Total RNA was extracted from frozen tissue using either TRIzol reagent (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada) for muscle, liver and kidney samples or RNeasy Lipid Tissue
(Qiagen, Mississauga, ON, Canada) for adipose tissue samples according to the
manufacturer’s protocol. RNA concentrations were determined by measuring absorbance at a
wavelength of 260 nm. One microgram of total RNA was used to prepare cDNA by reverse
transcription using the SuperScript VILO ¢cDNA Synthesis kit (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada). The mRNA encoding for GLUTI1 (slc2al), GLUT2 (slc2a2), GLUT4 (slc2a4),
SGLT]1 (slc5al), SGLT2 (slc5a2), GAPDH, B-actin and Villin-1 was measured by quantitative
real-time polymerase chain reaction (PCR) using iTaq Fast Supermix with ROX and
appropriate primers on an ICycler thermocycler (BioRad, Mississauga, ON, Canada) with a 10
min denaturation at 95°C, a 15 s incubation at 95°C and a 60 s incubation at 60°C for 40
cycles. Table I shows the sequences of primers used for the quantification of mRNA for each
transporter. PCR products were analyzed using the AAC, method(27) using GAPDH, B-actin

and Villin-1 as standard genes according to tissues.

Intraperitoneal Glucose Tolerance Test
A two hour intraperitoneal glucose tolerance test (GTT) was initiated on the two rat

groups at 4 weeks post-NPX. Briefly, after a 16 h fast, the animals received 2 g of D-
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glucose/kg of body weight, solubilized in saline, as an intraperitoneal bolus injection. A total
of 5 blood samples (200ul) were obtained from the jugular vein prior and following the
administration of glucose at different time-points (t=15, 30, 60 and 120 min) for glucose and
insulin measurements. A single blood drop was sufficient to quantify the rats’ glycaemia with
the ACCU-CHEK Advantage system device. The measurement of serum insulin was obtained
by ELISA (Crystal Chem, Downers Grove, IL, USA) in order to establish the glucose-

stimulated insulin secretion (GSIS).

Ex Vivo Glucose Uptake

Intra-muscular accumulation of radio-labeled glucose was done as previously
described(28). Following anaesthesia, the epitrochlearis muscles were quickly
harvested. Tissues were then been incubated into a 20 ml vial containing 2 ml of Krebs-
Henseleit buffer solution (KHB) with 0.1% of bovine serum albumin (BSA) supplemented
with 2 mM of sodium pyruvate and 6 mM of mannitol at 35°C for 30 min. During this
incubation, one muscle was maintained in the presence (for measurement of maximal insulin-
stimulated glucose uptake) while the other was in absence (for measurement of basal glucose
uptake) of insulin (2 mU/mL). Afterwards, muscles samples were further incubated at 35°C
for 20 min in 2 ml of KHB solution containing 1mM of 2-deoxy-D-glucose, 9 mM of
mannitol, 2.5ul/mL of [3H]—2—deoxy—glucose and 2 pl/mL ['*C]-mannitol in the presence or
absence of insulin (2 mU/mL). Vials were continuously supplied with 95% O, and 5% CO,
throughout the experiment. Tissues were then removed and rapidly flash-frozen in liquid
nitrogen, weighed and processed in perchloric acid for assay of glucose transport.

Radioactivity was counted on a Hidex 300SL beta-counter (Hidex, Turku, Finland) in 0.2 mL
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of dissolved muscle tissue and 8 mL of ScintiSafe Plus Scintillant (Fisher, Ottawa, Ontario,
Canada). Results are expressed as umol of glucose uptake / mL of tissus and reported as

percentage of the mean value of control animals.

Statistical Analysis

The results are expressed as mean = S.D. Differences between groups were assessed

using an unpaired Student’s ¢ test. The threshold of significance was p < 0.05.
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RESULTS

Biochemical Parameters and Body Weight in Control and CRF Rats

The biochemical parameters and body weights of NPX and control rats are shown in
Table II. Compared to control pair-fed animals, CRF rats had higher levels of serum
creatinine and urea and lower creatinine clearance (reduced by 80%, p<0.001). Additionally,

glucose levels were slightly but significantly more elevated in instance of CRF (p<0.001).

Intraperitoneal Glucose Tolerance Test

Glucose tolerance test (GTT) performed on Sprague-Dawley rats at 4 weeks post
nephrectomy, resulted in an impaired glucose metabolism in the nephrectomised cohort, as
displayed by their higher glycaemia at each time-point as well as higher AUC when compared
to control rats (Figure 1A). Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) was also impaired in
nephrectomised rats, as demonstrated by a 1.5-2 fold greater insulin secretion compared to

control rats at both 15 and 30 minutes (Figure 1B).

mRNA Expression of SGLT and GLUT Glucose Transporters in CRF Rats

Since we found that CRF rats had higher glycaemia than control rats, we tested
whether or not this was the result of a differential expression of glucose transporters. First, we
determined whether or not glucose transporters mRNA levels were different in CRF versus
control rats. We found that the mRNA coding for key organs glucose transporters involved in
glucose homeostasis was significantly decreased for GLUT1 and GLUT2 (33 and 40%;
p<0.01 and p<0.001 respectively) in CRF rat livers compared to controls (Figure 2). Renal

impairment doubled kidney GLUT2 expression (p<0.01) compared to control rats. However,
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mRNA expression of the residual kidney glucose transporters remained stable (SGLTI,
SGLT2, GLUTI). GLUT4 mRNA expression was the sole glucose transporter in muscles to
be affected by chronic renal failure as seen by a 46% reduction (p<0.05). The levels of mRNA

expression of glucose transporters in fat tissue remained unchanged.

Protein Expression of GLUT and SGLT Glucose Transporters in CRF Rats

As mRNA levels do not always coincide with the regulation of protein levels, we
measured protein expression of select glucose transporters in various tissues involved in
glucose metabolism. The results were obtained from a total membrane preparation from
control and CREF rats. Renal impairment induced hepatic GLUT1 and GLUT2 by 162 and 72%
(p<0.01) respectively, as compared to control rat livers (Figure 3). The levels of expression of
GLUTI, SGLT1 and SGLT2 were significantly increased by more than 2-fold in CRF rat
kidneys compared to controls as shown on Western blot. On the other hand, kidney GLUT2
expression was reduced by 52% in CRF (p<0.01). In muscles, the expression of GLUT4 was
considerably diminished to 60% (p<0.001) by kidney disease. Interestingly, we found a
significant correlation (p<0.05) between its protein expression and creatinine clearance
(r=0.689) (data not shown). However, the levels of GLUT1 remained stable in instance of
CRF. Fat tissue demonstrated a similar reduction in GLUT4 expression as seen in CRF rat

muscles while GLUT1 remained unchanged.
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Ex Vivo Accumulation of Radio-Labeled Glucose in the Epitrochlearis Muscles of CRF
rats.

Since GTT and GSIS experiments as well as the modulation of glucose transporters
expression both showed impaired glucose metabolism, we decided to investigate glucose
transport to see whether it could further contribute to insulin resistance in CRF. The fold-
increase following insulin stimulation versus basal condition have shown a lower glucose

uptake in the CRF cohort (reduced by ~31%, p<0.05) (Figure 4).
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DISCUSSION

A glucose tolerance test (GTT) was performed in order to portray both insulin
sensitivity and secretion in a CRF animal model (5/6™ nephrectomised rat model). Our results
confirmed impaired glucose tolerance in the NPX cohort as revealed by their higher AUC
(Figure 1A) despite increased insulin secretion (Figure 1B). The enhanced insulin synthesis
by the pancreas is generally a sign of insulin resistance as it tries to overcome the rise in blood
glucose that occurs in response to reduced insulin sensitivity(29). Additionally, the increased
insulin secretion was insufficient to counteract hyperglycaemia as higher blood glucose levels
were seen in rats with renal impairment thus providing evidence of an evolution of insulin
resistance (see biochemical parameters). Although high insulin levels are recognized as a
good indicator of insulin resistance, its presence in end-stage renal disease (ESRD) is
occasionally mistaken by its reduced renal clearance(30, 31). Nevertheless, since the GTT
experiments were conducted on rats whose renal function was not as compromised by CRF,
notwithstanding the 5/6™ nephrectomy, a significant reduction in renal clearance of insulin
does not explain the obtained hyperinsulinemia. The results thus suggest an impaired
compensatory insulin secretion to stabilize hyperglycaemia as the latter occurs in presence of

insulin resistance and impaired insulin action.

Having established that CRF could lead to insulin resistance, the expression of glucose
transporters was simultaneously measured in key organs involved in glucose metabolism in
order to determine whether any alterations could be the underlying cause of this metabolic

condition when kidney function is compromised. Our research investigated mainly on fat and
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muscles glucose transporters as impaired insulin sensitivity in CRF is generally ascribed to

peripheral tissues(10, 30).

We paid particular attention to GLUT4 as any abnormality affecting its expression, its
translocation and/or its activity has strongly been linked to insulin resistance(32).
Interestingly, our results show a significant decline of its protein expression in both fat and
muscles (~40%) in instance of renal impairment (Figure 3). Although the literature is scarce
of information on its modulation in CRF, most studies reveal constancy in skeletal and cardiac
muscles GLUT4 expression despite reduced insulin-stimulated glucose uptake(14, 33).
Nonetheless, a number of research groups have published evidence of a variability of GLUT4
responses to diabetes and insulin resistance, as well as to insulin treatment depending on the
muscle fibers(34, 35). Moreover, the assessment of the expression of GLUT4 in humans is
generally derived from biopsies of vastus lateralis and rectus abdominis muscles where
GLUT4 is negligibly affected by diabetes(34). This could explain why no study has so far
been able to clearly demonstrate a reduction of GLUT4 in CRF. Moreover, since our studies
refer to the muscles of the hindlimb, which is made up of more than one type of muscle fiber,
it is possible that our results underestimate the actual reduction in the expression of GLUT4 in

kidney diseases.

Although fat occupies a small proportion of the overall glucose metabolism(22), the
substantial reduction of GLUT4 in this tissue, as depicted by our results, should not be
underestimated. Indeed, a low level of GLUT4 in adipose tissue has been linked to several

conditions where insulin resistance is present(36). Studies performed on genetically modified
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animal models have shown the considerable importance of GLUT4 associated to adipose
tissue as it can restore insulin sensitivity within this endocrine organ but also in muscles where
most of glucose metabolism occurs(37). Consequently, the reduction of GLUT4 in fat tissue,
as observed in our results, contributes to the underlying mechanism of insulin resistance in

CRF.

The considerable down-regulation of GLUT4 expression as seen in peripheral tissues
of NPX rats can explain the insulin resistance in renal failure. That said, other organs are also

involved in glucose metabolism.

While the presence of a defective hepatic glucose metabolism in CRF has usually been
disregarded, no study has so far focused on the modulation of its glucose transporters. Our
results have shown a noteworthy and substantial increase in the protein expression of GLUT1
and GLUT?2 (Figure 3). Glucose intolerance has been reported as consequential to an increase
in liver GLUT2 expression generally reflecting greater gluconeogenesis(38, 39). Furthermore,
few studies have stated an increase in the release of glucose by liver in CRF that is usually a
sign of hepatic insulin resistance(40, 41). PTH (parathyroid hormone), a common uremic toxin
seen in renal impairment, has been regarded as a possible cause as it enhances
gluconeogenesis and glycogenolysis(42, 43). Increased hepatic glucose production in CRF has
also been linked to higher glycogen content in liver(40). As high GLUTI levels are
representative of enhanced glycolysis(44), this could in turn translate into elevated glycogen

levels in CRF. Therefore the considerable augmentation in the protein expression of GLUT1
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and 2 could reflect higher glycogen storage and glucose release by liver in CRF thus providing

evidence of a potential hepatic insulin resistance.

Kidneys play an important role in glucose homeostasis as they ensure its reabsorption
through glucose transporters. Their modulation in renal impairment has rarely been mentioned
in literature and most studies imply a down-regulation of the SGLT2-GLUT2 segment
compensated by an increase in SGLTI1-GLUTI1(45, 46). Our research has nevertheless
produced conflicting results in regards to SGLT?2 as it expression is greatly augmented in CRF
(Figure 3). As SGLT2 is responsible for most of glucose reabsorption (=90%), its increase, as
portrayed by our results, has generally been linked to an exacerbation of hyperglycaemia in
diabetes. Besides, its inhibition has been shown to improve insulin sensitivity(47, 48). Indeed,
studies have concluded that the normalization of blood glucose in streptozotocin-induced
diabetic rats, through the use of phlorizin, restored the levels of expression and translocation
of GLUT4 similar to those found in control rats(49). Thus, the rise in the number of renal
glucose transporters (Figure 3) may cause an increase in the reabsorption of glucose which
could ultimately contribute to insulin resistance in CRF by promoting the reduction of GLUT4

expression in muscle as seen in our results.

Glucose uptake studies were carried out on muscles since they represent the main site
of insulin resistance in CRF(10, 30). Experiments were done ex-vivo to avoid any
compromising effects achieved by extra-muscular hormonal and metabolic factors on GLUT4
expression and/or translocation levels as they may impede glucose transport(36, 50). The

epitrochlearis muscle was used as it corresponds to a good representation of the majority of
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muscles found within the rat(51). Our results demonstrated a clear reduction of glucose
transport (fold-increase following insulin stimulation vs basal condition) of ~31% in CRF
(Figure 4) which could be explained by the profound down-regulation of the expression of
GLUT4 in muscles as GLUT1 remained stable in kidney failure. Jacobs et al. have reported a
similar conclusion in adipose tissues of uremic rats, although it referred to total glucose
transporters(20). A closer examination of each isoform’s expression is important as it allows
us to determine which of the glucose transporters is mainly responsible for the reduced
glucose uptake in CRF. Indeed, granting the level of expression of GLUTI is a twentieth of
that of GLUT4, impaired glucose homeostasis has yet shown to induce an increase in the
expression of GLUTI at the cellular membrane thus ensuring a greater accountability in
glucose transport as it usually does in physiological conditions(32). Future studies should be
undertaken to consider the exact contribution of each glucose transporters through the use of

selective inhibitors such as indinavir used as a treatment for HIV(52).

Studying the expression of glucose transporters clearly demonstrated an undeniable
impairment of glucose metabolism in CRF as confirmed by the GTT experiments. Indeed, a
significant reduction of GLUT4 in peripheral tissues reflects insulin resistance. This
modulation may also explain the reduced glucose uptake reported by muscles in CRF.
Moreover, the increased protein expression of the majority of kidney glucose transporters in
CREF allows a greater reabsorption of glucose in which hyperglycaemia further contributes to
the down-regulation of GLUT4 and hence exacerbation of insulin resistance. Elevated proteins
levels of hepatic GLUT1 and GLUT2 may reflect a greater storage of glycogen and release of

glucose by liver in CRF, possibly inferring the presence of hepatic insulin resistance which
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subsequently contribute to the impaired glucose metabolism in CRF. Thus, CRF leads to
insulin resistance through the modulation of the expression of various key transporters

involved in glucose homeostasis.
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TABLES

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

TaqMan Gene Expression

Gene Assay

GLUT1 slc2al Rn01417099 m1
GLUT2 slc2a2 Rn00563565 ml
GLUT4 slc2a4 Rn00562597 ml
SGLT1 slcsal Rn01640634 m1
SGLT2 slc5a2 Rn00574917 ml
B-ACTIN [-actin Rn00667869 m1l
GAPDH gapdh Rn01775763 gl
VILLIN-1 villin-1 Rn01254356 gl

Table II Biochemical Parameters and Body Weight in Control and CRF Rats

Control (n=59) CRF (n=63) p-value

Body Weight (grams) 383.6+33.2 350.2+61.6 p<0.001
Serum Creatinine (umol/L) 409+5.2 201.4 +£105.3 p<0.001
Creatinine Clearance (ul/100 g b.wt./min) 417.7+112.6  76.6 £52.8 p<0.001
Serum Urea (mmol/L) 3.7+1.0 37.9+27.8 p<0.001
Glycemia 54+0.7 6.8+2.0 p<0.001

3

Data are the mean + S.D. Measurements were taken at the time of sacrifice (6 weeks post-
NPX). Twenty-four hour urinary collection began the day before. Blood urea and creatinine,
and urine creatinine were determined with an Architect C1600 clinical analyzer (Abbott,

Saint-Laurent, QC, Canada).
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Figure 1 | Glucose and insulin responses to an intraperitoneal glucose challenge at 4
weeks post-nephrectomy. A. Glucose and B. insulin responses to an intraperitoneal glucose
challenge (2g/kg) performed on Sprague-Dawley rats at 4 weeks post-nephrectomy following
a 16 hours fast. Values are mean = S.D. for n=8, **  p<0.01; *** p<0.001 compared to

control rats. A representation of the overall experiment is presented under an AUC graph.
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Figure 2 | mRNA expression of select organs’ glucose transporters in CRF rats.

mRNA encoding select organs’ glucose transporters in control and CRF rats were measured
by quantitative real-time PCR. mRNA levels are expressed in relative quantities using the
AAC, method(27) with GAPDH (liver and muscle), Villin-1 (kidneys) and S-actin (fat tissues)
as reference genes. The mean relative quantity of control rats was arbitrarily defined as 100%
(dotted line). The graphic shows the mean expression in CRF rats expressed as percentage of
controls = S.D. of 12 rats in each group. *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001 compared to

control rats.
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Figure 3 | Protein expression of select organs’ glucose transporters in CRF rats.

A. Protein bands are expressed in densitometry units. The densitometry units measured for
glucose transporters were standardized by dividing them by the value obtained for the
respective loading control (f-actin: fat tissue; GAPDH: liver and muscles; villin-1: kidneys).
The standardized densitometry units of control rats were arbitrarily defined as 100% (dotted
line). The graph shows the mean expression in CRF rats expressed as percentage of controls +
S.D. of 12-18 rats in each group. *, p<0.05; **, p<0.01 as compared to CTL rats. B.
Representative Western blots for each glucose transporter. Each blot presents bands for two

control (left) and two CRF (right) rats.
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Figure 4 | Ex vivo accumulation of radio-labeled glucose in epitrochlearis muscles of CRF
rats. Muscle radioactivity (counts per minute) in control (CTL) (white bar) and chronic renal
failure (CRF) (black bar) rats. The mean ratio for CTL animals was arbitrarily defined as
100%. Data are expressed as mean + S.D. of 4 rats in each group. *p<0.05 compared to CTL

rats.

64



2.2 Etudes complémentaires

2.2.1 Matériel et Méthodes

Section «Qui est responsable?» (influence de la PTX)

L’étude porte sur les répercussions de la PTX afin d’évaluer si cette intervention chirurgicale
améliore I’intolérance au glucose via la régulation a la hausse de I’expression du GLUT4.
L’¢tude s’est effectuée sur 4 groupes expérimentaux : CTL = PTX et IRC + PTX. 8 rats par
groupe ont été utilisés pour le test de tolérance au glucose. L’analyse de I’expression génique
et protéique du GLUT4 dans le muscle et le tissus adipeux épididymaire a été effectuée sur au
moins 6 rats par groupe. Les méthodes utilisées correspondent a celles décrites dans la section

Materials and Methods de 1’article.

La parathyroidectomie totale (PTX) a été réalisée comme décrit précédemment(198).
Briévement, sous microscope chirurgical, la PTX a été réalisée en laissant la glande thyroide
intacte. Le succes de la chirurgie a été déterminé par une réduction significative de calcium et
un niveau indétectable de PTH sept jours apres la PTX. L’eau des animaux a été supplémentée
avec du gluconate de calcium (controle: 5%; IRC: 2,5%) pour éviter une hypocalcémie. Les
animaux ont eu une semaine pour récupérer avant de subir la néphrectomie 5/6°. Les animaux

témoins ont eu une intervention chirurgicale de type sham dans la région du cou.

Section «L’IRC peut-elle mener au diabéte?) (rats Zucker)
Cette étude tente d’évaluer si ’IRC peut mener au diabéte dans une population prédisposée en
induisant I’IRC sur un modele animal de syndrome métabolique (rats Zucker). L’¢étude s’est

effectuée sur 2 groupes expérimentaux : CTL et IRC. 4 rats par groupe ont été utilisés pour le
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test de tolérance au glucose a 4 semaines post-néphrectomie. L’évaluation hebdomadaire de la
glycémie et de la glycosurie a eu lieu sur 12 semaines aprés la premicre intervention
chirurgicale via le systtme ACCU-CHECK et les bandelettes Keto Diastix Reagent Strips for
Urinalysis (Bayer Inc., Toronto, Ont. Canada). Chacune des méthodes utilisées correspondent

a celles décrites dans la section Materials and Methods de 1’article.

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type. Les différences entre les
groupes ont été évaluées selon le Student’s t test non-pairé pour les expériences effectuées sur
les rats Zucker ou une analyse d’un test de variance factorielle (2-way Anova) pour celles
effectuées sur les rats PTX. Si la variance était significative, la comparaison des groupes se

faisait selon un post hoc de Scheffe. Le seuil de significativité était de p<0,05.

2.2.2 Résultats

Section «Qui est responsable?» (influence de la PTX)

Paramétres biochimiques et poids corporels des rats PTX et non-PTX

Le tableau présente les paramétres biochimiques et les poids corporels de chacun des groupes.
Comparés aux rats contrdles respectifs, les animaux atteints d’IRC démontraient de plus
grandes valeurs de créatinine et d’urée sériques et une plus petite valeur de clairance de

créatinine (diminuée de 75-80%, p<0,001).

66



Test de tolérance au glucose intrapéritonéal des rats PTX et non-PTX

Le test de tolérance au glucose démontre la présence d’une défaillance du métabolisme du
glucose en IRC. En effet, les glycémies atteintes lors du G77 sont nettement supérieures dans
la cohorte néphrectomisée comparativement aux rats contréles. La PTX semble diminuer
I’intolérance au glucose en IRC étant donné que les glycémies atteignent de moins grandes
valeurs lors du GTT comparativement aux rats ayant conservés leurs glandes parathyroides
(Figure 2.1A.). Bien que la PTX infligée aux rats urémiques améliore leur glycémie a
t=30min (p<0,05), cette intervention chirurgicale n’affecte pas le profil glycémique sur
I’ensemble de I’expérience (graphique inséré de la (Figure 2.1A.). L’insulinémie ne semble
pas étre améliorée par la PTX en IRC (sauf a t=30min; p<0,05) étant donné qu’elle suit la
méme tendance (Figure 2.1B.). Aucune différence significative n’a été constatée entre les
groupes IRC et IRC-PTX sur I’ensemble de I’expérience (graphique inséré de la (Figure

2.1B.).

Impact de 1a PTX sur ’expression génique du GLUT4 dans les tissus périphériques

La Figure 2.2 présente 1’expression génique du GLUT4 dans les tissus périphériques. Les
résultats démontrent une baisse considérable du GLUT4 au niveau musculaire (environ 40%,
p<0,05) (Figure 2.2A.) entre les rats atteints d’IRC et leurs contrdles respectifs. La PTX
n’améliore pas I’effet de I'I[RC. La NPX et la PTX n’ont entrainé aucune modulation dans

I’expression génique du GLUT4 dans le tissu adipeux (Figure 2.2B.).
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Impact de la PTX sur ’expression protéique du GLUT4 dans les tissus périphériques

La Figure 2.3 présente 1’expression protéique du GLUT4 dans les tissus périphériques. Les
résultats sont obtenus a partir d’une préparation membranaire totale de rats contrdles et atteints
d’IRC avec ou sans PTX. Au niveau musculaire, I’IRC induit une diminution de moins grande
envergure (~25%) (Figure 2.3A.) que celle observée dans les résultats de 1’article. Bien que
I’interaction NPX-PTX ne soit pas significative, la PTX favorise néanmoins la hausse de
I’expression du GLUT4 dans le muscle (p<0,05) (graphique inséré Figure 2.3A.). Aucune
conclusion significative n’a pu étre émise a 1’égard de I'impact de la PTX sur ’expression
protéique du GLUT4 dans le tissu adipeux en raison de la grande variabilité des résultats

(Figure 2.3B.).

Tableau II Parameétres biochimiques et poids corporels de rats avec ou sans IRC et PTX

CTL(n=24) IRC (n=20) CTL-PTX (n=10) JRC-PTX (n=12)
Poids (grams) 372,8 £14,0 3442 + 58,3 4322 +25,0 388,7 + 47,2T
Créatinine sérique (umol/L) 437+ 6,6 169,6 + 1()(),()* 439 +4,0 166,5 + 52,2T
(C”lljilr(f‘o“gc/;‘ils)la créatinine 4188+1415 10264627  352,1£107,6 8394299
Urée sérique (mmol/L) 3,613 431 + 14,()* 5,2+09 222+ 6,6Jr
Glycémie (mmol/L) 5,6 £0,7 6,5 12,6 7,3+2,0 7,1 £2,2

Les données sont exprimées sous forme de moyenne + écart-type. Les mesures ont été prises
au moment du sacrifice (6 semaines post-NPX). Une cage métabolique de 24 heures se faisait
1 journée avant. La créatinine et [’urée sérique, et la créatinine urinaire ont été déterminées via
I’appareil Architect C1600 clinical analyzer (Abbott, Saint-Laurent, QC, Canada). *, p<0,05
vs CTL, T, p<0,05 vs CTL-PTX.
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Figure 2.1 | Glycémies et insulinémies a la suite d’une hyperglycémie provoquée a 4
semaines d’urémie chez des rats PTX. (A.) Glycémies et (B.) insulinémies en réponse a un
bolus de glucose (2g/kg) donné de manicre intrapéritonéale (I.P.) a des rats Sprague-Dawley
ayant subis ou non une parathyroidectomie (PTX) a 4 semaines post-NPX a la suite d’un
jetne de 16 heures. Les données sont représentées sous forme de moyenne + écart-type avec
n=8 pour le groupe non-PTX et n=6 pour le groupe PTX, *, p<0,05 vs CTL, §, p<0,05 vs
CTL-PTX, ¥, p<0,05 vs IRC. Les graphiques insérés représentent la surface sous la courbe

correspondant a I’ensemble de I’expérience.
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Figure 2.2 Impact de la PTX sur P’expression génique du GLUT4 | L’ARNm codant pour
le transporteur de glucose 4 (GLUT4) dans le muscle (A.) et dans le gras épididymaire (B.) de
rats Sprague-Dawley avec ou sans parathyroidectomie (PTX) a été mesuré par PCR en temps
réel. Les niveaux d’ARNm sont exprimés en quantités relatives en utilisant la méthode AACr
(199) ou la GAPDH et la B-actine sont utilisées comme geéne respectif pour le muscle et le gras
¢pididymaire. La quantité¢ relative moyenne des rats contréles avec et sans PTX est
arbitrairement définie a 100%. Les rats atteints d’IRC sont comparés par rapport a leur
controles respectifs (CTL vs IRC; CTL-PTX vs IRC-PTX) ou l’expression moyenne est
exprimée sous forme de pourcentage des controles + écart-type avec n=8 pour chacun des
groupes, *, p<0,05 vs CTL, 1, p<0,05 vs CTL-PTX. Le graphique inséré démontre I’impact

de la PTX sur I’expression basale du GLUT4 chez des rats contrdles.
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Figure 2.3 Impact de la PTX sur D’expression protéique du GLUT4 | L’expression
protéique du transporteur de glucose 4 (GLUT4) a été¢ mesurée dans les membranes totales de
muscle (A.) et de gras épididymaire (B.) de rats Sprague-Dawley avec ou sans
parathyroidectomie (PTX). Les bandes sont exprimées en unités densitométriques. Les unités
densitométriques pour le GLUT4 ont été standardisées en les divisant par les valeurs obtenues
pour la GAPDH (muscle) et la B-actine (gras épididymaire). Les unités densitométriques
standardisés pour les rats controles (CTL et CTL-PTX) ont été arbitrairement définies a 100%.
Les rats atteints d’IRC sont comparés par rapport a leur controles respectifs (CTL vs IRC;
CTL-PTX vs IRC-PTX). Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type
pour n=6 par groupe, *p<0,05. Des blots représentatifs sont illustrés. Le graphique inséré

démontre I’impact de la PTX sur I’expression basale du GLUT4 chez des rats controles.

Section «L’IRC peut-elle mener au diabéte?) (rats Zucker)

Paramétres biochimiques et poids corporel des rats Zucker

Le tableau III présente les parameétres biochimiques et les poids corporels de chacun des
groupes. Comparés aux rats contrdles, les animaux atteints d’IRC démontraient de plus
grandes valeurs de créatinine et d’urée sériques et une plus petite valeur de clairance de
créatinine (diminuée de 80%, p<0,001). De plus, la glycémie était plus élevée en IRC

(p<0.001).

Test de tolérance au glucose intrapéritonéal des rats Zucker

Le test de tolérance au glucose démontre la présence d’une intolérance au glucose en IRC chez
les rats Zucker telles que démontrées par leurs glycémies significativement supérieures au
temps 15 et 30 minutes comparativement aux rats contrdles (Figure 2.4A.). Cependant, bien
que I’'IRC semble favoriser la présence d’une hyperinsulinémie, les résultats ne sont pas

significatifs (Figure 2.4B.).
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Tableau III Paramétres biochimiques et poids corporels de rats Zucker avec ou sans IRC

CTL(n=4) IRC (n=4) p-value
Poids (grams) 320,5+£12,0 2973 +56,9 N.S.
Créatinine sérique (umol/L) 48,5+ 1,3 189,0 £ 57,6 p<0,05
Clairance de la créatinine (ul/100g/min) 175,8 £79,4 31,1 £ 10,8 p<0,05
Urée sérique (mmol/L) 48+0,3 43,1 £ 14,0 p<0,05
Glycémie (mmol/L) 43+0,3 6,9 0,7 p<0,001

5

Les données sont exprimées sous forme de moyenne + écart-type. Les mesures ont été prises 6
semaines post-néphrectomie. Une cage métabolique de 24 heures se faisait 1 journée avant. La
créatinine et I’urée sérique, et la créatinine urinaire ont été déterminées via 1’appareil Architect

C1600 clinical analyzer (Abbott, Saint-Laurent, QC, Canada).
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Figure 2.4 | Glycémies et insulinémies a la suite d’une hyperglycémie provoquée a 4
semaines d’urémie chez des rats Zucker. (A.) Glycémies et (B.) insulinémies en réponse a
un bolus de glucose (2g/kg) donné de maniere intrapéritonéale (I.P.) a des rats Zucker a 4
semaines post-NPX a la suite d’un jeline de 16 heures. Les données sont représentées sous
forme de moyenne * écart-type pour n=4, *p<0.05 vs contréle. Les graphiques insérés

représentent la  surface sous la courbe sur D’ensemble de [’expérience.
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3. DISCUSSION

3.1 Rappel du projet

Le but de ce travail de maitrise était d’étudier les effets de I’'IRC sur les transporteurs de
glucose afin de comprendre les mécanismes sous-jacents conduisant au développement de la
résistance a I’insuline, complication métabolique omniprésente chez les patients souffrant de
maladies rénales chroniques. Mon hypothése de travail est que la modulation de 1’expression
et de l’activité de transporteurs situés dans une multitude de tissus clés impliqués dans
I’homéostasie du glucose, dont notamment les muscles, les tissus adipeux, le foie et les reins,
serait a D’origine de la défaillance du métabolisme glucidique en IRC. Ces répercussions
pourraient ultimement mener au développement du diabéte dans une population prédisposée.
Pour ce faire, les études ont ét¢ menées dans un modele de rat atteint d’IRC induite par

néphrectomie 5/6° (NPX).

3.2 Evaluation de la résistance a P’insuline chez le modéle NPX

Le modéle de rat NPX a été testé afin de confirmer sa fiabilité pour étudier la résistance a
I’insuline en IRC. Plusieurs approches répertoriées dans la littérature nous permettent d’établir
la sensibilité a I’insuline grace aux valeurs de glycémie et d’insulinémie a jeun (e.g. HOMA-
IR, QUICKI). Cependant, les conclusions émises de ces méthodes dites « statiques » ne sont
pas représentatives de la résistance a 1’insuline en IRC vue qu’elles indiquent plutét une
sensibilité¢ a I'insuline au niveau hépatique. En effet, en condition de jelne, la sensibilité a
I’insuline est déterminée par la capacité de I’insuline & inhiber la production hépatique de
glucose (124, 200). Pourtant, ces techniques sont encore utilisées dans la littérature pour

confirmer la présence d’une résistance a I’insuline lors d’atteintes rénales(109, 188). Nous



avons alors opté pour une méthode « dynamique » étant plus représentative de la sensibilité a
I’insuline au niveau des tissus périphériques, soit le site de la résistance a I’insuline en

IRC(124).

Bien que la résistance a ’insuline soit présente en permanence en IRC, sa sécrétion n’est pas
toujours compromise(118, 125). Un test de tolérance au glucose (G77T) a néanmoins été réalisé
afin d’évaluer si ces deux paramétres étaient affectés dans notre modele animal.
L’administration du glucose lors du GT7T s’est faite de maniére intrapéritonéale (I.P.) pour
contrer I’impact des incrétines sur la stimulation de la sécrétion d’insuline lorsque celle-ci se
fait par voie orale (P.0.)(124, 200-202). Les résultats confirment une intolérance au glucose
chez les rats néphrectomisés par leur surface sous la courbe plus élevée (Figure 1A) et par la
sécrétion d’insuline accrue a la suite de ’hyperglycémie provoquée (Figure 1B). Ceci refléte
ainsi une résistance a I’insuline accompagnée d’une altération de la sécrétion compensatoire
pancréatique. En effet, la sécrétion d’insuline est insuffisante pour rétablir la glycémie qui
s’éleve en instance de résistance a I’insuline. Ainsi, ne pouvant remédier a 1’élévation du
glucose sanguin par une sécrétion plus accrue d’insuline, les animaux néphrectomisés
démontrent une glycémie dont la valeur excede de plus de 20% celle des rats controles au
moment du sacrifice (Table II; section article). Cette intolérance au glucose suggére donc
une progression dans la détérioration du contrdle glycémique en IRC(30, 38). Aucune
corrélation n’a pu étre observée entre la sévérité de la maladie rénale et le degré de résistance a

I’insuline; phénomene également décrit dans la littérature(120, 121).

77



3.2.1 Hyperinsulinémie parfois trompeuse?

L’hyperinsulinémie, ¢élément indicateur d’une résistance a I’insuline, peut souvent étre
confondue avec une diminution de la clairance rénale de 1’insuline en IRC. En effet, les reins
jouent un réle important dans le métabolisme de I’insuline en assurant plus de la moitié de son
¢limination. Dans les stades modérés de I'IRC, la clairance métabolique de I’insuline est
faiblement atteinte en raison d’une ¢élévation compensatoire de son extraction via les vaisseaux
péritubulaires. Ce n’est que lorsque le DFG est maintenu en-dessous de 15-20 ml/min que la
clairance de I’insuline se voit considérablement diminuée contribuant ainsi au prolongement
de sa demi-vie (118, 124, 130). Nos résultats démontrent la présence d’une résistance a
I’insuline plutét qu’un défaut de sa dégradation en IRC étant donné que 1’hyperinsulinémie
n’est observée qu’aux temps 30 et 60 minutes lors du G77. Si I’hyperinsulinémie était
maintenue tout au long de I’expérience, elle serait plutot représentative d’une plus grande
défaillance rénale. Il est alors possible que I’expérience ait eu lieu sur des rats dont le DFG ne
s’avere pas pour autant affecté par ’IRC. De plus, aucune corrélation n’a pu étre établie entre
la sévérité de I’IRC et I’insulinémie des rats utilisés pour le G77. Une diminution considérable
de la clairance rénale de I’insuline n’explique pas alors I’hyperinsulinémie observée dans cette
expérience. Les résultats obtenus suggerent ainsi une sécrétion compensatoire d’insuline afin
de contrer I’hyperglycémie en réponse a la résistance a I’insuline qui affecte les rats

néphrectomisés.

3.3 Tissus périphériques
Ayant démontré que I'IRC pouvait mener a I’apparition d’une résistance a I’insuline, les

expressions des transporteurs de glucose ont conjointement été évaluées afin d’établir si ces
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modulations pouvaient étre a 1’origine de cette complication métabolique. Aucune modulation
n’a été rapportée pour le GLUT1 en IRC. Une attention particuliére a été¢ portée au GLUTA4,
I’unique transporteur de glucose sensible a I’insuline (bien que le GLUT1 du tissu adipeux ne
le soit partiellement (185)) , localisé dans les tissus périphériques (muscles et tissus adipeux),
dont toute anomalie affectant son expression, sa translocation et/ou son activité a fortement été

liée a une résistance a I’insuline (178-180, 203).

3.3.1 Muscles squelettiques

Bien que la littérature s’appuie sur le fait qu’il y ait un défaut de translocation du GLUT4 dans
les tissus périphériques et une diminution de son expression dans les adipocytes lors d’une
résistance a 1’insuline(204), plusieurs études émettent des résultats contradictoires quant a la
modulation de son expression dans les muscles squelettiques(149, 203, 205). Nos résultats
démontrent par contre une diminution significative de ’expression protéique du GLUT4
(~40%) en IRC (Figure 3), possiblement attribuable a la réduction de méme envergure de son
ARNm (Figure 2), pouvant ainsi expliquer, en partie, la résistance a 1’insuline qui y est
présente. Nous avons également observé une corrélation inverse entre la sévérité de
I’insuffisance rénale et I’expression protéique du GLUT4 (résultats non présentés). Toutefois,
Friedman et al. n’ont pas pu constater de modulation dans I’expression du GLUT4, issu de
biopsies de muscles de patients urémiques, malgré une diminution marquée du transport de
glucose(141). Dikow et al. décrivent également une absence de modulation de I’expression du
GLUT4 dans les cellules cardiaques de rats atteints d’IRC malgré une perte de la sensibilité a

I’insuline(206).
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3.3.1.2 Des muscles plus forts que d’autres

Cela dit, certains groupes de recherche soutiennent qu’une variabilité dans 1’expression basale
du GLUTH4 et dans sa régulation via I’insuline en fonction du muscle étudié expliquent les
résultats contradictoires quant a I’expression de ce transporteur au niveau musculaire en IRC.
En effet, dépendamment des fibres musculaires que composent le muscle, le GLUT4 réagit de
manicre différentielle au diabéte et a la résistance a 1’insuline, ainsi qu’au traitement a
I’insuline(207, 208). 1l est également a souligner que 1’évaluation de I’expression du GLUT4
chez I’humain se fait principalement a partir de biopsies issus de vastus lateralis ou de rectus
abdominis, muscles dont le GLUT4 est faiblement affecté¢ par le diabéte(207, 209). Cela
pourrait expliquer pourquoi aucune étude, sauf la notre, n’a jusqu’a présent pu démontrer
clairement une réduction du GLUT4 en IRC. De plus, étant donné que nos études se réferent
aux muscles de la patte postérieure du rongeur, membre constitu¢ de plus d’un type de fibres
musculaires, il est possible que nos résultats sous-estiment la réelle diminution de I’expression

du GLUT4 en IRC.

3.3.2 Tissus adipeux

Nos études ont démontré une diminution similaire (~40%) au niveau de l’expression
protéique du GLUT4 dans les tissus adipeux de rats urémiques (Figure 3) sans pour autant
affecter son ARNm (Figure 2). Malgré que la littérature stipule qu’une altération dans
I’homéostasie du glucose affecte I’expression génique du GLUT4 en intervenant de maniere
plus rapide dans les adipocytes que dans les muscles squelettiques, cette répercussion n’est
cependant pas observée en IRC(210). Cela suggere une régulation génique différentielle de ce

transporteur selon le tissu périphérique. Jacobs et al. ont également rapportée une diminution
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du nombre de transporteurs de glucose, de moins grande envergure (~17%), dans les
adipocytes issus de rats atteints d’IRC(186). Cependant, Szolkiewicz et al. ont observé une
augmentation de DI’expression génique du GLUT4 dans les tissus adipeux de rats

néphrectomisés(187).

3.3.2.1 Ne pas sous-estimer le gras!

Plusieurs conditions pathologiques, ou la résistance a 1’insuline est de mise, entrainent une
réduction de I’expression du GLUT4 dans les tissus adipeux. Un knock-out sélectif du GLUT4
dans les adipocytes de rongeurs favorise une résistance a I’insuline et une amélioration de la
sensibilité¢ a 1’insuline peut étre obtenue par une surexpression de ce transporteur(211). De
plus, il est & noter qu’une surexpression du GLUT4 dans les tissus adipeux d’un rongeur ayant
subi un knock-out sélectif de ce transporteur exclusivement dans les muscles squelettiques
corrige I’intolérance au glucose et le diabete qui le caractérisaient(180, 205). Ainsi, malgré
que les tissus adipeux ne s’occupent que d’une faible proportion du métabolisme global du
glucose(34, 36), le GLUT4 spécifique a cet organe endocrinien reste néanmoins d’une
importance considérable étant donné qu’il peut restaurer la sensibilit¢ a I’insuline non
seulement dans le tissu méme, mais également dans les muscles, tissus responsables de plus de
80% du métabolisme du glucose(204). Ainsi, cette diminution du GLUT4 en IRC, telle
qu’observée dans nos résultats, vient contribuer au mécanisme sous-jacent a la résistance a

I’insuline.
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3.3.2.2 Le gras a ses excuses

Tel que décrit dans les muscles, il est possible qu’une variabilité dans I’expression du GLUT4
au niveau des tissus adipeux s’applique également. Différents compartiments de graisses
existent ou certains ¢léments impliqués dans le transport du glucose varient d’un type adipeux
a lautre. En effet, Christen et al. ont démontré une différence dans le transport de glucose
entre les tissus adipeux viscéraux et sous-cutanés(212). Marette et al. ont confirmé une
variation dans I’expression du GLUT4 selon différents sites adipeux issus de biopsies de
femmes obeses subissant une chirurgie gastro-intestinale(213). Il est alors possible que nos
résultats ne représentent qu’une estimation de 1I’image globale de la modulation du GLUT4
dans les tissus adipeux en IRC étant donné que notre travail s’est concentré sur le gras

¢pididymaire.

Les résultats obtenus jusqu’a présent soulignent une diminution de la sensibilité a 1’insuline en
IRC expliquée par une réduction considérable du GLUT4 dans ces tissus insulino-dépendants.
Ceci dit, malgré que la résistance a I’insuline en insuffisance rénale s’établie dans les tissus
périphériques, d’autres organes participent également au contrdle glycémique via les différents

transporteurs de glucose qui s’y retrouvent.

3.4 Reins

Les reins, dont la fonction est fortement compromise en IRC, garantissent un role important
dans I’homéostasie du glucose en assurant sa réabsorption totale. Cette tache est entreprise par
une multitude de transporteurs de glucose travaillant conjointement, SGLT2-GLUT2 et

SGLT1-GLUTI1. Nos résultats montrent une expression protéique augmentée de manicre
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significative en IRC, a I’exception de celle du GLUT2 (diminution de plus ~40%) (Figure 3).
Malgré que peu de publications font référence aux impacts d’atteintes rénales sur les
transporteurs de glucose du rein, les quelques informations issues de la littérature démontrent
une augmentation de I’expression globale de GLUT1 et SGLT1 accompagnée d’une réduction
de celle du GLUT2(130). L’absence d’une modulation de I’expression génique du SGLT2 en
IRC a été rapportée(190) alors que certaines ¢tudes démontrent une diminution en insuffisance
rénale (130, 191). Il se peut que la discordance des résultats pour 1’étude des transporteurs de
glucose au niveau rénal provienne de la spécificité du géne rapporteur que nous avons utilisé,

la villine-1, protéine exclusive aux cellules en bordure de brosse du tubule proximal(168, 214).

3.4.1 Compensations

3.4.1.1 De nature anatomique

Différents phénoménes peuvent expliquer la régulation a la hausse des transporteurs de
glucose au niveau rénal tel que constaté dans nos résultats. Une adaptation compensatoire
structurelle et fonctionnelle s’applique en IRC. En effet, Kaufman et al. ont observé une
compensation remarquable de la masse rénale et du DFG par néphron, malgré un DFG net
diminué, survenant a la suite de néphrectomies partielle et subtotale chez le rat(215). De ce
fait, si les reins sont impliqués dans le maintien de la glycémie et dans la résolution de
I’hyperglycémie(130), il serait possible qu’en instance d’IRC, ou il y a une diminution du
nombre de néphrons fonctionnels, la masse rénale résiduelle soit marquée par un plus grand

nombre de transporteurs de glucose afin de préserver I’équilibre glucidique.
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3.4.1.2 De nature biochimique

I1 est également possible que I’¢lévation de 1’expression de ces transporteurs soit attribuable
au déséquilibre de 1’homéostasie du glucose tel que décrit chez nos rats atteints d’IRC
(glycémie plus élevée chez les rats urémiques). En effet, en conditions d’hyperglycémie, la
capacité rénale de réabsorption du glucose devient mal adaptée entrainant une augmentation
de I’expression du SGLT2, transporteur responsable de plus de 90% de la réabsorption du
glucose(33, 182, 216). Le diabéte est également associé & une augmentation des transporteurs
de glucose au niveau rénal(33). De ce fait, les diabétiques peuvent se retrouver a réabsorber
20% de glucose de plus qu’un patient sain, exacerbant ainsi I’hyperglycémie initiale. De plus,
la hausse de la réabsorption du glucose repousse le seuil auquel I’hyperglycémie peut entrainer

une glycosurie ce qui pourrait expliquer son absence chez les rats urémiques(216-218).

3.4.1.3 Intra-rénales

Malgré 1’¢élévation du SGLT2 chez les rats urémiques, le GLUT2, transporteur finalisant
I’entrée du glucose accomplie par ce premier, se voit diminué¢ en IRC. Marks et Carvou ont
démontré qu’en présence d’hyperglycémie, le GLUT2, localisé a la membrane basolatérale,
pouvait également étre transloqué a la membrane apicale du tubule proximal facilitant ainsi la
réabsorption du glucose entreprise par le SGLT2(219). Etant donné que I’expression du
GLUT?2 se voit réduite de maniére drastique en IRC (Figure 3), une moins grande quantité de
ce transporteur est disponible pour venir en aide au SGLT2 afin d’assurer la réabsorption
massive du glucose qui a lieu. Il est alors possible qu’une plus grande quantité de SGLTI-
GLUT]1 soit exprimée afin de compléter la réabsorption et d’éviter I’accumulation intra-rénale

de glucose. L’absence de glycosurie dans notre modéle d’IRC suggere ainsi que
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I’hyperglycémie observée n’est pas assez ¢levée pour surpasser la capacité des transporteurs

de glucose.

3.4.2 Répercussions extra-rénales

Somme toute, 1’augmentation de ces transporteurs de glucose au niveau rénal pourrait
contribuer a 1’¢lévation de la glycémie en IRC en favorisant une plus grande réabsorption de
glucose. Plusieurs traitements pharmacologiques, tels le T-1095, la sergliflozine et la
remogliflozine, inhibent sélectivement le SGLT2 pour contrer la réabsorption du glucose qui
est augmentée chez les diabétiques. Par ailleurs, son inhibition favoriserait une amélioration de
la sensibilité a I’insuline(182, 220). En effet, des études menées par Dimitrakoudis et Marette
ont examiné les répercussions de I’hyperglycémie sur 1’expression et la translocation du
GLUT4 au niveau des muscles squelettiques chez des rats diabétiques induits par
streptozotocine. Ils ont conclu que la normalisation de la glycémie, par I’entremise de la
pholorizine, rétablissait 1’expression totale et le niveau de GLUT4 acheminé a la membrane
apicale a des valeurs similaires a celles retrouvées chez les rats contréles(73, 74). Ainsi,
I’augmentation de la réabsorption de glucose, reflétée par la hausse du nombre de
transporteurs de glucose au niveau rénal, pourrait également contribuer a la résistance a
I’insuline en IRC en favorisant la réduction de I’expression de GLUT4 au niveau musculaire,

tel que vu dans nos résultats.

3.5 Foie
Plusieurs résultats s’aveérent contradictoires quant a I’homéostasie du glucose dans le foie en

IRC ou la littérature suggere que la résistance a I’insuline associée aux atteintes rénales est
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ciblée exclusivement dans les tissus périphériques, dont particulierement les muscles
squelettiques. Cela dit, plusieurs études émettent la possibilité d’une résistance a 1’insuline au
niveau hépatique. En effet, Schmitz et al. ont per¢u ont une moins grande capacité a inhiber la
production endogene hépatique de glucose en présence d’un bolus d’insuline chez des patients
urémiques comparativement a des volontaires sains (131). Delmez et al. en sont parvenu aux
mémes conclusions chez des rats néphrectomisés(153). De plus, 1’exceés de PTH, secondaire a
I’hyperparathyroidie, complication commune de I’IRC, augmenterait la production hépatique
de glucose via la glycogénolyse et la gluconéogenese(221-223), résultats néanmoins
contredits(224). Aucune étude ne s’est pourtant attardée aux variations des transporteurs de

glucose au niveau du foie en instance d’IRC.

Nos résultats ont démontré une hausse considérable de 1’expression protéique du GLUTI et
du GLUT2 en IRC (Figure 3) malgré une diminution significative de leur ARNm (Figure 2).
Ces résultats suggérent une prolongation de la demi-vie de ces transporteurs en IRC. Etant
donné qu’aucune étude n’a examiné les répercussions de l'urémie sur I’expression des
transporteurs de glucose hépatiques, nous avons alors comparé nos résultats a quelques études
qui tiennent compte de ces parametres en conditions de déséquilibre glucidique. L’altération
des états thyroidiens est généralement associée a la détérioration de I’homéostasie du glucose.
En effet, ’hyperthyroidie favorise 1’¢lévation de la production hépatique de glucose,
particulierement la gluconéogenese(225, 226). Kemp et al. ont répertorié qu’une augmentation
de I’expression du GLUT2, observée en hyperthyroidie, corrélait avec 1’amplitude du transport
de glucose au niveau hépatique(227). Malgré qu’ils aient émis des conclusions similaires,

Mokuno et al. ont par ailleurs rapporté que les modulations de 1’expression du GLUT2 pouvait
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étre représentatives soit de la glycolyse ou de la gluconéogenése. Ils ont également démontré
que l’intolérance au glucose associée a I’hyperthyroidie s’expliquait par la hausse de GLUT2
au niveau du foie(225). En ce qui a trait au GLUT1, une ¢lévation de son expression, telle que
contemplée dans certains cancers, serait associée a une hausse de la glycolyse, phénomene
notoire de la tumorigenése(228). Somme toute, malgré 1’élévation de 1’expression protéique
du GLUTI et GLUT2 en IRC, celle-ci ne peut que refléter un défaut de I’homéostasie du
glucose au niveau hépatique étant donné qu’ils ne reflétent qu’une augmentation du transport
du glucose via le foie (entrée et/ou sortie de glucose). Une étude plus approfondie est
nécessaire afin d’évaluer si la production de glucose est réellement augmentée en mesurant les
réserves de glycogene et les enzymes gluconéogéniques et si celle-ci serait a I’origine d’une

résistance hépatique a I’insuline.

3.6 Transport de glucose

Les études de transport ont été effectuées sur les muscles, non seulement en raison de leur
contributions majeures dans la consommation du glucose (>90%) lorsqu’il y a une stimulation
a I’insuline(229), mais également parce qu’ils représentent le site de résistance a I’insuline en
IRC(93, 96). Les expériences ont eu lieu ex-vivo afin d’éviter toutes répercussions
compromettantes sur le transport de glucose. En effet, bien que le GLUT4 soit exclusif aux
tissus périphériques, ce dernier est sous l’influence de différents facteurs hormonaux et
métaboliques extra-musculaires controlant son expression et sa translocation a la membrane
plasmique; parametres dont toute modulation peut affecter le transport de glucose. Parmi
ceux-ci se trouvent en autres les hormones thyroidiennes, les cytokines inflammatoires et les

acides gras non-estérifiés(92, 205, 211). L’épitrochléaris a été utilisé pour les études de
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transport de glucose en raison de sa petite géométrie qui facilite la diffusion d’oxygene et de
2-déoxy-glucose entrainant ainsi moins de limitations durant I’expérience comparativement a
d’autres muscles(230). De plus, I’épitrochléaris est comparé a la majorité des muscles

retrouvés chez le rat en raison des fibres musculaires qui le composent(231).

Nos résultats démontrent que I’IRC entraine une diminution du transport de glucose (stimulé a
I’insuline par rapport au transport basal) de 31,2% comparativement aux rats contrdles
(Figure 4); observation unanime dans la littérature autant chez ’homme que chez 1’animal
urémique(96, 141, 232-234). N’ayant observé de modulation du GLUT1 en IRC, ce constat
pourrait &tre expliqué par la réduction de I’expression totale du GLUT4, telle qu’observée
dans nos résultats. Aucune étude jusqu’a présent, sauf la notre, n’a pu démontrer qu’au niveau
musculaire une diminution du transport de glucose en IRC pouvait étre associée a la baisse de
I’expression du GLUT4 bien que Jacobs et al. ’ont décrit exclusivement dans les adipocytes.
Cependant, ces derniers n’ont rapporté qu’une diminution du nombre total des transporteurs de
glucose dans les tissus adipeux de rats urémiques sans les différencier (JGLUTI1 et/ou
GLUT47?)(186). Cela dit, Marette et al. ont démontré que le niveau d’expression du GLUT1 au
niveau musculaire ne représente que le vingtiéme de celui du GLUT4 assurant ainsi a ce
dernier une plus grande responsabilité du transport de glucose. Néanmoins, ce méme groupe a
démontré que le diabete favorise une régulation différentielle de ces transporteurs avec une
augmentation de I’expression du GLUT1 et une diminution de celle du GLUT4 a la membrane
plasmique attribuant alors au GLUT1 une plus grande importance dans le transport du glucose
dans le muscle lorsqu’en déséquilibre de I’homéostasie du glucose(203). L’utilisation d’agents

pharmacologiques favorables a I’inhibition du GLUT4, tels I’indinavir, inhibiteur de protéases
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utilisé dans le traitement du VIH(235, 236), serait intéressant afin d’évaluer la réelle
contribution de chacun des isoformes dans le transport du glucose malgré la prédominance du

GLUT4(203).

3.7 Qui est responsable?

L’IRC entraine I’accumulation et le déficit de substances endogeénes pouvant ultimement avoir
des répercussions néfastes sur la sensibilit¢ a I’insuline(3). En effet, les cytokines
inflammatoires et les toxines urémiques, caractéristiques communes des atteintes rénales,
affectent le transport et le métabolisme du glucose au niveau des tissus périphériques(234,
237). Parmi ces toxines urémiques, I’exces de PTH associée a I’hyperparathyroidie secondaire
est a I’origine de manifestations déléteres en IRC telles que les défaillances du métabolisme
des médicaments via la diminution de I’expression d’enzymes de phases 1(198) et 11(238) de la
biotransformation des médicaments. La PTX préviendrait les répercussions métaboliques
malgré la présence de I'IRC(198, 238). Plusieurs études ont également suggéré la PTH comme
¢lément responsable du défaut de métabolisme du glucose en IRC(125, 126, 142). La
normalisation du métabolisme du glucose en IRC a la suite d’'une PTX proviendrait d’une plus
grande sécrétion d’insuline puisque la PTX n’aurait aucun impact sur la sensibilité a
I’insuline(125, 128, 142). Néanmoins, ce dernier point reste a débattre étant donné que
plusieurs études démontrent le contraire(239, 240). Pour démystifier le tout, nous avons
évalué si la PTX pouvait améliorer la sensibilité et la sécrétion a 1’insuline en IRC en réalisant
un GTT sur 4 groupes distincts : CTL+PTX et NPX+PTX. D’aprés nos résultats, la PTX
améliore le métabolisme du glucose en IRC sans pour autant normaliser 1’intolérance au

glucose. En effet, malgré qu’il n’y ait pas de différences significatives entre les groupes NPX
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et NPX-PTX sur I’ensemble de 1’expérience (graphique inséré Figure 2.1A.), les rats issus de
ce dernier groupe semblent moins affectés par I’effet du G7T ou leurs glycémies atteignent des
valeurs moins €levées au cours de I’expérience comparativement aux rats n’ayant subie qu’une
néphrectomie (Figure 2.1A.). De ce fait, nonobstant une amélioration possible de I’intolérance
au glucose dans le groupe NPX-PTX, ce constat ne pourrait pas étre expliqué par une plus
grande sécrétion d’insuline étant donné qu’il n’y a aucune différence distincte dans la
sécrétion d’insuline au cours de I’expérience (graphique inséré Figure 2.1B.). Il est alors
probable que la sensibilit¢ a I’insuline ait ét¢é améliorée. Nous avons donc procédé a
I’évaluation de I’expression globale du GLUT4 dans les tissus périphériques de rats ayant subi
I’ablation des glandes parathyroides étant donné qu’il a été démontré que la PTH affecte la

sensibilité a I’insuline en favorisant une diminution de I’expression du GLUT4(156).

Etant donné la grande variabilité des résultats obtenus quant a 1’égard de ’impact de la PTX
sur I’expression globale (génique et protéique) du GLUT4 dans les tissus adipeux, aucune
conclusion n’a pu étre émise. Bien que la PTX favorise la hausse de ’expression protéique
basale du GLUT4 des muscles squelettiques (p<0,05) (graphique inséré Figure 2.3A.), la PTX
ne semble pas atténuer la diminution de son expression protéique en IRC (I’interaction NPX-
PTX n’est pas significative). De plus, la PTX ne semble pas améliorer I’expression génique du
GLUT4 en IRC étant donné qu’elle mene a une réduction de méme envergure (environ 40%)
entre les deux groupes (CTL vs IRC et CTL-PTX vs IRC-PTX) (p<0,05) (Figure 2.2A.).
Somme toute, il est difficile d’évaluer si les répercussions de la PTX sur I’expression du
GLUT4 puissent étre responsables de 1’amélioration de I’intolérance au glucose en IRC étant

donné le faible échantillonnage et la variabilité des résultats. Des études supplémentaires sont
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nécessaires afin de démontrer si la PTX améliore le transport de glucose, basal et stimulé a
I’insuline, dans les tissus adipeux et les muscles de rats atteints d’IRC tout en évaluant si ces

résultats correspondent aux variations du GLUT4.

3.8 L’IRC peut-elle mener au diabete?

La goutte qui fait déborder le vase

Plusieurs €léments caractéristiques du prédiabete sont présents chez les patients insuffisants
rénaux chroniques non-diabétiques telles que I’hyperinsulinémie, 1’intolérance au glucose et la
dyslipidémie(99, 120). Ainsi, ces perturbations du controle glycémique pourraient-elles se
détériorer au point de mener au diabéte, particulierement chez les personnes prédisposées (e.g.
syndrome métabolique, historique familial de diabéte)? Pour répondre a ce questionnement,
nous avons induit une NPX dans un mode¢le animal de syndrome métabolique qui ne
développe pas de diabéte. Les rats obeses Zucker se caractérisent par une résistance
périphérique a l’insuline, une hyperinsulinémie et une hyperlipidémie, traits métaboliques
issus d’une mutation du récepteur de la leptine (fa/fa)(241, 242). La glycémie et la glycosurie
a jeun étaient régulicrement évaluées pendant 12 semaines afin d’estimer si I’'IRC pouvait
accentuer la résistance a I’insuline, initialement présente chez ce modéle animal, a un tel point

de surpasser les capacités sécrétoires du pancréas menant ainsi ultimement au diabete.

Les résultats du G7T témoignent d’une défaillance du métabolisme du glucose chez les rats
Zucker ayant subi une néphrectomie. En effet, bien que la résistance a I’insuline soit une
caractéristique commune de ce modele animal, I’IRC semble aggraver l’intolérance au

glucose. Nonobstant la différence du fonds génétique, les rats Zucker atteints d’IRC

91



démontrent des valeurs glycémiques supérieures au cours de 1’expérience (Figure 2.4A.)
comparativement aux rats Sprague-Dawley (CD). Aucune différence significative n’a été
constatée en ce qui a trait aux insulinémies malgré qu’il y ait une tendance a ce que la courbe
d’insuline chez les rats atteints d’IRC soit plus importante (Figure 2.4B.). Une diminution de
I’appétit telle qu’observée chez nos rats en IRC (poids nettement inférieur a ce qu’il devrait
habituellement correspondre a leur age) pourrait réduire la progression de 1’hyperinsulinémie
des rats Zucker par restriction calorique (la viabilité des cellules B est mieux conservée)(82,
241, 242). Une diminution de la sécrétion compensatoire d’insuline pourrait alors expliquer les
valeurs glycémiques plus importantes chez les rats Zucker atteints d’insuffisance rénale au
cours du GTT. De plus, cette restriction calorique pourrait minimiser le stress au niveau
pancréatique (moins grande déplétion des cellules ) prévenant ainsi la progression vers un

diabete(82).

La présence de glycosurie, soulignant une sérieuse ¢élévation de la glycémie et/ou d’une
défaillance de la réabsorption du glucose au niveau rénal, est utilisée comme référence dans le
monitorat du diabéte(243). Tous les animaux ont néanmoins été caractérisés par 1’absence de
glycosurie ne suggérant pas pour autant I’absence d’une progression vers le diabete. En effet,
une diminution importante du DFG augmente le seuil auquel la glycémie favorise la
glycosurie(33). Par ailleurs, I’augmentation de I’expression protéique du SGLT2 en IRC, telle
que constatée chez les rats CD, et qui pourrait également avoir lieu chez les rats Zucker,
repousse aussi 1’arrivée d’une glycosurie(33, 243). Ce transporteur de glucose, responsable de
la majorité de la réabsorption du glucose, favorise la glycosurie lorsque son expression se voit

diminuée comme en instance de glycosurie rénale familiale(220) et de diabete de type
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MODY(244), ou via Iutilisation d’inhibiteurs sélectifs du SGLT2 comme le T-1095, la

sergliflozine et la remogliflozine(/82).

L’évaluation de la glycémie a par ailleurs permis 1’obtention de résultats forts intéressants.
Outre la présence d’une glycémie a jeun légeérement plus importante chez les Zucker atteints
d’IRC (Tableau III), aucune évolution de I’hyperglycémie n’a eu lieu (résultats non
présentés), cependant, deux d’entre eux ont présenté des glycémies drastiquement élevées au

moment du sacrifice (28,8 et 27,2mmol/L).

De plus, sachant que I’hyperglycémie est également associée a la pathogenése des
complications diabétiques vasculaires (e.g. rétinopathie, néphropathie et athérosclérose)(245),
les reins ont été récoltés suite au sacrifice afin d’évaluer si la néphropathie diabétique (DN) y
¢tait présente. Malgré que les études histologiques n’aient émis aucun résultat concluant,
I’évaluation de I’expression protéique des transporteurs de glucose chez les rats CD ont
rapporté une élévation significative du GLUT1 en IRC; chainon qui relie I’hyperglycémie a la
DN(12). 1l serait intéressant d’étudier I’expression des transporteurs de glucose chez les rats
Zucker afin d’évaluer si I'IRC meéne a une plus grande variation de leurs expressions
comparativement a celle observée chez les rats CD. Si en effet 'IRC affecte davantage
I’expression des transporteurs de glucose chez les rats Zucker, ces modulations plus

importantes pourraient favoriser I’arrivée ou I’apparition du diabéte.

L’impact de I’IRC sur un mod¢le animal prédisposé au diabéte semble suggérer son arrivée

imminente, malgré 1’ambiguité de certains résultats. L’absence d’une sécrétion compensatoire
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d’insuline en IRC pourrait étre a ’origine de 1’intolérance au glucose plus sévere chez les rats
Zucker comparativement aux rats CD; signe pouvant suggérer la progression vers un diabéte.
Une évaluation plus exhaustive des paramétres pancréatiques (insulinémie et GLUT2) serait

de mise afin de voir une meilleure détérioration du contrdle glycémique.

3.9 Etudes futures

Jamais deux sans trois?

Les ¢études moléculaires tiennent généralement le GLUT4 responsable de la résistance a
I’insuline. En effet, la diminution de transport de glucose dans les tissus insulino-dépendants
suite & une stimulation a I’insuline refléte un défaut d’expression, de translocation et/ou
d’activité du GLUT4(148, 178-180). Nos ¢études ont jusqu’ici démontré que la résistance a
I’insuline en IRC, démontrée par le GTT et les études de transport, pouvait étre causée par une
diminution de DI’expression du GLUT4. Un défaut de translocation pourrait néanmoins
expliquer pourquoi certains groupes de recherche observent une diminution du transport de
glucose malgré I’absence de variation de I’expression du GLUT4 en IRC(141, 206). La
translocation reste alors un parametre important a considérer et pourrait contribuer davantage a
la présence de résistance a ’insuline en IRC. Comme études futures, I’expression du GLUT4
dans les différents compartiments cellulaires des cellules de tissus périphériques devrait étre
mesurée en condition basale et en présence d’insuline afin d’évaluer s’il y a un défaut de sa
translocation en IRC. De plus, il serait intéressant de mesurer s’il y a modulation de
I’expression de certains ¢léments moléculaires de la signalisation de I’insuline responsables du
cheminement du GLUT4 a la membrane plasmique en IRC tout comme I’ Akt et le niveau de

phosphorylation de certains de ses résidus (8473 et T308)(246).
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4. CONCLUSION

La modulation de I’expression des transporteurs de glucose en IRC ont permis jusqu’ici de
témoigner d’une défaillance indéniable de I’homéostasie du glucose telle qu’observée par les
valeurs obtenues lors du G77. En effet, I’augmentation de la surface sous la courbe de
glycémie en fonction du temps (accentuation de 1’hyperglycémie) chez les rats urémiques peut
s’expliquer par la variation de 1’expression de ces transporteurs en IRC. La diminution de
I’expression du GLUT4 dans les tissus périphériques des rats atteints d’IRC, qui en soit est
associée a une résistance a I’insuline, entraine une diminution de I’apport en glucose dans les
tissus périphériques favorisant une hyperglycémie. De plus, I’augmentation de 1’expression
protéique de la majorité des transporteurs de glucose au niveau rénal en IRC favorise
¢galement une hyperglycémie qui en soit affecte I’expression du GLUT4 (|) contribuant
davantage a la résistance a I’insuline. Au niveau hépatique, I’augmentation de 1’expression
protéique du GLUT2 en IRC indique une intolérance au glucose, soit une combinaison entre
une résistance a I’insuline et un défaut de sa sécrétion. L’ensemble de des résultats du GTT
démontrent alors que I'IRC entraine une résistance a I’insuline qui s’explique par la

modulation des transporteurs de glucose.

Bien que plusieurs organes participent a I’homéostasie du glucose, une attention particuliere a
été portée aux muscles squelettiques étant donné qu’ils représentent la cible primordiale de la
résistance a ’insuline en IRC. Nos résultats démontrent la présence d’une diminution du
transport de glucose en IRC qui pourrait, en partie, étre expliquée par la réduction significative
de I’expression totale du GLUT4, unique transporteur de glucose sensible a I’insuline dans ce

tissu. Des études supplémentaires sont néanmoins requises afin d’évaluer si la translocation du



GLUT4 est affectée par 'IRC ce qui pourrait également contribuer a cette diminution du

transport de glucose.

Les résultats issus du G7T et des études de transport démontrent la présence d’une résistance a
I’insuline en IRC pouvant s’expliquer par une modulation de I’expression des transporteurs de
glucose, particulierement celle du GLUT4. Plusieurs facteurs omniprésents en IRC affectent le
métabolisme du glucose dont la PTH. Nos études ont démontré que 1’ablation des glandes
parathyroides améliorait partiellement I’intolérance au glucose, qui caractérise les rats
urémiques, sans pour autant la corriger. Malgré que D’interaction NPX-PTX ne soit pas
significative, la PTX favorise néanmoins une augmentation significative de I’expression
protéique du GLUT4 au niveau musculaire. Bien que la résistance a 1’insuline est une maladie
multifactorielle, dont plusieurs éléments en IRC pourrait y contribuer, la PTH pourrait
participer de maniére importante, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour

émettre quelconque conclusion.

Plusieurs caractéristiques métaboliques de I’IRC partagent des similitudes avec le pré-diabete.
Nos études, effectuées sur des rats obeses Zucker, modéle animal prédisposé au diabete, ont
démontré que I'IRC pouvait possiblement mener au développement du diabéte par leurs
importantes intolérances au glucose et glycémies. Une étude approfondie des transporteurs de
glucose est néanmoins suggérée afin d’évaluer si leurs modulations concordent avec les
résultats précédents. La progression de I’insulinémie serait également de mise afin d’évaluer si

la sécrétion pancréatique s’affaiblit par I’IRC au point de mener au diabéte.
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5. LIMITES DU MODELE DE NEPHRECTOMIE

La néphrectomie 5/6° peut étre a 1’origine d’une multitude de complications retrouvées en
insuffisance rénale chronique, maladie qu’elle tente de reproduire de manicre
chirurgicale(125, 126, 158, 247). La présence de ces désordres métaboliques (anémie, acidose
métabolique, déficience en vitamine D active et hyperparathyroidie secondaire) joue un rdle
important dans 1’apparition et la progression de la résistance a 1’insuline (109, 119) ou leur
correction permet d’améliorer sa sensibilité(29, 113-115). Le contrdle étroit de plusieurs

paramétres métaboliques dont I’hématocrite, le HCO3', la 1,25(OH),D, et la PTH devient alors

un obstacle majeur pour évaluer exclusivement la relation entre I’IRC, les transporteurs de

glucose et la résistance a I’insuline.

La néphrectomie participe aussi a I’augmentation de la pression artérielle des animaux(248);
facteur également impliqué dans la modulation de la sensibilité a I’insuline(249). En effet,
certains facteurs du systtme RAAS, dont I’AIl, augmentent a la suite d’une
néphrectomie(250) ou ce dernier peut induire une modulation dans [’expression de
transporteurs de glucose(218, 251, 252) favorisant ainsi un débalancement dans 1’homéostasie

du glucose.

Il devient alors fastidieux d’évaluer si 1’expression des transporteurs de glucose, qui mene
ultimement a la résistance a 1’insuline, est affectée uniquement par I’'IRC, par les désordres
métaboliques qui lui sont associés ou par [’hypertension, tous étant induits par la

néphrectomie.
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