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Résumé

Le diabéte est un syndrome métabolique caractérisé par une hyperglycémie
chronique due a un défaut de sécrétion de I’insuline, de 1’action de I’insuline (sensibilité),
ou une combinaison des deux. Plus d'un million de canadiens vivent actuellement avec le
diabéte. La prévalence de cette maladie est au moins trois fois plus élevée chez les
autochtones que dans la population canadienne en général. Notre équipe vise a étudier les
effets potentiellement antidiabétiques de certaines plantes médicinales utilisées par les Cris
d'Eeyou Istchee (Baie James, Québec) ou I’adhérence aux traitements médicamenteux est
faible, en partie a cause de la déconnection culturelle de ces derniers. Grace a une approche
ethnobotanique, notre équipe a identifi¢ 17 plantes médicinales utilisées par cette
population pour traiter des symptomes du diabéte. Parmi ces plantes, 1’extrait éthanolique
de Rhododendron groenlandicum (Thé du Labrador) a montré un fort potentiel
antidiabétique chez plusieurs lignées cellulaires, notamment les adipocytes (3T3-L1). Cette
plante induit la différenciation adipocytaire probablement par 1’activation du peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPAR 7). Cette stimulation améliore la résistance
a Dinsuline et constitue un mécanisme privilégié pour une classe de médicaments

antidiabétiques, les thiazolidinediones.

Le but de la présente étude est de valider I’efficacité et 1’innocuité de R.
groenlandicum in vivo, dans un mode¢le animal de résistance a I’insuline, d’élucider les
mécanismes par lesquels cet extrait exerce ses effets antidiabétiques et d’identifier les

principes actifs responsables de son activité.

L'isolation et 1'identification des constituants actifs ont été réalisées a 1’aide d'une
approche de fractionnement guidé par bioessai; en l'occurrence, l'adipogénése. Cette
approche, réalisée dans la lignée adipocytaire 3T3-L1, a pour but de mesurer leur teneur en
triglycérides. Des études in vivo ont été réalisées sur le modele de souris DIO (diet induced
obesity). L'extrait éthanolique du R. groenlandicum a été incorporé a la nourriture grasse

(35% d’apport calorique lipidique) a trois doses différentes (125, 250 et 500 mg / kg) sur
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une période de 8 semaines. Des tissus cibles de I’insuline (foie, muscle squelettique et
tissus adipeux) ont été récoltés afin de faire des analyses d’immunobuvardage de type

western.

La quercétine, la catéchine et 1’épicatéchine ont été identifiées comme étant les
composés actifs responsables de l'effet antidiabétique du R. groenlandicum. Seules la
catéchine et I’épicatéchine activent 1’adipogénese uniquement a forte concentration (125-

150 uM), tandis que la quercétine 1’inhibe.

L’¢étude in vivo a montré que le traitement avec R. groenlandicum chez les souris
DIO réduit le gain de poids de 6%, diminue I'hyperglycémie de 13% et I’insulinémie
plasmatique de 65% et prévient I’apparition des stéatoses hépatiques (diminution de 42%
de triglycéride dans le foie) sans étre toxique. Les analyses d’immunobuvardage ont montré
que R. groenlandicum stimule la voie de I’insuline via la phosphorylation de I’Akt et a
augmenté le contenu protéique en Glut 4 dans les muscles des souris traitées. Par contre,
dans le foie, le R. groenlandicum passerait par deux voies différentes, soit la voie insulino-
dépendante par I’activation de I’AKT, soit la voie insulino-indépendante par la stimulation
de I’AMPK. L’amélioration observée des stéatoses hépatiques chez les souris DIO traitées,
a ¢té confirmée par une baisse du facteur de transcription, SREBP-1, impliqué dans la
lipogénése de novo, ainsi qu’une diminution de 1’inflammation hépatique (diminution de

I’activité d’IKK ao/B).

En conclusion, I’ensemble de ces résultats soutiennent le potentiel thérapeutique de
Rhododendron groenlandicum et de ses composants actifs dans le traitement et la
prévention du diabéte de type 2. Nous avons validé 1'innocuité et 1'efficacité de cette plante
issue de la médecine traditionnelle Cri, qui pourrait étre un traitement alternatif du diabéte
de type 2 dans une population ayant une faible adhérence au traitement pharmacologique

existant.



Mots-clés : Thé du Labrador, diabéte de type 2, insulino-résistance, DIO, Akt, AMPK, Glut
4, PPAR vy, SREBP-1, produits de santé naturels.
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Abstract

Diabetes is a metabolic syndrome characterized by chronic hyperglycemia due to a
defect in insulin secretion, insulin action (sensitivity), or both. More than one million
Canadians are currently living with diabetes. The prevalence of this disease is at least three
times higher among indigenous people than in the general Canadian population. Our team
studied the potential effects of certain anti-diabetic medicinal plants used by the Cree
nation of Eeyou Istchee (James Bay, Quebec) where compliance to western treatment is
low due in part to the cultured disconnect of the latter. Using an ethnobotanical approach,
we identified 17 medicinal plants used by this population to treat symptoms of diabetes.
Among these plants, the ethanol extract of Rhododendron groenlandicum (Labrador Tea)
showed strong anti-diabetic potential in several cell lines, including adipocytes (3T3-L1)
where it induced differentiation probably by stimulating the peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPAR 7). Such stimulation has been shown to improve insulin
resistance, a mechanism used by a class of anti-diabetic drugs, the thiazolidinediones.

The aim of the present study is to validate the effectiveness and the safety of R.
groenlandicum in vivo in a mouse model of insulin resistance, to elucidate the mechanisms
by which it exerts its effects and to identify the active principles responsible for its activity.

Isolation and identification of active constituents of R. groemlandicum were
performed using a fractionation approach guided by the increase of triglyceride content in
the adipocyte (3T3-L1). In vivo studies were performed on a DIO (diet induced obesity)
mouse model. The ethanolic extract of R. groenlandicum was incorporated into the high fat
diet (35% energy derived from lipids) at three different doses (125, 250 and 500 mg / kg)
over a period of 8 weeks. Western immunoblot analysis was performed on different tissues
(liver, skeletal muscle, adipose tissue) collected at the end of the study.

Quercetin, catechin and epicatechin were identified as the active compounds
responsible for the anti-diabetic effect of R. groemlandicum. Alone, catechin and

epicatechin activate adipogenesis only at high concentrations (125-150 yM) while

quercetin inhibits it.
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In vivo, treatment of DIO mice with R. groenlandicum diminished weight gain by 6
%, reduced blood glucose by 13%, insulin plasma by 65% and prevented hepatic steatosis
(triglycerides levels decreased by 42%) without significant toxicity. Western blot analysis
showed that R. groenlandicum increased Glut 4 protein content in skeletal muscle by
activating the insulin dependent pathway implicating Akt. Effects of R. groenlandicum on
hepatic steatosis seems to involve both pathways; the insulin dependent Akt and insulin
independent AMPK pathways. This correlated with decreased SREBP-1 hepatic content, a
transcription factor involved in de novo lipogenesis, and with a reduction of inflammation
(decrease in the activity of IKK alpha / beta).

Taken together, these results support the therapeutic potential of Rhododendron
groenlandicum and its active compounds in the treatment and prevention of type 2 diabetes.
We validated the safety and efficacy of this plant from traditional Cree medicine. It could
represent an alternative treatment of type 2 diabetes in a population that has a poor

compliance to pharmacological treatments.

Keywords : Labrador tea, type 2 diabetes, insulin resistance, DIO, Akt, AMPK, Glut4,
PPAR vy, SREBP-1, natural health products.
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Chapitre A : Introduction

1 INTRODUCTION

Les maladies métaboliques, plus précisément le diabéte, furent signalées deés
I’ Antiquité ou le plus ancien texte, le papyrus, a été retrouvé 1500 ans avant J.-C. Il y est
fait mention que cette maladie est caractérisée par les symptomes d’abondance anormale
des urines ainsi qu’une soif excessive. Ce n’est que 275 ans avant J.-C. que le terme
«diabétey, signifiant «qui passe a traversy, fut utilisé par le grec Demetrios d’Apnée. Cette
maladie ne fut décrite et étudiée qu’au premier siecle aprés J.-C. (1). Jusqu’a présent, le
diabéte est une maladie encore mal connue étant donné son étiologie complexe. Plus de 300
millions de personnes sont touchées et/ou a risque de développer le diabéte, et ce nombre
ne cesse de croitre, selon la Fédération internationale du diabete (IDF). Le diabete est
devenu la 4° ou la 5° cause de mortalité dans la plupart des pays développés selon
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS). Au Canada, la prévalence des personnes
diabétiques atteint environ 6% de la population, selon I’Enquéte Nationale sur la Santé de
la Population (ENSP, Sant¢ Canada 2006). Ce taux est encore plus important chez la
population autochtone ou la prévalence est pres de 4 a 5 fois plus élevée. Ceci est dii a un
mode de vie plutot sédentaire, une prédisposition génétique, un régime alimentaire ainsi
qu’une faible adhérence aux traitements médicamenteux (2). Le diabéte est devenu un
véritable fléau du XXI°® siécle. Il doit étre étudié d’une maniére plus rigoureuse afin de
freiner son ascension fulgurante.

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par un défaut de sécrétion ou de
I’action de I’insuline qui altére la régulation de la glycémie. Cette maladie touche
davantage les adultes, mais de nos jours de plus en plus de jeunes adolescents en souffrent
¢également. Outre 1’exercice physique et un régime alimentaire adéquat qui peuvent réduire
et prévenir la prévalence du diabéte de type 2 de pres de 42% (3), certains traitements

médicaux diminuent aussi les impacts de cette maladie. Le but de ces traitements est de



réduire I’hyperglycémie en activant la sécrétion endogene de I’insuline (sulfamides et
glitinides) ou en renforgant ses effets (thiazolidinediones et biguanides). Les populations
autochtones touchées de plein fouet par ce fléau, n’adhérent pas facilement aux traitements
pharmacologiques conventionnels en partie a cause de leurs croyances ancestrales (4). C’est
pourquoi, il est primordial de trouver une solution alternative qui tient compte de leurs
aspirations culturelles.

Parmi la population Aborigeéne, la communauté Cri est la plus importante au
Canada, avec une population joignant pres de 72 000 individus (statistique Canada, 2002).
Au Québec, il existe 9 communautés Cri réparties dans le Nord de la province, sur des
territoires appelés Eeyou Istchii. Notre équipe vise a étudier leur médecine traditionnelle
connue pour [’utilisation de plantes a fort potentiel thérapeutique. L’approche
ethnobotanique prise par les membres de notre laboratoire fut basé sur un questionnaire
distribué a 109 ainés provenant de 4 différentes communauté (5). Ce questionnaire
englobait 15 symptomes associés au diabéte tels qu’une augmentation de la soif et de
I’appétit, une augmentation de la miction, des douleurs rénales, des engourdissements aux
membres inférieurs, ainsi qu’une cicatrisation lente des plaies, etc... (4). Suite a cette étude,
17 plantes ont été identifiées comme ayant un potentiel thérapeutique. Leurs activités
antidiabétiques étaient criblées a ’aide d’essais in vitro utilisant différentes lignées
cellulaires (6, 7). Plusieurs parametres tels que la capacité de captation du glucose dans la
lignée musculaire C2C12, la sécrétion d’insuline par les cellules pancréatiques INS 832/13,
la stimulation d’adipogénése chez les cellules adipocytaires 3T3-L1, ainsi que leur pouvoir
antioxydant ont été évalués.

Parmi ces 17 plantes, I’extrait éthanolique du Rhododendron groenlandicum a
démontré une tres forte capacité a stimuler la différenciation cellulaire chez les 3T3-L1. Ce
bioessai a servi de référence pour orienter le fractionnement de la plante, afin d’isoler et
d’identifier les composantes actives responsables de son effet. De plus, des études in vivo
sur le modéle animal d’insulino-résistance, DIO, ont été effectuées afin de déterminer les

mécanismes d’action et de valider I’innocuité de la plante.



1.1 HOMEOSTASIE ENERGETIQUE

Les aliments consommés fournissent les macronutriments, tels que les glucides, les
lipides et les protéines qui assurent l’apport nécessaire en substrat et composés
biochimiques a I’ensemble des cellules de I’organisme.

Les glucides et les lipides sont les deux sources principales couvrant les besoins
énergétiques de I’homme. Elles se regroupent et sont complémentaires du point de vue
énergétique. Par contre, lors d’apport de nutriments, chacune d’elles présente des
rendements de production différents, ou des exceés peuvent conduire a des troubles
métaboliques tels que le diabete et I’obésité. Une régulation étroite de leurs métabolismes
est donc primordiale pour la prévention de la résistance a I’insuline qui est a 1’origine de

ces deux affections métaboliques.

1.1.1 HOMEOSTASIE DU GLUCOSE

Le glucose est la source d’énergie principale des cellules. Il est métabolis¢ dans la
plupart des cellules du corps pour former des molécules d'adénosine triphosphate (ATP),
nécessaires a de nombreux processus cellulaires. Les molécules de glucose sont distribuées
aux cellules via la circulation sanguine. Il est donc essentiel que la glycémie soit maintenue
a des niveaux relativement constants se situant entre 4 et 7 mM (valeur a jeun). Cette
glycémie est régulée par plusieurs mécanismes et organes. Le pancréas sécrete I’insuline
qui permet 1’absorption du glucose par les muscles et le tissu adipeux. Le foie, par contre,
est capable de produire et sécréter du glucose ou, au contraire, de 1’emmagasiner

dépendamment des taux de glycémie dans le sang (8).

1.1.1.1 Régulation hormonale de la glycémie

Il existe deux principales hormones sécrétées par le pancréas qui régulent
difféeremment la glycémie. Ces hormones sont I’insuline, hormone hypoglycémiante
secrétée lorsque les taux de glucose sanguin sont élevés et le glucagon, hormone a action

hyperglycémiante, relachée lorsque la glycémie est basse.



1.1.1.1.1 Insuline

Jusqu’a aujourd’hui, I’insuline est la seule hormone pancréatique connue a pouvoir
abaisser les taux de glucose sanguin. Cette petite protéine de 51 acides aminés est sécrétée
par les cellules  pancréatiques vers la circulation sanguine afin d’augmenter la captation et
I’utilisation du glucose par les tissus périphériques. Sa biosynthése, sa sécrétion ainsi que
ses effets biologiques et voies de signalisation seront discutées en détails dans la section

1.3.

1.1.1.1.2 Glucagon

L’autre hormone qui régule 1’homéostasie du glucose est le glucagon. Cette
hormone est sécrétée par les cellules o du pancréas et possede des propriétés antagonistes
de I’insuline. Constitué d’un polypeptide de 29 acides aminés, le glucagon est relaché
lorsque le taux de glucose sanguin baisse de facon significative dans 1’organisme. C’est
pour cela qu’on parle d’une hormone hyperglycémiante.

Son action se fait surtout durant le jeline en se liant sur ses récepteurs spécifiques au
niveau du foie. Elle stimule la glycogénolyse et la néoglucogenése pour libérer le glucose

vers la circulation sanguine et ainsi augmenter la glycémie (9, 10)

1.1.1.2 Régulation de la glycémie par le foie

Le foie est le principal organe de réserve et de production de glucose. Par sa
localisation, le foie est le premier organe a recevoir le glucose absorbé par ’intestin et il
I’emmagasine sous forme de glycogeéne (glycogénogenése). Cela permet de prévenir les
fluctuations de la glycémie sanguine suite a une prise alimentaire (11). D’autre part, lorsque
la glycémie baisse durant le jeline, par exemple, le foie produit du glucose soit a partir du
glycogene (glycogénolyse) soit par la synthése de novo a partir des composés non
glucidiques (néoglucogeneése).

Glycogénogenése : La glycogene synthétase (GS) est I’enzyme responsable de

I’incorporation de glucose dans les chaines d’¢longation du glycogeéne. L’activité de cette



enzyme est régulée par phosphorylation. En effet, lorsqu’elle est phosphorylée par les
sérines/thréonine kinases, GSK-3 (glycogen synthase kinase 3) et PKA (protein kinase A),
elle est inactive. Par contre, sa déphosphorylation par les PP1 (protein phosphatase 1), par
exemple, I’active.

Glycogénolyse : Sous I’action de la glycogene phosphorylase, une unité de glucose-
1-phosphate (G1P) est clivée de la chaine du glycogene. Ce G1P est converti en glucose-6-
phosphate (G6P) par 1’enzyme phosphoglucomutase, puis déphosphorylé par la glucose-6-
phosphatase (G6Pase) pour libérer du glucose dans la circulation sanguine. Cette derniere
¢étape de déphosphorylation est 1’étape limitant la relache du glucose par le foie. L activité
de la G6Pase est contrdlée, entre autres, par deux facteurs de transcription soit le Foxo-1 et
le PGCla, qui régulent son expression.

Néoglucogenése : Lorsque les réserves en glycogeéne sont épuisées, le foie est
capable de produire lui-méme du glucose a partir des composés non glucidiques tels que le
glycérol (provenant de la dégradation des triglycérides lors de la lipolyse), les acides
aminés glucoformateurs (par la dégradation de certaines protéines) et du lactate (provenant
du muscle) (12). Deux enzymes importantes contrdlent cette voie: la G6Pase et la
phosphoénol-pyruvate carboxykinase (PEPCK), dont 1’expression est aussi régulée par la
Foxo-1 et la PGCla. Cette régulation passe par la voie insulino-dépendante de la PI3K
/Akt qui phosphoryle et inhiberait Foxo-1. Ce facteur de transcription est caractérisé par un
domaine de liaison a I’ADN, appelé domaine forkhead (13) qui dépend de la présence
d’autres co-activateurs tels que la PGC-1 pour étre activé.

Ainsi, le foie est capable d’utiliser ses réserves ou méme lorsqu’elles sont épuisées,
produit lui-méme du glucose afin de contrer les effets de I’hypoglycémie. Non seulement il
joue un grand role dans I’homéostasie du glucose, mais il est aussi impliqué dans celle des

lipides.



1.1.1.3 Régulation du transport du glucose

Le glucose est une molécule hydrophile qui ne peut pas traverser la bicouche
lipidique des membranes par simple diffusion. Il lui faut donc des protéines de transport
membranaires appelées Glut qui vont assurer son transfert de la circulation sanguine vers le
milieu intracellulaire des tissus périphériques, dépendamment du gradient de
concentration. Les GLUTs sont composés de 12 domaines transmembranaires et
comprennent environ 500 acides aminés (14). Il existe plusieurs isoformes dont la fonction,
la spécificité du substrat (type d’hexose) et la cinétique different de méme que 1’expression
tissulaire. Glut 4 a été démontré comme le transporteur prédominant au niveau du muscle
squelettique et du tissu adipeux. Il joue donc un role important dans I’homéostasie du
glucose.

Le muscle squelettique est le tissu majeur de I’organisme. Il constitue pres de 45%
de la masse corporelle chez ’homme. C’est pourquoi preés de 80% du glucose circulant
utilisé¢ ou métabolisé est capté par les muscles squelettiques (15). Cette captation est assurée
par ’activité des Glut 4 qui sont mobilisés sous I’action de I’insuline et de la contraction
musculaire. Il y a alors translocation du transporteur du milieu cytoplasmique (site de
stockage a I’état basal) vers la surface des membranes des myocytes (16). La translocation
insulino-dépendante du Glut 4 est régulée surtout par la voie de la PI3K et de I’AKT
(section 1.3.2) qui entraine la phosphorylation de I’AS160 (17). Par ailleurs, la
translocation induite par I’exercice et la contraction musculaire fait intervenir d’autres
médiateurs intracellulaires, tels que le calcium, le monoxyde d’azote et la protéine kinase C
(18-20).

L’insuline joue un réle important dans la régulation du transport du glucose en
modulant I’activité des GLUT 4 des tissus cibles. Ceci dit, cette hormone n’est pas la seule
a pouvoir moduler sa translocation. L’AMPK (section 1.2), un complexe protéique présent
en grande quantité dans le foie et le muscle, déclenche aussi le signal de translocation des

Glut 4 a la surface membranaire, favorisant ainsi la captation du glucose par ces tissus.



Le tissu adipeux constitue lui aussi un important site d’absorption du glucose. Sa
captation sanguine se fait aussi via la translocation des Glut 4 qui sont moins présents dans
ce tissu que dans le muscle squelettique (21). La translocation des Glut 4 dans les
adipocytes n’est pas régulée uniquement par la voie de la PI3K. Une nouvelle voie
CAP/Cbl de la protéine TC10 (section 1.3.2) récemment découverte, stimule aussi sa
translocation vers la surface membranaire (22) maximisant ainsi la captation du glucose
insulino-dépendante dans le tissu adipeux (23, 24).

La modulation de D’activité des transporteurs de glucose, Glut 4, est gravement
altérée chez les insulino-résistants et chez les diabétiques. Cela a pour conséquence une
diminution de la captation et de 1’utilisation du glucose par les tissus périphériques. Il y a
alors un surplus de glucose accumulé dans le sang qui a pour effet d’augmenter la glycémie

(25).

1.1.2 Homéostasie des lipides

Les lipides constituent la plus importante réserve énergétique de 1’organisme des
mammiferes. Ils proviennent essentiellement de 1’alimentation (acides gras alimentaires) ou
de la lipogenese obtenue a partir de substrats non-lipidiques, tels que les acides aminés, le
glycérol et le glucose. Leur biosynthése se fait surtout dans le foie et dans le tissu adipeux
et répondent a deux impératifs de la cellule; soit la synthése des lipides de structure a partir
d’acides gras (AG); soit la mise en réserve sous forme d’énergie lorsque les aliments
ingurgités sont trop riches et excédent les besoins de I’organisme.

L’accumulation de graisse est déterminée par 1'équilibre entre la lipogenese et la
lipolyse (oxydation des acides gras). La lipogenése est stimulée par une dicte riche en
hydrates de carbone, par I’insuline ainsi que par des facteurs de transcriptions tels que le
SREBP-1c (sterol regulatory element-binding protein-i1c) et le PPAR vy (peroxisome

proliferator activated receptor gamma). Quant a la lipolyse, elle est stimulée par le jeline,



par le complexe AMPK (section 1.2) et par certaines hormones telles que la leptine et les
hormones de croissance.
Les anomalies au niveau du métabolisme des lipides conduit souvent a I’insulino-

résistance, a I’obésité, au diabete de type 2 et aux maladies cardiovasculaires (22).

1.1.2.1 Régulation du métabolisme lipidique par la diéte

La di¢te et I’alimentation influencent beaucoup la glycémie et le taux de lipidémie
dans I’organisme. Les gras polyinsaturés diminuent la lipogenése par la suppression de
I’expression de certains génes du foie tels que le FAS (Fatty acid synthase). Par contre, une
diete riche en glucides stimule la lipogenése dans le foie et dans le tissu adipeux. Cela meéne
a une ¢élévation de la glycémie et des taux de triglycérides (TG) plasmatiques.

Les taux de glucose sanguin stimulent la lipogenése via plusieurs mécanismes. Tout
d'abord, le glucose lui-méme est un substrat de la lipogenese. Par la glycolyse, le glucose
est converti en acétyl-CoA, puis en malonyl-CoA, deux substrats de la synthése des AG.
Cette réaction déterminante est catalysée par I’enzyme clé qui est 1’acétyl-CoA carboxylase
(ACC). De plus, le glucose, sans étre converti, est aussi capable d’induire I’expression de
plusieurs genes lipogéniques tels que le FAS et I’ACC (26). Et finalement, il stimule la
lipogenése en activant la relache de I’insuline et en inhibant celle du glucagon, deux

hormones impliquées dans la régulation de la synthése des AG (27).

1.1.2.2 Régulation hormonale du métabolisme lipidique

L’insuline régule le métabolisme lipidique en favorisant la synthése des lipides et
en inhibant leur dégradation (lipolyse). Son action sur la lipogenése se fait principalement
via la stimulation du facteur de transcription SREBP-1c (12, 28) dans les adipocytes et les

hépatocytes (section 1.3.3.2).



La leptine, une adipokine synthétisée principalement par le tissu adipeux, est
impliquée dans la lipogenese. Elle joue un role dans la régulation de la prise alimentaire en
controlant la satiété. Lorsque la leptine est relachée, elle induit ’oxydation des AG et
inhibe la lipogenese via la stimulation de I’AMPK (27, 29).

L’adiponectine, une autre adipokine secrétée principalement par le tissu adipeux,
améliore la sensibilité a I’insuline. Cette hormone de 247 acides aminés se trouve soit dans
le plasma, ou son activité est régulée par le domaine C-terminal (30), soit dans le tissu
adipeux. La synthese de I’adiponectine est induite durant 1’adipogenése, ou le préadipocyte
se différencie en adipocyte mature. Ainsi, elle régule le métabolisme lipidique en
augmentant la captation périphérique des AG et stimule leur 1’oxydation musculaire. Cela
permet de réduire les concentrations plasmatiques d’AG libres et de TG (31). L expression
de I’adiponectine plasmatique est significativement réduite chez les diabétiques et les
obéses (32), mais par contre les taux de leptine y sont plus élevés. Ainsi, le ratio

leptine/adiponectine est utilisé comme indice de 1’apparition de troubles métaboliques.

1.1.2.3 Régulation du métabolisme lipidique par la famille de PPARs

Les PPARs (peroxisome proliferator activated receptors) font partie de la
superfamille des récepteurs nucléaires stéroidiens. Ils régulent 1’expression de plusieurs
genes impliqués dans I’homéostasie glucidique et lipidique (figure 1). Jusqu’a présent, trois
différents isoformes ont ét¢ identifiés; PPAR a, PPAR & et PPAR v. Lorsque ces récepteurs
nucléaires sont activés, ils forment des hétérodimeres avec des récepteurs rétinoiques
(RXR) afin de moduler la transcription des génes cibles.

PPAR o est exprimé majoritairement dans le foie et est responsable de la
dégradation oxydative des AG. Son activation favorise la perte de la masse graisseuse par
la stimulation du catabolisme lipidique. De ce fait, les agonistes spécifiques des PPAR a

tels que les fibrates améliorent la sensibilité a 1’insuline (33).
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Le PPAR v, quant a lui, est responsable du stockage des AG et des TG dans les
adipocytes. Il est exprimé dans plusieurs tissus, mais principalement dans les tissus adipeux
ou il est indispensable pour la différenciation adipocytaire. Les ligands naturels de PPAR y
sont des AG insaturés tels que 1’acide arachidonique. Il existe aussi des ligands
synthétiques et spécifiques provenant d’une classe de médicaments antidiabétiques oraux,
connus sous le nom de thiazolidinediones.

Ainsi I’activation des PPAR v, entre autre par I’insuline et le SREBP-1c (34, 35),
améliore la sensibilité périphérique a I’insuline. Il régule 1’expression de Glut 4, de I’acyl-
CoA synthase (oxydation des AG), de la lipoprotéine lipase (LPL, responsable de
I’hydrolyse des TG) et de la FATP (Fatty acid transport protein, responsable du captage
des AG dans les tissus) (36). La stimulation du récepteur nucléaire PPAR y permet la
captation des AG circulants en favorisant leur stockage dans les tissus adipeux. Cela permet
de diminuer le taux de lipidémie et permettre alors a I’insuline de capter le glucose sanguin

par les tissus périphériques.

Foie
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(PUFAFs, AA) de Pinsuline.

Figure 1 : Mécanisme d’action des PPARs et leurs effets sur les tissus cibles. Modifié et adapté de

(37).
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1.2 L’AMPK : un « senseur » énergétique

La protéine kinase activée par I’AMP (AMPK) est une enzyme qui agit comme un
détecteur du statut énergétique cellulaire. Elle participe a la coordination des signaux
nutritionnels et hormonaux. L’AMPK est un complexe hétérotrimérique constitué d’une
sous-unité catalytique o contenant un domaine kinase (Ser/Thr), et de deux sous-unités
régulatrices 3 et 7.

L’activation de I’AMPK dépend du ratio AMP/ATP. L’AMP en se liant a la sous-
unité v, induit un changement conformationnel de la sous-unité catalytique, exposant ainsi
la thréonine 172 a la surface. La phosphorylation de ce résidu par la protéine kinase
suppresseur de tumeur LKB1 (38) ou par le systéme Calmoduline, CaMKKs (39), activent
I’AMPK. Par contre, la liaison de I’ATP sur la sous-unité y produit I’effet inverse et inhibe
I’activation de I’AMPK.

L’AMPK se retrouve un peu partout dans 1’organisme et ses effets biologiques
différent quelque peu, dépendamment de sa localisation. Son rdle principal du maintien de
I’homéostasie énergétique reste toutefois inchangé. Ainsi, I’AMPK favorise I’activation des
voies cataboliques productrice d’ATP, nécessaire au fonctionnement cellulaire et inhibe les

voies anaboliques consommatrices d’ATP (40).

1.2.1 AMPK et métabolisme des glucides

L’AMPK joue un role important dans la régulation du métabolisme glucidique
(figure 2). L’activation de cette kinase stimule la translocation du Glut 4 a la membrane, en
phosphorylant directement 1’AS160 (41), augmentant ainsi la capture du glucose au niveau
du muscle squelettique. D’autre part, la stimulation de I’AMPK inhibe le stockage du
glucose sous forme de glycogéne (réaction cofiteuse en ATP) en inhibant la glycogéne
synthase via la phosphorylation de la GSK-3 (42). Au niveau hépatique, I’AMPK réprime

I’expression des deux enzymes clés de la néoglucogenese, soit la G6Pase et la PEPCK (43).
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Compte tenu des ces effets sur le métabolisme du glucose, ’activation de ’AMPK
pourrait étre une nouvelle cible pharmacologique dans le traitement du diabéte de type 2 et
de I’insulino-résistance. En effet, ces propriétés métaboliques sont exercées et stimulées par
deux grandes classes de médicaments antidiabétiques, a savoir les biguanides (Metformine)

et les thiazolidinédiones (Rosiglitazone) qui activent chacun I’AMPK (44).

Synthése des
Sécrétlon AG Synthése du

du Cl T Cholestérol
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Figure 2 : Voie de signalisation de ’AMPK et son role dans le métabolisme des glucides et des

lipides. En rouge, les voies inhibées et en vert les voies activées par I’AMPK. Adapté de (45).
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1.2.2 AMPK et métabolisme des lipides

L’AMPK régule plusieurs génes impliqués dans le métabolisme lipidique. Elle inhibe
le HMG-CoA reductase (3-Hydroxy-3-MethylGlutaryl-CoA Reductase) et ’ACC, deux
enzymes limitantes de la synthése du cholestérol et des AG. L’ ACC catalyse la conversion
d’acétyl-CoA en malonyl-CoA, substrat essentiel a la synthése des AG dans les tissus
lipogéniques. De plus, c’est un important régulateur de 1’oxydation des AG dans plusieurs
tissus incluant le muscle et le foie.

Il existe deux isoformes majeurs dans I’organisme, soit ’ACC1 et ’ACC2. L’ACCI1
est surtout exprimé dans les tissus adipeux, le foie et les glandes mammaires et serait
responsable de la syntheése des AG. L’ACC2 est exprimé en moindre quantité dans le
muscle squelettique, le foie, le tissu adipeux et le ceeur. Contrairement a I’ACC1, I’ ACC2
jouerait un réle dans I’oxydation des AG (lipolyse). Leur régulation se fait par modulation
allostérique ou par phosphorylation / déphosphorylation. Ainsi, la phosphorylation par des
protéines kinases telles que I’AMPK induit I’inactivation de I’ACC, alors que la

déphosphorylation par les phosphatases induit leur stimulation (40, 46).
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1.3 Insuline : controleur métabolique

L’insuline est une hormone peptique qui joue un rdle central dans la régulation des

glucides et des lipides. Elle stimule I'utilisation du glucose comme source d’énergie, tout

en empéchant ’utilisation des lipides.

1.3.1 Biosynthese et sécrétion de ’insuline :

A 1’état basal, I’insuline est sécrétée selon un mode pulsatile avec des pics de
périodicité comprise entre 10 et 15 min (phase aigue) et des oscillations lentes et amples,
comprises entre 60 et 120 min (47). La sécrétion de I’insuline est principalement stimulée
par I’augmentation des taux sanguins de glucose. Cependant, certains stimuli neuronaux
(e.g. Podeur et la vue de la nourriture) ainsi que I’augmentation des taux sanguins d’acides
aminés et des acides gras suite a l'ingestion d'un repas, sont capables de stimuler sa
sécrétion.

Il est a noter que la synthése et la sécrétion d’insuline sont deux événements
indépendants 1’'un de ’autre. En effet, ’insuline est synthétisée, a tout moment, par les
cellules B des ilots de Langerhans du pancréas a partir d’une molécule précurseur, la pro-
insuline. Cette derniére subit de nombreuses modifications post-transcriptionnelles dans le
réticulum endoplasmique. Sous 1’action de nombreuses endopeptidases spécifiques, la
partie centrale de la pro-insuline, peptide C, est clivée pour générer I’insuline mature : soit
51 acides aminés repartis en deux chaines o et P reliées par des ponts disulfures (48).
L’insuline mature est incorporée dans des vésicules de sécrétion avec le peptide C au
niveau de I’appareil de Golgi. Ces vésicules s’accumulent dans le cytoplasme jusqu’a ce
qu’il y ait un signal pour sécréter 1’insuline. On remarque un taux élevé du rapport de la
pro-insuline sur I’insuline mature chez les patients insulino-résistants (section 1.3.4), ce qui
suggere qu’un dysfonctionnement au niveau du clivage du précurseur de 1’insuline peut

contribuer a cette pathologie (49).
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1.3.2 Signalisation de I’insuline:

Comme de nombreuses hormones, l'insuline exerce son action en se liant a des
récepteurs spécifiques présents sur de nombreuses cellules de I'organisme. Ces récepteurs
appartiennent a la famille des protéines a activité¢ tyrosine kinase qui comprennent le
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF), hépatique (HGF) et analogue a
lI'insuline (IGF-I). Ces récepteurs sont des protéines tétramériques constituées de deux
chaines o extracellulaires qui sont reliées par des ponts disulfures a deux chaines B
transmembranaires. Chaque chaine [ contient le domaine tyrosine kinase dans sa partie
intracellulaire responsable de 1’activité catalytique du récepteur.

La liaison de I’insuline a son récepteur induit un changement de conformation des
sous-unités o, ce qui provoque l’activation des sous-unités B qui s’auto-phosphorylent
mutuellement au niveau des résidus tyrosines et par conséquent, sont responsables de
I’activité catalytique du récepteur. Ceci permet le dégagement des sites de fixation de
I’ATP et d’autres substrats permettant la phosphorylation de plusieurs protéines
cytoplasmiques dont les molécules IRS (insulin receptor substrate) et I’enzyme Shc (figure
3). Plusieurs domaines d’interaction tels que SH2 (Src-Homology-2) et PTH
(PhosphoTyrosine Homology) permettant la connexion du récepteur a I’insuline et
I’activation des voies de signalisation intracellulaire. Ces domaines d’interactions possedent
une trés haute affinité pour des séquences spécifiques, déterminées par les acides aminés
entourant les tyrosines phosphorylées. Ils se retrouvent dans plusieurs protéines
adaptatrices comme celles de la famille d’IRS (22, 50) et ceux faisant partie de la cascade
signalétique tel que la PI3K, PTP, p60, Cbl et APS (51).

Les principales voies de signalisation de 1’insuline sont la voie des MAPK (mitogen
activated protein kinase) et la voie des PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase). Ces deux
voies sont interconnectées et s’activent mutuellement (figure 3). Une autre voie a
récemment été découverte et implique la protéine TC10. Elle a été retrouvée surtout au

niveau des adipocytes (figure 4).
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Figure 3 : les principales voies intracellulaires de ’insuline. On distingue 2 voies majoritaires;

Voies des PI3K et des MAPK (adapté de (48)).

La voie des MAPK est impliquée dans les actions mitogéniques de 1’insuline. Elle
peut étre activée soit via les protéines IRS ou via la protéine adaptatrice SHC (src
homologous and collagen protein) qui sont phosphorylées par le domaine tyrosine kinase
du récepteur. Pour ce faire, ces protéines recrutent le complexe Grb 2 et le facteur
d’échange nucléotidique SOS (son of sevenless). Ce complexe active la petite protéine G,
Ras, qui recrute la protéine kinase Raf-1 a la membrane et I’active. Ce dernier phosphoryle
et active la MAP kinase kinase (MEK). MEK a son tour va activer les deux protéines MAP

kinases, ERK 1 et ERK 2. Une partie de ces protéines est transloquée au noyau ou elles
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activent des facteurs de transcription responsables de la prolifération et de la différenciation
cellulaire (22, 48).

La voie des PI3K est responsable des effets métaboliques et de survie de I’insuline.
La PI3K est une famille d’enzymes qui phosphorylent les phosphoinosides dans la
membrane plasmique. Les produits générés peuvent ainsi moduler I’activité de plusieurs
effecteurs cellulaires comme la PKC, la PKB/Akt et la PI3K elle-méme. La PI3K est
composée d’une unité régulatrice (contenant les domaines SH2, SH3 et PH) et d’une unité
catalytique. Lorsque le récepteur de ’insuline est phosphorylé, I’IRS-1 est recruté ainsi que
la PI3K. L’activation de cette derniere, par phosphorylation, génére la PIP3 (phosphatidyl-
inositol-3,4,5-tri-phosphate) responsable du recrutement de I’ Akt et de son activation. Cette
protéine, sérine/thréonine kinase, phosphoryle a son tour, plusieurs protéines
intracellulaires impliquées dans 1’action métabolique de I’insuline (en particulier le
transport du glucose et la synthése du glycogene) et dans la régulation négative de
I’expression de genes.

La voie de TC10 est une autre voie secondaire de la signalisation de 1’insuline
impliquée au niveau des transporteurs de glucose (figure 4). Le récepteur a I’insuline
phosphoryle également d’autres protéines telles que I’adaptateur moléculaire, ASP, et le
pro-oncogeéne Cbl. La phosphoylation de I’ASP permet le recrutement et I’activation de c-
Cbl qui interagit d’autre part avec l’adaptateur CAP qui n’est exprimé que dans les
adipocytes. Cette liaison permet la migration du complexe CAP-Cbl vers les zones
particulieres de la membrane appelées radeaux lipidiques. Cbl recrute alors la protéine CrK
IT et le facteur d’échange C3G qui activent la petite GTPase, la TC10, favorisant la
polymérisation de I’actine (48). Cette activation va permettre la translocation de la Glut 4
en réponse a ’insuline dans le tissu adipeux, indépendamment de I’activation de la voie

PI3K (26).



18

i
!

ill
|
SNAP23 - MunclBe POK PIP!Il
Syni Vamp2
TP g ¢ 1
Fusion

= GLUT4 = UPI3K IRs

Flottiline

P «  PKB/PKC (/A
TC10 ..‘“r- Polymérisation ]
wgm P o actine F 1 Mobilisation
I CRK Mfk’ . ¢ des vésicules
= GLUT4 =
C36 CRK ). A
|
Site de rétention

Figure 4 : Activation et translocation du transporteur de glucose, GLUT 4, dans les cellules
musculaires (A), via la voie de la PI3K et dans les cellules adipocytaires (B), via la voie de

la TC10 (adapté de (48)).

1.3.3 Effets physiologiques de I’insuline :

L’insuline est une hormone primordiale et essentielle a 1’organisme. Elle posse¢de
plusieurs fonctions vitales, dont les plus importantes sont la régulation du glucose et des

lipides.

1.3.3.1 Métabolisme des glucides

L’action de ’insuline a pour but de diminuer I’hyperglycémie postprandiale. Pour
atteindre cet objectif, elle active la voie de la PI3K/AKT. Ceci résulte en 1’activation de la
translocation du transporteur Glut 4 du compartiment membranaire intracellulaire vers la
surface de la membrane plasmique et la captation du glucose dans les muscles squelettiques
et les tissus adipeux. De plus, ’insuline favorise 1’utilisation du glucose en stimulant la

phosphorylation oxydative mitochondriale des muscles squelettiques, ce qui résulte en
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I’augmentation de la production de ’ATP (52). Au niveau hépatique et musculaire,
I’insuline induit la phosphorylation de la GSK-3 activant la GS et par conséquent, la
syntheése du glycogene (glycogénogénese).

L’insuline agit aussi au niveau de la synthése de novo du glucose hépatique en
diminuant I’expression de la PEPCK et de la G6Pase, enzymes clés de la néoglucogenése.

Cette régulation se fait via I’inhibition des facteurs de transcription FOXO-1 et PGC-1 a.

1.3.3.2 Métabolisme des lipides

Pour assurer 1'utilisation des glucides comme source d’énergie, 1’insuline inhibe
I’utilisation des lipides. Ainsi, cette hormone stimule la lipogenése au niveau du foie et
inhibe la lipolyse au niveau du tissu adipeux.

L’activation de la voie PI3K/AKT par I’insuline, stimule 1’expression et 1’activation
du SREBP-Ic et par le fait méme, induit I’expression des geénes impliqués dans la
glycolyse, la synthése des AG (ACC, FAS) et la synthése des TG (GPAT : Glycerol-3-
phosphate acyltransferase) (53).

Une surexpression au niveau du SREBP-lc, observée dans certains modeles de
rongeurs diabétiques dont les DIO, méne a une augmentation de TG dans le foie, ayant
pour conséquence 1’apparition de stéatoses hépatiques (54). Celles-ci peuvent étre I’origine

de maladies métaboliques et causer la résistance a I’insuline.

1.3.3.3 Métabolisme des protéines
L’insuline stimule la synthése des protéines en augmentant I’entrée des acides
aminés dans les cellules de 1’organisme. D’autre part, elle agit sur la phosphorylation des

protéines ribosomales, augmentant leur synthese (55, 56).
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1.3.4 La résistance a I’insuline

L’insulino-résistance est définit par une diminution de la sensibilité a I’insuline au
niveau des tissus cibles (le muscle, le tissu adipeux et le foie). Donc I’insuline, a des
concentrations normales, est incapable de produire une réponse biologique adéquate, c’est-
a-dire, le controle de la glycémie. Cette anomalie de I’insuline a pour conséquence, une
accumulation du glucose sanguin, stimulant le pancréas a sécréter davantage 1’insuline pour
compenser la hausse de la glycémie, créant ainsi une hyperinsulinémie jusqu’a
I’épuisement complet de I’organe (57).

Tissus affectés : L’insulino-résistance affecte principalement trois tissus cibles soit;
le tissu adipeux, le muscle et le foie.

Au niveau du tissu adipeux, 1’action inhibitrice de I’insuline sur la lipolyse est
altérée créant une augmentation des concentrations plasmatiques des acides gras libres
(AGL). Ceux-ci se retrouvent dans la circulation sanguine et sont responsables de la
stimulation de la néoglucogenese hépatique. De plus, la diminution de la captation des AG
au niveau du tissu adipeux, affecte le taux de lipidémie sanguin. Cet excés se retrouve
emmagasiné ailleurs, notamment dans le muscle et/ou dans le foie.

Le muscle squelettique, endroit essentiel de mise en réserve des glucides lors des
repas, est le principal site de la résistance a I’insuline. La perte de sensibilité a I’insuline au
niveau du muscle est liée a des altérations spécifiques de la transduction du signal de
I’hormone. Ceci comprend une défaillance au niveau de la phosphorylation des substrats de
I’insuline (IRS) et de leur expression, ainsi qu’une réduction de l'activité de la PI3K (22).
La résistance a I’insuline affecte aussi les transporteurs de glucose, en particulier les Glu 4.
En effet, il y a une diminution de I’expression des Glut 4 et une diminution de leur
translocation basale. Par conséquent, la captation du glucose et son métabolisme sont
altérés. Il y a alors moins de synthése du glycogeéne ainsi qu’une réduction de 1’oxydation
des glucides (49).

Le foie, par son réle dans le métabolisme glucidique et lipidique, régule la glycémie

en inhibant la néoglucogenése et en activant la glycogénogénése sous 1’action de I’insuline.
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De ce fait, une insulino-résistance au niveau de ce tissu, méne a une altération du
métabolisme glucidique et lipidique, ayant pour conséquence une diminution de
I’emmagasinage de glucose sous forme de glycogéne et une production excessive de
glucose hépatique. De plus, le surplus de lipides emmagasiné au niveau du foie peut causer
de I’inflammation et des stéatoses hépatiques, aggravant ainsi 1’état de 1’organe.

L’inflammation joue un roéle important dans [I’insulino-résistance. En effet,
I’accumulation de gras dans les tissus cibles de I’insuline, crée un stress au réticulum
endoplasmique. Ce stress meéne a la production de nombreuses cytokines inflammatoires
telles que le TNF-a et I’'IL-6 (58).

L’insulino-résistance est donc un état pathologique qui affecte plusieurs tissus
importants, résultant en une hyperglycémie et une dyslipidémie. De plus, un autre facteur
qui est I’obésité, bien mis en évidence aujourd’hui, prédispose a la résistance a 1’insuline et

par conséquence a I’apparition du diabéte de type 2.
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1.4 Diabéte : un syndrome métabolique

Le mode de vie d’aujourd’hui dans les pays développés et en voie de développement
contribue a une augmentation de la prévalence des maladies métaboliques. En effet, la
sédentarité, le manque d’exercice physique et un régime riche en calorie débalancent
I’homéostasie énergétique. Ce déséquilibre peut engendrer un surplus de poids et un
désordre du systeme métabolique.

Le syndrome métabolique est défini comme étant un ensemble de facteurs qui accroit
le risque de développer le diabéte de type 2, les maladies cardiaques et les accidents
cérébraux vasculaires (ACV). Parmi ces facteurs, on retrouve un surplus de poids ou une
obésité au niveau abdominal, un taux ¢élevé de triglycérides sanguins (> 1,7 mM), une
hypertension artérielle, un taux bas de cholestérol HDL (<1,3 mM) ainsi qu’un taux élevé
de glucose sanguin (> 7 mM a jeun). Ces facteurs menent a une résistance a 1’insuline (59).
L’Organisation Mondial de la Sant¢ (OMS) rajoute d’autres facteurs a cette liste soit; la
présence de I’inflammation, mesuré par le taux de la protéine C-réactive (60), et la présence
d’une microalbuminurie, ¢’est-a-dire un taux élevé d’albumine dans les urines.

Pour qu’un individu soit considéré comme ayant le syndrome métabolique, il faut qu’il
posséde au moins 3 des facteurs mentionnés ci-haut. Le suivi de ’apparition de ces
symptomes permet de diagnostiquer les désordres métaboliques et remédier a la situation

par les traitements adéquats.

1.4.1 Définition et symptomes

Le diabéte mellitus (sucré) est un désordre métabolique caractérisé par une
hyperglycémie chronique. Une surproduction de glucose au niveau du foie, une diminution
de I’absorption du glucose au niveau des muscles et un défaut de stockage d’acides gras

aux niveaux des tissus adipeux augmentent le risque de développer le diabéte de type 2
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(figure 5). En effet, ces facteurs contribuent a I’établissement d’un état d’insulino-
résistance, caractéristique majeure du syndrome métabolique.

Le diabéte de type 2 est diagnostiqué par un taux de glycémie supérieur a 7 mM
(126 mg/dl) a jeun ou a un taux surpassant les 11 mM (200 mg/ dl) aprés stimulation par
l'ingestion de sucre (glycémie postprandiale) ou a n’importe quel moment de la journée
(WHO 1999). Plus la glycémie est élevée sur une longue période, plus les Iésions et les
complications seront séveres et nombreuses, affectant méme les artéres et touchant les
nerfs. Le diabete est une maladie multifactorielle avec une étiologie complexe, d’autant
génétique (mutation au niveau des récepteurs de I’insuline, défaut au niveau des Glut 4)

qu’acquise (mode de vie, sédentarité, dicte calorique et vieillissement).

1.4.2 Classification

La classification du diabeéte a longuement été revue et révisée depuis sa premicre
classification en 1979 (61). Finalement, 1’Association Américaine du Diabete (ADA) a
proposé de nouveaux critéres de diagnostic ainsi qu’une nouvelle classification selon

laquelle le diabéte est primaire ou secondaire (62).

1.4.2.1 Les diabétes primaires

Les diabétes primaires sont classés en 3 types; le diabéete de type 1 (environ 5 a 10%
de la population diabétique), le diabéte de type 2 (90 a 95%) et le diabéte gestationnel.

Le diabeéte de type 1, autrement appelé diabéte insulinodépendant ou diabete

juvénile, est une maladie majoritairement auto-immune (90% des cas). Elle est le résultat
de la destruction des cellules  des ilots de Langerhans du pancréas. Dans de cas rares, ce
type de diabete est considéré comme étant idiopathique, ou les causes restent encore
inconnues. La destruction des cellules B conduit a une carence quasi compléete de I’insuline
et par conséquent, une ¢élévation de la glycémie sanguine. Lorsque cette hyperglycémie se
manifeste cliniquement, prés de 80 % des cellules B sont ravagées. C’est une maladie

silencieuse qui débute souvent vers le jeune age (enfance ou adolescence) et se manifeste la
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plupart du temps vers la vingtaine. Elle est diagnostiquée par une glycémie élevée ainsi que
par la présence d’auto-anticorps (contre les flots pancréatiques et contre 1’insuline) dans la
circulation sanguine (61). Le diagnostic de la maladie doit se faire rapidement pour débuter
I’insulinothérapie (injection d’insuline exogene) et préserver le maximum et le plus
longtemps possible, le peu de cellules B restantes intactes.

Le diabete de type 2 (DT2) souvent appelé diabéte adulte ou insulino-indépendant,

affecte habituellement les adultes agés de plus de 40 ans. Par contre, de plus en plus de
jeunes enfants ayant un surplus de poids en souffrent également (63). L’état de résistance a
I’insuline accompagné d’un dysfonctionnement de sécrétion de I’insuline joue un role
déterminant et causal dans le développement de ce type de diabéte. De plus, le diabéte de
type 2 est trés souvent associé a 1’obésité. En effet, plus de 80% des diabétiques de type 2
sont obeses. Bien que le mode de vie et la suralimentation semblent étre les principaux
facteurs déclencheurs de cette maladie, des ¢léments génétiques sont aussi impliqués. En
effet, ’hérédité augmente d’environ 2 a 4 fois (64) le risque de contracter ce type de

diabéte, si un des parents en a souffert.

Le diabete gestationnel ou diabéte de grossesse est une préoccupation croissante. Au
Canada, il touche environ 7% des femmes enceintes et ce taux est encore plus important
chez les femmes autochtones ou la prévalence atteint les 13% (65). Ce type de diabete
survient au cours de la grossesse, surtout pendant le 2° ou 3° trimestre ou les besoins en
insuline sont beaucoup plus importants qu’en temps normal. De plus, certains facteurs tels
que les hormones de croissance et placentaires diminuent I’action de 1’insuline (66). Le
diabéte gestationnel est détecté par la présence élevée de glucose sanguin chez la femme
enceinte. Il expose la mére ainsi que 1’enfant a plusieurs risques et voir méme la possibilité

d’étre atteint de diabete de type 2 au cours de leur vie.

1.4.2.2 Les diabétes secondaires

Les autres types de diabetes sont souvent appelés diabeétes spécifiques, puisqu’ils
sont liés a une cause bien définie. Ces causes peuvent étre de nature génétique, comme le

diabéte MODY (Maturity Onset Diabetes Of the Young), et affecter la fonction des cellules
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3. Le diabéte secondaire peut aussi étre découlé de I’évolution d’une autre maladie, tels que
les maladies endocrines (Syndrome de Cushing, hyperthyroidie), les maladies du pancréas
(pancréatite, cancer du pancréas) et les maladies du foie (cirrhose, hépatite C). Certains

médicaments comme les corticoides peuvent aussi induire ce type de diabéte.
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Figure 5 : Physiopathologie du diabéte de type 2. Le diabéte de type 2 touche principalement 4
principaux organes; Le pancréas, le tissus adipeux, le foie et le muscle. Une dysfonction au niveau
des cellules B engendre une sécrétion insuffisante de I’insuline (INS). Une altération au niveau du
foie meéne a une surproduction du glucose hépatique. Aux niveaux des tissus adipeux, on remarque
une activation de la lipolyse menant a un taux anormal des acides gras (A.G). Une anomalie au
niveau du muscle conduit a une diminution de 1’absorption du glucose et de son utilisation. Tous

ces facteurs menent a une hyperglycémie (adapté de (64)).
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1.4.3 Physiopathologie du diabéte

Le diabéte de type 2 est le résultat de 1’association d’un déficit de sécrétion de
I’insuline, due a une anomalie des cellules B pancréatiques, et d’un déficit de 1’action de
celle-ci menant a sa résistance (expliqué a la section 1.3.4). Un autre facteur vient s’y
ajouter, il s’agit d’une production accrue du glucose par le foie. Cette production excessive
contribue certainement a ¢lever la glycémie sanguine des diabétiques et est impliquée dans

1’étiologie de la maladie (figure 5).

1.4.3.1 Dysfonction des cellules B pancréatiques

Les anomalies de la sécrétion de I’insuline est un dénominateur commun de toutes
les formes du diabete. Le dysfonctionnement des cellules B pancréatiques apparaissent au
tout début de la maladie, aux stades modérés de 1’hyperglycémie a jeun et de I’intolérance
au glucose.

On remarque chez les diabétiques une relation entre la sécrétion de I’insuline et la
glycémie a jeun, formant une courbe appelée « courbe de Starling » (figure 6). Cette courbe
en forme de cloche représente I’insulinémie (en ordonnées) et la glycémie a jeun (en
abscisse). L’insulinémie augmente en fonction de la glycémie jusqu’a I’atteinte du seuil
limite fixé a 7,2 mM (1,30 g/L), ou I’insulino-sécrétion diminue avec 1’ascension de la
glycémie (49). Ce seuil de transition représente 1’incapacité des cellules B pancréatiques a
libérer les granules d’insuline et a s’adapter a cette hyperglycémie. Ceci marque le début du
diabéte de type 2.

Il est a noter que la sécrétion basale de 1’insuline chez les individus sains s’effectue
selon un mode pulsatile (47) avec des oscillations plus ou moins amples. Cette sécrétion
pulsatile s’aveére étre beaucoup plus faible chez les diabétiques apres ingestion d’un repas.

I1y a alors perte du rythme oscillatoire rapide de la sécrétion de 1’insuline.
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Figure 6 : Courbe de Starling du pancréas pour la sécrétion d’insuline (adapté et modifié de(67))

Plusieurs facteurs meénent aux dysfonctionnements des cellules . Premiérement,
I’exposition chronique de ces cellules a I’hyperglycémie et aux acides gras diminuent
progressivement la sécrétion de I’insuline en réponse aux stimuli de glucose (68, 69).
D’autre part, les radicaux libres, la glycation des protéines ainsi que les plaques amyloides
retrouvées sur les ilots de Langerhans (70) contribuent a la réduction de la masse des
cellules B et par conséquent la perte de leurs fonctions. En effet, le nombre des cellules B
est environ 20 a 40% plus faible chez les diabétiques de type 2 comparativement aux

individus sains (71).

1.4.4 Les complications du diabéte de type 2

Un diabete mal contrdlé et mal suivi peut avoir des conséquences lourdes pour la
santé de 1’individu (figure 7). Les complications sont principalement vasculaires touchant
les petits vaisseaux (microvasculaires) et les plus gros (macrovasculaires). Les mécanismes

par lesquels ces complications surviennent comprennent; la glucosylation des protéines
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sériques avec formation de produits terminaux de glucosylation (advanced glycation
endproducts), la production de radicaux libres (superoxydes), l'activation de la protéine
kinase C qui augmente la perméabilité vasculaire et cause la dysfonction endothéliale, ainsi
que I’activation de la voie d’hexosamine (63).

Les atteintes microvasculaires ménent a 3 principales pathologies; la rétinopathie, la
néphropathie et la neuropathie. Les atteintes macrovasculaires sont causées par une
dyslipidémie, ainsi qu’une insulinémie et une glycémie élevées. Ces atteintes peuvent
mener a des affections plus graves pouvant méme étre mortelles. En effet, plus de 3
diabétiques sur 4 meurent a la suite de complications de 1’athérosclérose (72). De plus, le
diabéte aggrave le risque de voir survenir des accidents cardiovasculaires par I’obstruction
des vaisseaux sanguins du cceur (infarctus) et du cerveau, entrainant des accidents
vasculaires cérébraux (AVC).

D’autres types de complications peuvent apparaitre au cours de la maladie telles
qu’une sensibilité accrue aux infections bactériennes et mycosiques, provoquant des
infections urinaires et cutanées. Aussi, un taux ¢levé de corps cétoniques et de sucre dans
les urines provoque souvent une acidocétose qui peut étre sérieuse et grave, pouvant
entrainer un coma.

Un contrdle adéquat et rigoureux de la glycémie et des lipides chez les diabétiques
peut prévenir ces complications. Cependant une fois atteintes, elles ne peuvent E&tre

renversées et guéries facilement.
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Figure 7 : Les complications du diabéte de types 2 (adapté et modifié (73))
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Une hyperglycémie causée par le diabéte endommage autant les petits vaisseaux sanguins que les

plus gros tels que les arteres. Avec le temps, le diabéte accroit les risques de graves complications

touchant les organes vitaux.

1.4.5 Prévalence et incidence

Le diabete atteint des proportions épidémiques depuis déja quelques décennies.

Sa

prévalence augmente a un rythme alarmant a travers le monde. En 2003, la Fédération

Internationale du Diabéte (IDF) a estimé que prés de 200 millions de personnes dans le

monde ¢étaient atteintes de diabéte. Ce chiffre devrait passer a 333 millions en 2025,

représentant environ 6,3% de la population mondiale (figure 8). Le diabete s'est d'abord

développé dans les pays riches, mais se propage de plus en plus dans les pays en voie de
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développement. En effet, d’ici 25 ans le nombre de personnes atteint de diabéte dans ces
pays augmentera de 150% (74).

Cette hausse de la prévalence est un véritable fardeau ¢économique. En effet, le
diabéte colite a 1’économie mondiale environ 376 milliard $, soit 11,6% des dépenses

mondiales totales de la santé (75).

<2%
2-5%
5-8%
8-11%
11-14%
14 -17 %
17 - 20 %
. = 20 %
Figure 8: Estimation de la prévalence mondiale du diabéte en 2025 selon la Fédération

International du Diabéte (IDF).

1.4.5.1 Le diabéte chez la population autochtone

De toutes les régions du monde, I’ Amérique du Nord est celle la plus touchée par le
diabéte de type 2. En effet, prés de 10,2% de sa population adulte en est atteint (75). Au
Canada, c’est chez la population autochtone que 1’on retrouve le plus grand taux de
diabétiques, ou la prévalence atteint 21,6% (76). Le diabete est une maladie qui a fait son

apparition récemment chez les autochtones puisque, autrefois, ils avaient un mode de vie
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nomade et actif avec une alimentation plus saine. Par contre, avec 1’acquisition du mode de
vie actuel, plutdt sédentaire, et les habitudes alimentaires riches en calories (77), le risque
d’étre atteint d’un syndrome métabolique est augmenté énormément. Outre ces facteurs
environnementaux, les autochtones sont génétiquement prédisposés a emmagasiner
davantage 1’énergie que leur procure leur alimentation, ce qui augmente le risque qu’ils
deviennent obeéses, s’ils ne la dépensent pas adéquatement (78). De plus, au Canada, les
autochtones vivent principalement dans des communautés éloignées des grands centres
urbains et par conséquent, 1’acce€s aux services de santé y est restreint. De plus, par leurs
culture et croyances ancestrales, les autochtones adhérent mal aux traitements
médicamenteux. Cette inobservance diminue leur chance de controler la glycémie et

d’éviter les complications, une fois la maladie installée.

1.5 Prévention et traitements du diabete de type 2

La prévention et le traitement du diabéte de type 2 ont pour objectif de maintenir
une glycémie stable et d’éviter les complications et / ou de retarder 1’évolution de la

maladie.

1.5.1 Habitudes de vie :

Le diabéte de type 2 est une maladie causée en grande partie par un mode de vie
sédentaire et par une alimentation non adéquate. Connaissant les facteurs de risque au
développement de cette maladie, il est plus facile de prévenir son apparition en mangeant
sainement (entre autre en augmentant la quantité de fibre) et en contrélant le poids corporel

par la pratique réguliere d’activités physiques.
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1.5.2 Traitements pharmacologiques :

Si les changements de style de vie qui sont difficiles a mettre en place et a
maintenir, ne suffisent pas au controle de la glycémie, il est alors important de faire appel
aux traitements médicamenteux.

Le principal traitement est I'insuline exogene utilisé lors des traitements aigiies de la
maladie ou lorsque les antidiabétiques oraux ne suffisent plus. L’injection de ’insuline est
utilisée pour compenser la déficience ou l'absence de la sécrétion endogene. Les
antidiabétiques oraux, quant a eux, activent la sécrétion de l'insuline endogeéne (sulfamides
hypoglycémiants, répaglinide) ou renforcent ses effets (metformine). Ils peuvent aussi
modifier I’absorption intestinale du glucose et ainsi abaisser les taux de glycémie sanguine.

Actuellement sur le marché, il existe principalement 5 classes de médicaments
antidiabétiques; les biguanides, les glitazones, les glitinides, les sulfonylurées, les
inhibiteurs de I’alpha-glucosides (79) et les incrétines (analogues GLP-1 et inhibiteurs

DPP-4).

Les biguanides

Les biguanides agissent comme des potentialisateurs des effets de 1’insuline. La
metformine (Glucophage ®) est le plus important médicament de cette classe et le seul a
étre disponible sur le marché. Il agit en augmentant la sensibilité a 1’insuline au niveau du
métabolisme glucidique et lipidique. D’une part, il stimule la captation du glucose en
induisant la translocation basale des Glut4 dans le muscle squelettique. D’autre part, elle
diminue la production hépatique du glucose et stimule son stockage sous forme de
glycogene dans le foie. De plus, la metformine joue un réle dans le métabolisme des lipides
en activant I’oxydation des AG et en inhibant les enzymes de la lipogenése via I’activation
de I’AMPK, aidant a abaisser les taux de TG sanguins (figure 9). Elle vise donc a diminuer
la résistance de I’insuline et a abaisser la glycémie sanguine. Son efficacité pourrait étre
optimale si combinée avec les sulfonylurées, les glitinides, les glitazones, les inhibiteurs de

la DPP-4 et I’insuline (80).
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La metformine n'est pas métabolisée par biotransformations; elle est présente dans
le plasma sous forme libre et est ¢liminée par le rein (sécrétion tubulaire et filtration
glomérulaire). Donc, en cas d'insuffisance rénale, la metformine risque de s'accumuler et

est donc une contre-indication a sa prescription (81).
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Figure 9 : Mécanisme d’action des biguanides (adaptée et modifiée de (80)).

Les glitazones

Les glitazones ou les thiazolidinédiones tels que la rosiglitazone (Avandia®) sont
classés comme agents insulinosensibilisateurs. Ce sont des agonistes des récepteurs PPAR
vy qui modulent la transcription des genes impliqués dans le métabolisme du glucose

(activation des Glut 4 et diminution de la gluconéogenese hépatique (82)) et dans le
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métabolisme des lipides (stimulation de 1’adipogenése et augmentation du stockage des
AGQG). L’activation des PPAR vy stimule aussi la libération d’adiponectine par le tissu
adipeux (83) et active la voie de I’AMPK dans le foie et le muscle squelettique (section
1.1.2.3). Les glitazones améliorent aussi le profil lipidique en stabilisant les ratios
cholestérol total / HDL et en diminuant les AG libres circulants. IIs diminuent donc les taux
de glycémie en diminuant la résistance a 1’insuline au niveau des tissus périphériques
(figure 10).

Par contre, les glitazones augmentent le poids corporel (2 a 3 kg) par accumulation
de lipides au niveau sous cutané¢ (augmentation de la lipogenése et adipogénese, et
diminution de la lipolyse), ce qui pourrait étre problématique pour les personnes souffrant
déja d’embonpoint (84). Elle est aussi responsable de la réduction de la masse osseuse qui
pourrait augmenter 1’incidence de fracture des membres supérieurs (main, humérus) et
inférieurs (pieds, chevilles) surtout chez les femmes postmenopausées sous traitements de
glitazone. De plus, plusieurs études ont rapportés que la prise de rosiglitazone augmente le
risque d’insuffisance cardiaque en induisant une rétention de fluide avec cedémes chez
certains patients et par conséquent pourrait induire le risque d’infarctus du myocarde (85-
87). En Europe, L’EMA (Agence européenne du médicament) a évalué le rapport
bénéfices/risques de la prise de la rosiglitazone dans le traitement du diabéte de type 2 et a
recommandé la suspension des autorisations de mise sur le marché des ces médicaments en
raison de 1’augmentation du risque cardiovasculaire engendré (88). Au Canada et aux Etats-
Unis, les effets secondaires cardiovasculaires ont poussé les organismes sanitaires
respectifs de ces deux pays (Santé Canada et le FDA) a émettre un avis concernant son
utilisation et a restreindre ses indications officielles (89, 90). La rosiglitazone est donc
prescrite avec le consentement du patient et en dernier lieu, lorsqu’aucun autre

antidiabétique ne suffit pour controler adéquatement la glycémie sanguine.
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Figure 10 : Mécanisme d’action des glitazones (modifiée et adaptée de (80). Les glitazones
diminuent la résistance a ’insuline en exercant leur effet, via I’activation du récepteur PPAR v, sur

le tissu adipeux, le foie et le muscle squelettique.

Les sulfonylurées

Les sulfonyrulées, aussi appelés sulfamides hypoglycémiants, sont une des classes
principales des antidiabétiques oraux. Ils activent la sécrétion de 1’insuline en se liant au
récepteur spécifique SURI (sulfonylurea receptor) situé sur la membrane plasmique des
cellules B pancréatiques. Cette sous unité qui lie ’ATP et ’ADP fonctionne comme un
senseur de glucose pour stimuler la sécrétion d’insuline. La liaison des sulfonylurées au
récepteur active la fermeture du canal potassique (K'-ATP), engendrant la dépolarisation de
la membrane des cellules 3 et I’ouverture du canal calcique voltage dépendant. L’influx de
calcium qui s’ensuit provoque I’exocytose des granules d’insuline induisant sa sécrétion

(figure 11).
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Les sulfonylurées peuvent étre utilisées soit en monothérapie lorsque la metformine est
contre-indiquée, ou bien en combinaison avec d’autres classes d’antidiabétiques tels que
I’acarbose, les glitazones ou I’insuline.

Leurs utilisations nécessitent par contre le bon fonctionnement des cellules 03
pancréatiques, sinon ils ne sont pas efficaces. Leur principale complication est

I’hypoglycémie, surtout lors de jeine ou d’un surdosage médicamenteux (79).
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Figure 11 : Mécanisme d’action des sulfonylurées (modifiée et adaptée de (80)).

Les glitinides

Parmi les glitinides les plus connus se retrouvent la répaglinide (Novonorm®) et
natéglinide (Starlix®). Ce sont des sécrétagogues d’insuline qui agissent par le méme
mécanisme que les sulfonylurées, c’est-a-dire en agissant directement sur les canaux K'-
ATP, mais en se liant a un site adjacent (figure 12). Leurs effets sont trés rapides et de trés

courtes durées d’action, ce qui nécessite leur prise 3 fois par jour avant chaque repas pour
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¢viter ’hyperglycémie postprandiale (91). Leurs avantages et inconvénients a long terme
par rapport aux sulfonylurées restent encore a préciser, mais leur efficacité se situe surtout
au niveau de la sécrétion rapide de 1’insuline et donc une réduction presque instantanée de

la glycémie postprandiale.
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Figure 12 : Mécanisme d’action des glitinides (modifiée et adaptée de (80).

Les inhibiteurs de ’alpha-glucosides

Les a-glucosidases intestinales, sont des enzymes qui se retrouvent au niveau de la
surface des villosités de 'intestin gréle. Ils sont responsables de 1I’hydrolyse des résidus
d'amidon, d’oligosaccharides et des disaccharides afin de libérer du glucose. Cette
hydrolyse est nécessaire a l'absorption digestive des glucides, puisque seuls les
monosaccharides (glucose ou fructose) peuvent y étre absorbés (81). L’inhibition de cette
enzyme par l'acarbose (Glucobay®), le miglitol (Diastabol®) ou I'émiglitate réduit ou
ralentit 1’absorption digestive intestinale du glucose, aboutissant donc a une baisse des

glycémies postprandiales (figure 13). Cette classe de médicaments est par contre moins
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puissante que les autres antidiabétiques oraux et leur efficacité n’est pas démontrée a long
terme. Elles sont utilisées pour les patients ayant une légére hyperglycémie postprandiale.
Les principaux effets secondaires des inhibiteurs de 1’alpha-glucosidase se manifestent

surtout par des troubles digestifs, des douleurs abdominales ou de ballonnement (92).

Amidon Sucrose Acarbose
(combiné aux glucoses) (glucose+fructose) OH
HO, _LOH
Amylase Inhibiteur de (\L
3 M =z W F ]
Maltose HOQ A OH
(glucose+glucose) J- ( W
Hot S0 A oH
¢ X | a-glucosidase 0 !

X- P
e A | A

Glucose Glucose Glucose Fructose

\ ! l !

,l,Taux de glucose sanguin

Figure 13 : Mécanisme d’action des inhibiteurs de 1’alpha-glucosidase (modifiée et adaptée de
(80)). Les inhibiteurs de I’a-glucosidase inhibent de fagon compétitive les enzymes de type a-
glucosidases localisés dans la bordure en brosse du petit intestin. Ils diminuent ainsi la dégradation
du sucrose et des carbohydrates complexes (amidon), et réduisent I’absorption des carbohydrates de

P’intestin.

Les incrétines (analogues GLP-1 et inhibiteurs DPP-4)

Les incrétines sont des hormones gastro-intestinales qui stimulent la sécrétion
d'insuline lorsque la glycémie est trop ¢élevée. Cette classe de médicaments exploite donc
I’effet incrétine qui est caractérisé par une plus grande stimulation de la sécrétion d’insuline
suite a I’administration orale de glucose. Deux hormones intestinales stimulent cet effet, le
GLP-1 (Glucagon like-1 peptide) et le GIP (Glucose-dependent insulinotropic polypeptide).
La sécrétion de GLP-1 par les cellules intestinales est stimulée par la prise de nourriture et

vise a abaisser le taux de glucagon (figure 14). L approche thérapeutique visée par cette
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classe d’antidiabétique a pour but de prolonger I’effet du GLP-1 de deux maniéres
possibles; soit par utilisation des analogues synthétiques de GLP-1 (Exenatide, Liraglutide),
soit par inhibition de sa dégradation enzymatique par les inhibiteurs de 1’enzyme
dipeptidylpeptidase-4 (Sitagliptin et Saxagliptin). Les analogues de la GLP-1 et les
inhibiteurs de la DPP-4 peuvent étre utilisés en association avec la metformine ou une
sulfonylurée, en vue d’améliorer le controle glycémique chez les diabétiques de type 2. Ils
sont cependant contre-indiqués pour les patients ayant des troubles gastro-intestinales tels

que la gastroparésie (93, 94).
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Figure 14 : Effet incrétine réalisé par des analogues de la GLP-1 et les inhibiteurs de la DPP-4

(modifiée et adaptée de (80)).

1.5.3 Médecine traditionnelle et utilisation de plantes médicinales

L’utilisation de la médecine traditionnelle ainsi que des plantes médicinales sont

une pratique courante dans notre société et dans le monde entier. En effet, dans certains
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pays d’Asie et d’Afrique, 80% de la population y a recours pour prévenir ou traiter
certaines maladies primaires (95). La médecine traditionnelle provient d’un mélange entre
la culture, la croyance, le savoir et I’expérience des ainés, mis ensemble afin de traiter les
maladies existantes. C’est une approche holistique englobant les éléments physiques,
psychiques, émotifs et spirituels.

Dans le cas du diabete, il y a une panoplie de plantes provenant de la médecine
traditionnelle ayant des effets antidiabétiques. Au fait, plusieurs médicaments connus sur le
marché, proviennent d’extrait de plante. La metformine, un des médicaments les plus
utilisés dans le traitement du diabete de type 2, en est un exemple. Il dérive d’une substance
naturelle, la guanidine, extraite de la plante appelé Galega officinalis (Lilas Francais) (96).
Les plantes aux propriétés médicinales suscitant un grand intérét chez les scientifiques.

Leur étude est donc importante afin de valider leurs potentiels thérapeutiques.

1.6 Rhododendron groenlandicum

Rhododendron groenlandicum (figure 15), connue sous le nom commun de Thé du
Labrador, est une plante indigeéne retrouvée dans la majeure partie du territoire du Canada
et dans le nord des Etats-Unis. Ce petit arbrisseau de 30 a 120 cm appartient a la famille des
Ericacées et posséde un feuillage en forme elliptique et allongé. Il pousse surtout dans les
tourbieres et dans les boisés humides. La population autochtone, surtout les Cri de la Baie
James du Nord du Québec, utilise régulierement ces feuilles pour en faire une boisson sous
forme de thé ou de tisane afin de combattre 1’asthme, le rhume et les maux de tétes. On lui
confére donc plusieurs propriétés médicinales telles qu’une action analgésique,
antiparasitaire, anti-tumorale, antioxydant, sédatif, décongestionnant, diurétique et
stimulant digestif (97). Derniérement, une étude ethnobotanique (6), réalisée par notre
équipe, a déterminé que Rhododendron groenlandicum avait un fort potentiel
antidiabétique démontré in vitro sur plusieurs lignées cellulaires, notamment les adipocytes

(3T3-L1) et les cellules musculaires (C2C12).
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A B
Figure 15 : Présentation de la fleur (A) et des feuilles (B) de Rhododendron groenlandicum (98,
99).

1.7 Modéle animal de l'insulino-résistance :

Afin d’¢tudier D’étiologie du diabéte de type 2, Iutilisation de modeles
expérimentaux est requis pour faciliter la compréhension de cette maladie complexe et
diversifiée. La mise au point des modeles appropriés de diabete de type 2 chez I’animal,
durant ces derni¢res années, a abouti a une panoplie de modéles basés essentiellement chez
les rongeurs.

L'établissement du diabéte chez les rongeurs peut se faire de différentes manicres;
soit de fagcon spontannée (souris ob/ob, souris KK) ou naturelle (régime alimentaire riche en
gras), soit par induction chirurgicale (ablation pancréatique), chimique (injection de
streptozotocine), immunologique ou par création de mutations transgéniques (des

“’knockout’’ de Glut 4, d’IRS, etc...) (100).
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1.7.1 Importance du modeéle DIO dans 1'étude des maladies métaboliques

Les modeles animaux de diabete induit par un régime alimentaire riche en gras ont
permis 1’étude des effets d’une consommation hypercalorique dans le développement du
diabete de type 2. L'obésité, qui représente un facteur de risque majeur de ’apparition du
diabéte de type 2, est causée par de nombreux facteurs environnementaux et génétiques
(101). L'un de ces facteurs environnementaux est I'apport d'une alimentation riche en gras.
Un mod¢le animal de l'obésité et d’insulino-résistance, DIO, provoqué par l'alimentation a
¢été développé pour étudier la forme d'obésité retrouvé chez I’humain. Les souris C57BL/6
qui sont nourris avec un régime riche en lipides, développent 1'obésité, I’hyperglycémie et
I’hyperlipidémie, contrairement aux souris nourris avec une di¢te standard, CHOW (figure
16) (102). Ce modele DIO s’approche donc du modéele de diabéte de type 2 le plus souvent

retrouvé chez les humains.

DIO

Figure 16 : Souris C57BL/6 nourris avec une diete standard (CHOW) a gauche et souris C57BL/6

nourris avec une diete grasse (DIO) a droite.
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2 OBJECTIFS DU PROJET

L’objectif de cette maitrise est de valider les effets antidiabétiques de
Rhododendron groenlandicum in vivo dans le modele animal de souris DIO et d’¢lucider
ses mécanismes d’action. De plus, 1’identification et la caractérisation des principes actifs
responsables de son effet antidiabétique, sera réalisée en utilisant une approche de

fractionnement guidée par I’activité biologique d’adipogénése.
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ABSTRACT:

Rhododendron groenlandicum (Labrador tea) was identified as an antidiabetic plant
through an ethnobotanical study carried out with the close collaboration of Cree nations of
northern Quebec in Canada. The plant showed glitazone-like activity in a 3T3-L1
adipogenesis bioassay. The current study sought to identify the active compounds
responsible for this potential antidiabetic activity. Isolation and identification of the crude
extract’s active constituents was carried out using bioassay guided fractionation based upon
an in vitro assay that measures the increase of triglycerides content in the 3T3-L1 adipocyte
model cell lines. R. groenlandicum leaves were extracted with 80% ethanol and the extract
separated using silica gel chromatography. Nine chemically distinct fractions were obtained
and adipogenic activity was found in RGE-Fr 5. Preparative HPLC was then used to isolate
the fraction’s constituents. Quercetin, catechin and epicatechin were found to be present
and their identity was confirmed by UV and mass spectroscopy. While two of the
compounds stimulated adipogenesis, none afforded biological activity similar to RGE-Fr5
or the plant’s crude extract when given alone. Results thus demonstrate that quercetin,
catechin and epicatechin represent the active compounds responsible for the adipogenic
activity of Labrador tea. This brings further evidence for the antidiabetic potential of R.
groenlandicum and provides new opportunities to profile active principles in biological

fluids or in traditional preparations.

Keywords
Labrador tea, bioassay-guided fractionation, 3T3-L1 adipocytes, aboriginal traditional

medicine, natural health products.
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INTRODUCTION:

The incidence of metabolic diseases, such as type 2 diabetes, is increasing at an
alarming rate and therefore represents a major worldwide health concern. Over one million
Canadians are currently living with diabetes. The prevalence of this disease is three to five
times higher among the indigenous people than in the general Canadian population (Health
Canada 2006). Our team conducted an ethnobotanical study with the close collaboration of
the Cree of Eeyou Istchee (James Bay area of northern Quebec) and identified 17 potential
antidiabetic medicinal plants used by Cree healers to treat symptoms of diabetes (1-4). In
the course of screening these plants using several cell-based bioassays, a number of extracts
were found to stimulate the differentiation of 3T3-L1 preadipocytes into mature adipocytes
(adipogenesis), capable of synthesizing and accumulating triglycerides as lipid droplets (2).
This bioassay is a surrogate for identifying agonist activity on peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPAR y), a key member of the superfamily of nuclear receptors
that function as transcription factors regulating the expression of genes involved in lipid
metabolism and glucose control (5).

While obesity is a major risk factor for diabetes, an interesting hypothesis suggests
that Type 2 diabetes may result in part from the inability of new adipocytes to be recruited
(through differentiation), thus preventing the expansion of adipose tissue to accommodate
excess calories. In fact, thiazolidinediones (TZD), a class of oral hypoglycemic drugs, exert
their antidiabetic effect in part by inducing adipocyte differentiation through activation of
PPAR vy.

Rhododendron groenlandicum (known as Labrador Tea) is a shrub of the Ericaceae
family that grows in the tundra, bogs and forests of North America (6). It was one of the
plants most highly recommended by Cree healers for the treatment of diabetic symptoms
(1). In our adipogenesis assay, an 80% ethanol extract of R. groenlandicum was able to
stimulate adipogenesis to the same extent as rosiglitazone, a representative TZD oral
hypoglycemic (2). Such adipogenic activity can lead to a reduction in circulating free fatty

acids and hence reduce their accumulation in liver and muscle. Steatosis in these insulin
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sensitive tissues is known to be involved in insulin resistance and type 2 diabetes (7).
Therefore, we used the adipogenesis assay as a tool to guide the fractionation of the crude
ethanol extract of R. groenlandicum (RGE-CEE) in order to identify the active compounds
responsible for this putative antidiabetic activity. We report here the isolation and
identification of three well-known flavonoid compounds: (+) Catechin, (-) Epicatechin and
Quercetin. We show that the first two compounds stimulated adipogenesis with high

concentration only, while the Quercetin inhibited it.
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MATERIALS AND METHODS:

Cell lines, chemicals and biochemicals

Pre-adipocyte 3T3-L1 cell line was purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC; Manassas, VA). Dexamethasone (DMX), Bovine pancreatic Insulin, 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX), Dimethyl sulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma-Aldrich
(Oakville, ON). Rosiglitazone from was obtained Alexis Biochemicals (Hornby, ON).
Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS) and bovine calf
serum (BCS) were from Wisent Inc (St-Bruno, QC). Adipored reagent was purchased from
Combrex Bio Science Walkersville Inc (Walkersville, MD). All solvents (Chromsolv Plus
grade) used for plant extraction and isolation, as well as reference compounds [(+) catechin,
(—) epicatechin and quercetin], silica gel 60 (70-230 mesh) and 60 F254 silica gel thin layer
chromatography plates (20.0 x 20.0 cm) were obtained from Sigma-Aldrich.

Plant material

Fresh leaves of Rhododendron groenlandicum (Oeder) Kron & Judd (Ericaceae) were
collected during August 2007 in Eeyou Istchee (Eastern James Bay area of northern
Quebec, Canada) with the help of Cree elders. Species were identified by a plant
taxonomist, Dr. Alain Cuerrier (Montreal Botanical Garden) and a voucher specimen (MIS

03-9) was deposited at Marie Victorin Herbarium of the Montreal Botanical Garden

(Quebec, Canada).

Extraction and Isolation

The dried and shredded leaves (1.6 Kg) were extracted with 15 L ethanol (80 % in MilliQ
water) with 24 h continous shaking at room temperature on an orbital shaker. The pellet
was extracted with 7 L of 80 % methanol by 24 h shaking. The supernatants were combined
and evaporated to dryness in vacuo using a Yamato rotatory evaporator (Model RE300,

Yamato America Inc., Santa Clara, CA) to yield 290 g of a dark green crude extract.
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Dried extract (100 g) was chromatographed on an open glass column packed with 1.6 Kg of
silica gel. The elutions were carried out sequentially with a hexanes:ethyl acetate gradient
(1:0—0:1) and an ethyl acetate:methanol (1:0—0:1) gradient to yield one hundred and ten
(110) eluates of 250 ml each. Chemically similar eluates were pooled on the basis of thin
layer chromatographic profiles performed on silica gel plates and visualized by 10%
H2SO04. This procedure yielded nine primary fractions identified as RGE-1 though RGE-9.
Biological activity was assessed using the adipogenesis assay (described below) in order to
select the active fraction(s) to be subjected to further fractionation. The crude extract and
pooled fractions were tested at 75 pg/mL, the concentration found to be optimal for the

crude extract in previous studies (2).

HPLC-DAD-MS Analyses

The identification of the compounds in the crude extract and in the active fraction, RGE-5
(1.2 g; eluted with hexanes-ethyl acetate (1:9)), was carried out by chromatographic
analyses performed on an Agilent 1100 series HPLC-DAD-APCI/MSD system (Agilent
Technologies Inc., Palo Alto, CA). Co-chromatography and authentication were determined
by automated UV library matching and mass spectrometry by a method described in
Saleem et al., 2010 (8). Briefly, the compounds were identified at the monitoring
wavelengths of 280 nm (band width 4 nm, reference off) for (+) catechin and (-)
epicatechin and of 325 nm (band width 4 nm, reference off) for quercetin. The
identification of the compounds was corroborated by comparing the fragments of the
compounds with the authentic standards using atmospheric pressure chemical ionization-
mass selective detector (APCI-MSD) in positive scan mode within a mass range of 100 —

500 amu.
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Cell culture

Pre-adipocyte 3T3-L1 cells were grown to confluency in DMEM containing 10% FBS
(proliferative medium). 24 h post-confluence (day 0), cell were induced to differentiate
with DMEM supplemented with 10 % FBS, 1 uM dexamethasone, 250 uM IBMX and 500
nM insulin. After 48 h, the media was replaced with DMEM containing 10 % FBS and 500
nM insulin. Cells were differentiated for a total of 7 days with media change every 2 days.
Plant extracts and fractions (75 pg/ml), isolates (10 to 150 uM), as well as Rosiglitazone
(10 uM; inducer of differentiation) were dissolved in DMSO and added to the cells, being
present continuously since day 0 of differentiation (DMSO set at 0.1 % final concentration

thoughout).

Adipogenesis

Once differentiated, adipocytes accumulate triglycerides (TG). We measured intracellular
TG content at day 7 of differentiation by using the AdipoRed reagent according to the
manufacturer’s instructions, as previously described (4). Briefly, after washing each well
twice with PBS, 2 ml of PBS containing 60 pl of AdipoRed reagent were added to each
well, mixed by gentle trituration and incubated for 15 minutes at room temperature.
AdipoRed becomes fluorescent when partitioned in a hydrophobic compartment. The
fluorescence of each well was measured with a Wallac Victor2 fluorimeter (Perkin-Elmer,
St-Laurent, QC) at an excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 572

nm. The results were reported as percentage of the vehicle control (0.1 %DMSO).

STATISTICAL ANALYSIS:

Intracellular TG content results are presented as the mean £ SEM of 3 independent
experiments, each performed in triplicate. The SigmaStat software (Jandel Scientific, San
Rafael, CA) was used to perform the statistical analysis. Differences between group means

were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA). The EC50 and IC50 values
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were calculated using GraphPad Prism version 4.0c (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA).

A P value below 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Phytochemical fractionation

Our previous screening studies (2) revealed that R. groenlandicum strongly
stimulates the differentiation of 3T3-L1 cells (adipogenesis). Therefore, in the present
study, a classical bioassay-guided fractionation approach was used to isolate the
constituents of R. groenlandicum with adipogenic activity (Figure 1).

Dried and shredded leaves (1.6 Kg) were extracted with 80% aqueous ethanol to
generate a crude ethanol extract. When tested on the 7th day of differentiation and at the
previously determined optimal concentration of 75 pg/ml (2), this extract increased the
intracellular TG content of 3T3-L1 cells by 330 + 38 % (p<0.001), as compared to the
DMSO vehicle control (Figure 1). Next, the crude extract (100 g) was subjected to silica
gel column chromatography to yield nine primary fractions (RGE-1 to RGE-9). Fraction
RGE-5 was the most active of the nine fractions with respect to adipogenesis; its activity
being similar to that of the crude extract (313 + 14% vs 330 + 38% respectively; NS; Figure
1). We then tested this fraction at different concentrations ranging from 10 to 100 pg/ml
(Figure 2A), still in comparison with the crude extract at 75 ng/ml. The adipogenic activity
increased concentration dependently and reached a plateau at 50 pg/ml, consistent with
standard dose-response relationships. Of note, the highest activity of RGE-5 (311% =+ 53)
was reached at 75 pg/ml and this again was not statistically different from the activity of

the crude extract tested in parallel at the same concentration (329 + 42%; NS) (Figure 2B).

HPLC characterization

The photochemical characterization of Labrador tea crude ethanolic extract has been
reported previously (2, 8). In the latest study, the following compounds were identified by
HPLC: Catechin, chologenic acid, epicatechin, procyanidin B2, procyanidin Al, and

several quercetin glycosides (Figure 3A).
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Preparative reversed-phase HPLC-MS (C18 silica gel column; CH3CN-H20
gradient as a mobile phase) separation of fraction RGE-5 yielded three major compounds:
(+) catechin, (-) epicatechin and quercetin (Table I). The identification of these compounds,
based on retention times, UV spectra and mass spectral fragments, was achieved by co-
chromatography under similar chromatographic and spectrometric conditions (Figure 3).
Quantification of the three compounds revealed that they are minor components of the
crude extract (8) and of the active fraction RGE-5 (Table I). Together, the three compounds
account for no more than 2.26% and 41.94% of the dry weight, respectively.

Adipogenic profile of active compounds

Next, the adipogenic activity of each of the three compounds was assessed at
concentrations ranging from 10 to 150 uM (Figure 4). All three compounds demonstrated
standard sigmoidal logarithmic dose-response relationships. However, at low doses, (+)
catechin was found to inhibit adipogenesis by 35-45% (Figure 4A; p<0.05). This activity
profile shifted steeply toward stimulation of adipogenesis around a concentration of 100
uM, yielding a calculated EC50 of 104 uM. In contrast, low doses of (-) Epicatechin did
not significantly affect adipogenesis, but again a steep dose-response relationship was
observed (Figure 4B). The calculated EC50 for the adipogenic activity of (-) epicatechin
was 127 uM. In the case of quercetin, an inverse relationship was found, inhibition of
adipogenesis being observed at higher concentrations (50 — 150 uM; Figure 4C). Analysis
of the dose-response curve yielded an IC50 value of 47 uM. Intriguingly, a single dose of
quercetin deviated from the inhibitory profile. Indeed, at 25 pM, the compound stimulated
adipogenesis by 173 + 23% (p<0.005).
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DISCUSSION:

The Cree of Eeyou Istchee, like many aboriginal populations in Canada and
elsewhere, suffer from an alarmingly high incidence of Type 2 diabetes (Health Canada,
2006). Moreover, they suffer greater diabetic complications, partly because of poor
compliance to modern pharmaceuticals that are considered culturally inadequate (9). With
this in mind, our research team has worked for several years in close collaboration with
Cree Elders and healers, as well as local and regional Cree health organizations, to explore
the potential of Cree traditional medicine to help mitigate the devastating impact of Type 2
diabetes. The present work contributes to this effort by determining the active principles of
one of the most promising antidiabetic medicinal plant to have been identified from the
Cree traditional pharmacopeia, in part by virtue of its stimulation of adipogenesis in 3T3-
L1 cells.

Indeed, it is well established that stimulators of adipogenesis offer a promising
therapeutic approach for Type 2 diabetes treatment (10). For instance, TZDs are widely
used oral hypoglycemic drugs that induce PPARy activity and consequently promote
adipogenesis (11). In a previous study from our laboratory (2), the crude ethanol extract of
R. groenlandicum was found to induce adipocyte differentiation as strongly as
rosiglitazone, a reference TZD. A classical bioassay-guided fractionation approach,
combined with standard analytical chemistry tools, was thus used in the present study to
isolate and identify the active compounds responsible for the adipogenic activity of this
plant extract.

Through silica gel chromatography, nine distinct fractions were obtained and only
one of these, RGE-5, exhibited the same adipogenic activity as the crude ethanol extract
from which it originated. RGE-5 demonstrated a standard dose-response relationship and
was further fractionated using preparative HPLC. Three phenolic compounds were found to
be part of this active fraction of Labrador tea: (+) catechin, (-) epicatechin and quercetin.
These belong to the flavonoid family, which are ubiquitously found in plants, fruits and

beverages derived thereof. Flavonoids possess several important and beneficial effects on
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human health such as anti-inflammatory, antioxidant (12), antigenotoxic (13) and anti-
atherogenic activities, several of these playing favorable roles to mitigate Type 2 diabetes
and related complications (13). Furthermore, various flavonoids stimulate the
differentiation of several cell lines, including adipocytes, whereas other compounds of the
same family inhibit such differentiation (14).

(+) Catechin is one of the major polyphenolic compounds present in green tea that
has shown mixed effects on adipogenesis. The results of the present study showed that,
when tested alone, (+) catechin inhibited adipogenesis by 35-45% at concentrations equal
to or below 100 uM, but significantly stimulated it at higher concentrations (EC50 = 104
uM). This corroborates the results of Chien et al whereby catechin inhibited adipogenesis
of 3T3-L1 cells by 54%, mainly by inhibiting the activation of PPARy (14). The highest
concentration tested was 100 uM, but the author failed to mention the catechin isomer used
in their experiments (14). In a more recent study, Shin et al reported that (-) catechin (the
enantiomer of the compound found in RGE-5) and (-) epicatechin (the epimer of (+)
catechin) strongly stimulated the differentiation of human bone marrow mesenchymal stem
cells into adipocytes, while (+) catechin did not affect adipogenesis (15). On the other hand,
Mochizuki et al (16) showed that 70 uM of (+) catechin stimulated adipogenesis, while the
same concentration of (-) catechin significantly inhibited it. Therefore, it seems that the two
isomers can have opposing effects at different concentrations, with the two being able to
stimulate and inhibit adipogenesis. In our case, R. groenlandicum was found to contain
only (+) catechin (2, 8), and concentrations of (+) catechin greater than 100 uM were
needed to stimulate adipogenesis.

For the second compound, (-) epicatechin, our results showed that it had no
significant effect on adipogenesis until concentrations reached 150 uM (EC50 = 127 [1M).
Although there are conflicting data regarding the effect of (-)-epigallocatechin and (-)
epicatechin gallate (two closely related flavonoids) on adipogenesis (15, 17), little has been
published on the effect of (-) epicatechin alone on adipogenesis. Consistent with our
findings at lower concentrations, Furuyashiki et al. (17) failed to see any effect of 5 uM (-)

epicatechin on adipogenesis. On the other hand, Shin et al (15) showed that a 10 uM dose
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of the compound stimulated adipogenesis of 3T3-L1 cells by 27%. Difference in the
differentiation protocols used could account for this apparent discrepancy. Indeed, we
measured the accumulation of TG after 7 days of differentiation, while Shin et al assayed it
after 12 days. The longer incubation period may have allowed more cells to differentiate at
lower (-) epicatechin concentrations.

Finally, the third flavonoid identified in our active fraction, quercetin, has been
more consistently shown to inhibit adipogenesis in 3T3-L1 preadipocytes and human bone
marrow mesenchymal cells in a dose-dependent manner (14). We observed similar dose-
dependent inhibition of adipogenesis at quercetin levels of 50-150 pM (IC50 = 47uM).
Interestingly, 25 pM of quercetin stimulated adipogenesis by 70%. This was unexpected
since no previous data support pro-adipogenic activity of quercetin. In fact, Chien et al
showed that 25 uM of quercetin inhibited adipogenesis using a different differentiation
protocol. Of note, these authors used 0.125 mM indomethacin in their short-term medium.
Indomethacin is a non-steroidal anti-inflammatory drug and cyclooxygenase inhibitor that
is frequently used as a research tool to study the process of adipocyte differentiation (18).
Further studies will be required to understand the observed adipogenic activity of quercetin
at 25 uM. Nevertheless, it must be noted that the quercetin concentration in fraction RGE-
5, calculated from the HPLC quantification of the compound (Table I), is about 4.82 uM,
well below the IC50 of this compound (IC50 =47 uM).

In summary, we have identified (+) catechin and (-) epicatechin as the active
compounds responsible for the adipogenic activity of Labrador Tea crude extract by
applying classical bioassay guided isolation approach. Quercetin, a known inhibitor of
adipogenesis, was also present in the crude extract and the active fraction of R.
groenlandicum, but at very low concentrations that do not interfere with adipogenesis.
Moreover, it would be important to confirm the antidiabetic activity of this plant extract in
an animal model and to further explore the mechanism of action of this plant extract.
Overall, the present study provide further validation of the traditional medical knowledge
of the Eastern James Bay Cree and suggests that Labrador Tea can represent a valuable,

culturally relevant therapeutic approach to help mitigate the devastating effects of Type 2
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diabetes and related complications. Moreover, the identification of the plant’s active
compounds paves the way to their use for pharmacokinetic studies (measurement in
biological fluids) and in the development of new therapeutic agents for the treatment of

metabolic diseases.
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FIGURE LEGEND:

Figure 1: Phytochemical fractionation of the crude ethanol extract of Rhododendron
groenlandicum (RGE-CEE) guided by an in vitro assay measuring the increase of
triglycerides content in the 3T3-L1 adipocyte model cell line. The crude extract and the
fractions were tested simultaneously at 75 pg/ml. Values in brackets represent activity
expressed as percentage change in the rate of basal adipogenesis relative to the vehicle
control (0.1% DMSO). Fractionation of the crude extract resulted in the isolation and

identification of catechin, epicatechin and quercetin as the respective active principles.

Figure 2: Adipogenic profile of R. groenlandicum’s crude ethanol extract and fraction
RGE-5. A. Dose-response analysis of the adipogenic action of fraction RGE-5. B. The
adipogenic action of R. groenlandicum crude ethanolic extract (RGE-CEE) and fraction 5
(RGE-5) at the final concentration of 75 pg/ml was compared to that of Rosiglitazone
(10uM), a reference TZD used as the positive control. Data are represented as mean + SEM
and are expressed as % change in the rate of basal adipogenesis relative to the vehicle
control (0.1% DMSO). * indicates a p-value < 0.05 significantly different from control
treated with 0.1% DMSO.

Figure 3: HPLC chromatograms of R. groenlandicum crude ethanol extract (A) and of
fraction RGE-5 (B) resulting in three major compounds listed in Table I. Absorbance at 280
nm (catechin and epicatechin) and 325 nm (quercetin) are plotted against retention time (in
min). Constituent compounds of crude extract were identified previously (8). 1: (+)-
catechin, 2: cholorogenic acid, 3: (-)-epicatechin, 4: quercetin-3-O-galactoside, 5:

quercetin-3-O-glucoside, 6: quercetin-glycoside, 7: quercetin-3-O-arabinoside, 8: quercetin.
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Figure 4: Dose-response analysis of the adipogenic action of active compounds found in
fraction RGE-5. (+)-Catechin (A), (-)-Epicatechin (B) and Quercetin (C) were tested at
concentrations ranging from 0 to 150 uM. Values are represented as means = SEM and are
expressed as % change in the rate of basal adipogenesis relative to the vehicle control
(0.1% DMSO). * indicates a p-value < 0.05 significantly different from vehicle control
treated with 0.1% DMSO.
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Table I: Yield of R. groenlandicum constituents in the crude extract and fraction RGE-5

resulted from bioassay-guided fractionation

Compound Crude extract (mg/g) RGE-5 (mg/g)
(+)-Catechin 0.59 22.54
(-)-Epicatechin 1.43 17.22
Quercetin 0.24 2.17

Total 2.26% 41.94%
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Abstract:

We investigated the anti-diabetic effect of a medicinal plant used by the Cree nation
of northern Quebec, Rhododendron groenlandicum (Labrador Tea) in a diet-induced
obesity (DIO) mouse model. C57BL6 mice were randomly divided into five groups and
given a standard chow diet (~ 4% of energy derived from lipids) or a high fat-diet (~ 35%
of energy derived from lipids) during 8 weeks until they became obese and insulin resistant.
Treatment then began by adding the plant extract at 3 different doses (125, 250, 500 mg/kg)
into the high fat diet for another 8 weeks. At the end of the study, insulin sensitive tissues
(liver, skeletal muscle, adipose tissue) were collected to investigate anti-diabetic effects and
examine the plant’s molecular mechanisms. R. groenlandicum prevented weight gain (by
6%) without altering food intake. It also reduced blood glucose (decrease of 13%) and
plasma insulin (decrease of 65%) while preventing hepatic steatosis (up to 42% reduction
in hepatic triglyceride levels) in DIO mice. Western immunoblot analysis of different
tissues, collected at the end of the study, demonstrated that R. groenlandicum stimulates the
activation of insulin dependent AKT pathway and increased the protein content of Glut 4 in
skeletal muscle. In the liver, R. groenlandicum stimulated two pathways; the insulin
dependent Akt and the insulin independent AMPK ones. The improvement of hepatic
steatosis observed in DIO treated mice was associated with a reduction of inflammation (as
evidenced by decreased IKK alpha / beta activity) and with a decrease in the hepatic
content of SREBP-1, a transcription factor involved in de novo lipogenesis. These data
suggest that R. groenlandicum exerts potential anti-diabetic action by improving insulin
sensitivity and mitigating high-fat diet-induced obesity and hyperglycemia. They also
validate the safety and efficacy of this plant from traditional Cree medicine. Rhododendron
groenlandicum thus represents a promising candidate for culturally relevant complementary

treatment in Cree diabetics.
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Introduction:

Nearly 300 million people are affected and/or have a risk of developing type 2
diabetes worldwide (International Diabetes Federation). According to World Health
Organization (WHO), diabetes has become the fourth or fifth cause of death in most
developed countries. Only in Canada, the prevalence of people living with diabetes has
reached approximately 5.5% of the population (Health Canada 2006). This rate is much
higher among some Canadian Aboriginal population where diabetes prevalence is almost 3
to 5 times higher due to their sedentary lifestyle and genetic predisposition (1). Diabetic
complications are also much more pronounced in this population, in part due to the low
adherence to drug treatment caused by the cultural disconnect of modern pharmaceutical
therapeutics (2). Our Team has thus been working with the Cree of Eeyou Istchii (Eastern
James Bay area of Quebec, Canada) to document the potential of their traditional
pharmacopeia stemming from the Boreal forest to mitigate type 2 diabetes and its
precursor, obesity.

Obesity is indeed a major risk factor for insulin resistance and type 2 diabetes.
Insulin resistance is characterized by a decrease in the ability of target tissues, especially
muscle, liver and adipose tissue, to respond to insulin effects. Therefore, at normal
concentrations, insulin is unable to produce an adequate biological response. To
compensate, insulin secreting B pancreatic cells increase their release of the hormone, thus
resulting in a state of hyperinsulinemia. Eventually, B cell dysfunction leads to impaired
insulin secretion which accentuates deregulation of glucose and lipid metabolism in insulin
sensitive tissues such as skeletal muscle, adipose tissue and liver.

The muscle is the main site of glucose disposal in human, and approximately 80%
of total body glucose uptake occurs in skeletal muscle (3) through insulin- and exercise-
sensitive glucose transporters, Glut4. Following exercise or insulin stimulation, Glut4
transporters translocate from intracellular vesicles (basal state) to the cell surface of muscle
cells (and, to a lesser extent, of adipose cells) to mediate glucose uptake from the

bloodstream, without necessarily altering expression levels of the transport protein. Both
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the insulin-dependent Akt pathway (4) and insulin-independent exercise pathway
implicating AMPK (5) can modulate Glut4 translocation. In addition, manipulation of
Glut4 levels in transgenic mice revealed that glucose homeostasis is also highly sensitive to
Glut4 expression levels. In fact, specific elevation in the level of Glut4 expression in the
muscle prevents insulin resistance (6). Finally, AMPK activation also upregulates skeletal
muscle Glut4 expression thus leading to increased insulin sensitivity glucose uptake by this
tissue (5). We therefore assessed these three key components of muscle glucose
homeostasis, Akt, AMPK and Glut4, in skeletal tissues of obese and insulin-resistant mice
treated with R. groenlandicum, a promising antidiabetic Cree medicinal plant ((1), see
further below).

Adipose tissue is a major site of fatty acid synthesis and storage. PPAR y and
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBPs) are the two key factors affecting the
proliferation and differentiation of adipose cells (7) and are responsible for lipid
accumulation into white adipose tissue (WAT). Adipogenesis is the process of cell
differentiation by which preadipocytes become adipocytes with the characteristic
intracellular accumulation triglycerides (TG). Thiazolidinediones, a class of oral
hypoglycemic drugs that act through PPAR y agonism, can improve insulin sensitivity and
glucose tolerance by promoting the storage of blood lipids (free fatty acids) into the WAT
(8), thereby preventing ectopic fat storage in muscle and liver. On the other hand, the
physiological role of WAT does not only relate to simple energy storage (9).

WAT also plays an important role in regulating systemic insulin sensitivity by
secreting adipokines such as adiponectin and leptin which influence whole body
metabolism (10). Adiponectin is a protein hormone that modulates a number of metabolic
processes, including glucose regulation and fatty acid catabolism (11). It plays a role in the
suppression of the metabolic derangements that may result in type 2 diabetes (12), obesity,
atherosclerosis (11), non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) and metabolic syndrome.
Leptin is also a protein hormone that plays a key role in regulating energy intake and
energy expenditure, including appetite and metabolism (13). Obesity is often associated

with an elevated leptin-to-adiponectin ratio and leptin resistance is frequent in obese



72

individuals, thereby deregulating satiety signals (14). In the present study, we therefore
paid attention to PPAR vy, C/EBP, adiponectin and leptin parameters.

The liver plays a crucial role in the homeostasis of glucose by its ability to control
blood sugar level through glucose production or storage, notably in the form of glycogen.
This organ also regulates lipid homeostasis through a process implicating key lipogenic
enzymes such as acetyl-CoA carboxylase (ACC) and fatty acid synthase (FAS), as well as
the transcription factor sterol response element-binding protein-1 (SREBP-1) (15). The
latter controls the synthesis of cholesterol, fatty acids and triglycerides (16) and may be
involved in the pathogenesis of hepatic insulin resistance (17) through the enhancement of
lipogenenic enzymes. This leads to the intracellular accumulation of triglycerides and hence
hepatosteatosis (15). The increase of SREBP-1 expression is usually caused by
hyperinsulinemia and inflammatory cytokine such as IKK (18, 19). Hence, ACC, AMPK,
SREBP-1 and IKK have been assessed in this study to determine the effects of R.
groenlandicum on liver in vivo.

Rhododendron groenlandicum, commonly known as Labrador Tea, is a medicinal
plant used a lot by the Cree nation of the Eastern James Bay, in Quebec. This endemic
North American plant is widely distributed in the Canadian Boreal forest and grows mostly
in bogs and wet woodlands (20). It is a low shrub of 30 to 120 cm with evergreen leaves
belonging to the Heath family (Ericaceae). Leaf infusions are used as a beverage in
Aboriginal traditional medicine to treat several diseases such as asthma, diabetes, liver and
kidney infections (21). Other pharmacological activities include antibacterial, antioxidant,
anti-inflammatory and analgesic properties (22). The chemical constituents of R.
groenlandicum consist mainly of flavonoids and phenolic compounds that participate in the
plant’s medicinal proprieties (23). Our previous studies demonstrated that R.
groenlandicum exerts promising antidiabetic effects on several insulin sensitive cell lines,
notably skeletal muscle C2C12 and adipocytic 3T3-L1 cells (24), in part through a
metformin-like mechanism (25). We therefore sought to confirm the plant’s antidiabetic
potential in vivo and to further investigate the mechanisms by which this plant can improve

systemic glucose and lipid homeostasis. For this purpose, we chose the diet-induced obesity
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(DIO) mouse model. Indeed, mice fed chronically with a high fat diet develop obesity,
hyperglycemia and hyperlipidemia (26). The DIO model thus adequately reflects the fact
that a high-fat diet is the major environmental factor causing overweight and participating

in the metabolic syndrome to type 2 diabetes continuum in humans (27).
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Materials and methods:

Plant materials:

The leaves of Rhododendron groenlandicum were harvested in the Eeyou Istchii territory,
QC, Canada, dried and kept in dry cool conditions until use. The plant was identified by
taxonomist Dr A. Cuerrier and voucher specimens were deposited at the Marie-Victorin
Herbarium of the Montreal Botanic Garden. The 80% ethanol extract was prepared as

described previously (23, 24).

Animals and diets:

Four-week-old male C57BL/6 mice were purchased from Charles River (St-Constant, QC),
housed in separate cages and kept in a temperature and humidity controlled room with a
12h light-dark cycle. They were fed with commercial chow diet for 2 days to stabilize their
metabolic condition and allow them to adjust to the new environment. Then, the mice were
randomly divided into 5 groups (n=12/group); one group received standard chow diet
(Charles River) throughout the 16-week study (CHOW control group), one group received
a high fat diet (HFD; Bio-Serv, Frentchtown, NJ, USA) throughout the 16-week study
(DIO-control group). This diet provides 35% of the energy in the form of lipids (Table I).
The other 3 groups received HFD for 8 weeks until they became obese and insulin resistant.
The treatment protocol was then initiated by adding the R. groenlandicum extract into the
HFD at 3 different doses (125, 250, 500 mg/kg) for another 8 weeks. Diets were prepared
freshly every week and stored at 4°C. The food and the water were provided ad libitum and
replenished every 3-4 days. During the study, body weight, food intake, water intake and
blood glucose level were measured 2 or 3 times a week, at the same time in the morning.
Glycemia was measured in blood from the tail vein using a commercial glucometer (Accu-
Check Roche, Montreal, QC). At the end of the treatment study, the mice were
anaesthetized (intraperitoneal sodium pentobarbital, 45 mg/kg), sacrificed by

exsanguination, and organs such as liver, skeletal muscle, WAT (epidydimal and
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retroperitoneal fat pads) and kidney were immediately collected, weighted and stored at -
80°C for further analysis.

All animal experiments were conducted in respect of the guidelines from the Canadian
Council for the Care and Protection of Animals and were approved by the Université de

Montréal Animal Experimentation Ethics Committee.

Biochemical assays:

On the last day of study, a complete blood sample was collected from the abdominal aorta
after deep anesthesia and the plasma was isolated by centrifugation at 2500 rpm for 5 min
at 4°C. Plasma insulin (Linco; St-Charles, MO) adiponectin and leptin (Millipore; St-
Charles, MO) were determined using radioimmunoassay kits according to manufacturer
specifications. Circulating lipids (triglycerides, total cholesterol, LDL, HDL) as well as
liver and kidney functional parameters (ALT, AST, creatinine, alkaline phosphatase) were
assessed by standard Clinical Biochemistry protocols at Sainte-Justine’s Children Hospital

(Montreal, Quebec).

Histological Evaluation:

Livers from each mouse were harvested and dissected sections were fixed in 10% formalin
solution and embedded in paraffin. The sections were cut, mounted on glass slides and
stained with hematoxylin phloxine saffron (HPS) by the Institut de Recherche en
Immunologie et en Cancérologie (IRIC), Department of Histology, Université de Montréal,
Montreal, QC, Canada. Liver steatosis was scored by at least two individuals in a blinded
fashion for each animal by assessing the severity of lipid accumulation in hepatocytes. The
percentage of macrovesicular fat accumulation was segregated into 4 grades as previously
described (28, 29): grade 0 representing 0 to 5% of fat-laden hepatocytes; grade 1, 5 to
33%; grade 2, 33 to 66%; and grade 3, 66-100%.
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Measurement of tissue triglyceride content:

Liver samples (about 100 mg each) were powdered under liquid nitrogen and extracted
with chloroform/methanol (2:1) following the method of Folch et al. (30). Samples were
incubated for 48 h at room temperature, then 0.2 vol of NaCl was added and centrifuged at
2000 rpm for 3 min. After removal of the upper phase and conversion of the infranatant to a
uniform phase with methanol, total TG content were determined by using a commercial kit

(Triglycerides standard, Randox Laboratories Itd., United Kingdom).

Western Blot analysis:

Frozen tissue (muscle, liver and WAT) samples were homogenized in RIPA lysis buffer (50
mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 2 mM MgCI2, 5% glycerol, 1% Triton-X 100,
0.1% SDS, pH 7.4) containing protease and phosphatase inhibitors (2 mM PMSF, 10 mM
NaF, 100 uM Na-orthovanadate, ImM Na-pyrophosphate). To determine Glut4 protein
levels, muscles were lysed in sucrose buffer instead (Tris buffer pH 7.4, 20 mM Tris-HCI,
255 mM sucrose, | mM EDTA) containing the same cocktail of protease and phosphatase
inhibitors. After homogenization, samples were centrifuged at 12000 g for 12 min at 4°C
and supernatant was then removed and stored at -80°C until analysis. Total protein content
of each sample was quantified using the Bradford method (31). Equal amounts of protein
(50 pg) were subjected to electrophosphoresis on 10% SDS-polyacrylamide gels and
transferred to nitrocellulose membrane (Millipore, Bedford, MA). Membranes were first
blocked for 2 hours at room temperature in 5% nonfat dry milk in TBST (20 mM Tris; pH
7.6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween-20), then incubated with primary antibodies overnight at
4°C. The membranes were washed three times with TBST and then incubated with the
secondary antibody for 1 hour at room temperature. The signal was revealed by ECL Plus
Western blotting detection system (Perkin Elmer, Woodbridge, Canada). Membranes were
probed with the following antibodies; p-AKT (Ser 473), AKT, p-ACC (Ser 79), ACC, p-
AMPKa (Thr 172), AMPK, p-IKK af8 (Ser176/180), B-actin (1:1000 dilution, 5% BSA,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA); GLUT 4 (1:1000 dilution, 5% milk, Cell
Signaling Technology, Danvers, MA); PPARa, PPARy, SREBP-1, C/EBPa, C/EBPS
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(1:200 dilution; 5% milk, Santa Cruz Biotechnology,inc. Santa Cruz, CA). The anti-rabbit
IgG HRP-conjugated secondary antibodies or anti-mouse IgG HRP-conjugated secondary
antibodies were used at 1:4000 dilutions in 5% milk in TBST (Cell Signaling Technology).

PPARy Activation Experiments:

Using a nuclear receptor reporter assay, R. groenlandicum extract was tested for agonist
and antagonist activity against PPARy by the Contract Research Organization Indigo
Biosciences (State College, PA, USA). Briefly, HEK 293-T cells were transfected with
Gal4-human PPARY, Gal 4-luciferase and pRL as previously described (32). Cells were
incubated with different concentrations of R. groenlandicum (100, 25, 6.25, 1.56 and 0.39
ug/ml), of the PPARY agonist Rosiglitazone (20, 2, 0.2, 0.02 and 0.002 uM) or of the
PPARy antagonist GW9662 (10, 1, 0.1, and 0.01 pM) for 14h. Luciferase activity was then
determined and the EC50 and IC50 values were calculated by Prism 4.0 software
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

Statistical analysis:

Results are presented as means = SEM. Data analyses were performed using SigmaStat 3.1
software (Jandel Scientific, San Rafael, CA). Statistically significant differences between
group means were assessed by one-way ANOVA, with appropriate post-hoc tests. P values

less than 0.05 were considered statistically significant.
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Results:
Diet-induced-obesity (DIO) model

To induce obesity and a pre-diabetic state, DIO group were fed with high fat diet
(HFD; composition in Table I) for a period of 16 weeks. This resulted in a significant
weight gain as compared to standard CHOW fed group (47.8 £ 0.6 g vs 36.5 £ 09 g
respectively; p<0.05; Table II and Figure 1A). This was associated with a significant
increase in liver, WAT (retroperitoneal fat pad) and brown adipose tissue weights (p<0.05;
Table II). This occurred without any change in food intake between the DIO and CHOW
groups (data not shown). In addition, blood lipid profile reflected the high fat intake since
LDL, HDL as well as total cholesterol were doubled in DIO animals when compared to
CHOW congeners (Table III).

In parallel, a state of insulin resistance was established as evidenced by mild
hyperglycemia and major hyperinsulinemia in DIO mice (33% and 8-fold increases,
respectively, vs CHOW; p<0.05; Table III). This was corroborated by the high level of
grade 3 liver steatosis (83% for DIO vs 0% for CHOW, p<0.05) and associated hepatic
accumulation of triglycerides (20.3 + 1.8 for DIO vs 4.71 + 0.57 for CHOW mg/g Liver;
p<0.05; Table IV). Finally, circulating Leptin/Adiponectin ratio, also indicative of insulin
resistance, significantly increased from 1.48 + 0.08 in CHOW to 2.63 + 0.18 in DIO
(p<0.05; Table III).

R. groenlandicum significantly decreases glycemia, hepatic steatosis and insulin

resistance of DIO mice after 8 weeks of treatment

When administered for the last half of a 16-week HFD protocol, R. groenlandicum
exhibited a significant effect on glycemia. Indeed, when the area under the glycemia-
versus-time curve was assessed for the last 4 weeks of treatment, the two highest doses of
R. groenlandicum diminished nonfasting blood glucose levels by about 12.4% and 12.7%
respectively as compared to DIO control levels (p<0.05; Fig 1B). This effect was more

pronounced for glycemia measured at the end of treatments. In fact, those levels (8.33 +
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0.38, 7.68 = 0.39 and 8.37 = 0.34 mM, for the 125, 250 and 500 mg/kg/d groups,
respectively) were between 25 to 30% lower than those of the DIO-control group (10.99 +
0.67 mM; p<0.05; Table III), without being significantly different from the CHOW group
(7.40 £ 0.17). R. groenlandicum treatment also had a major impact on insulin serum levels,
reducing them by 62-66% when compared to DIO-control levels (p<0.05 for 250 mg/kg/d
group; Table III); however, they were still significantly higher than those of the CHOW
group (p<0.05).

Liver steatosis was significantly improved when the animals ingested R.
groenlandicum alongside the HFD (p<0.05; Chi-square test; Table IV and Figure 2). From
a proportion of 92% of control DIO animals exhibiting more severe steatosis (Grades 2 or
3), only 50 to 67% of plant-treated animals had the same. Conversely, healthy grade 0
livers, absent in the control DIO group, were present in 16 to 33% of DIO animals
consuming R. groenlandicum. The group receiving the 250 mg/kg/d dose had the best
histological profile. In a similar trend, liver TG levels decreased significantly under the
influence of plant extract. Again, the 250 mg/kg/d group showed the best outcome. These
results were fully compatible with the changes observed at the level of liver weight, where
mice treated with 250 mg/kg/d of R. groenlandicum had significantly smaller livers than
DIO-control animals (1.9 + 0.7 g vs. 2.4 + 0.1 g respectively; p<0.05; Table II).

In contrast, R. groenlandicum treatment was only associated with a mild tendency to
decrease weight gain; by 6% when considering the AUC of the body weight-versus-time
curve (Fig. 1A; N.S.). This trend was slightly more pronounced when considering body
weight at the end of treatments (11% difference between the 250 mg/kg/d group and DIO-
Control; Table II, N.S.). Moreover, R. groenlandicum did not significantly affect food
intake (data not shown). Similarly, lipid profile (TG, LDL, HDL and total cholesterol) was
not significantly modified by the administration of the plant extract (Table III). This also
held true for serum leptin and adiponectin concentrations, as well as their ratio (Table III).
Finally, R. groenlandicum treatment did not alter liver (ALT, AST) or renal (creatinine and
alkaline phosphatase) functional parameters in the blood, thereby attesting to the lack of

toxicity of the plant extract in DIO mice (Table III).
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To begin elucidating the mechanisms of action of R. groenlandicum responsible for
the observed systemic metabolic effects in the DIO mouse model, we analyzed the
signaling pathways involved in glucose uptake in the muscle, lipid metabolism in the liver

and adipogenesis in the adipose tissue.

R. groenlandicum enhances glucose transporter Glut4 expression through an Akt-

dependent pathway in the muscle.

Figure 3 demonstrates that R. groenlandicum treatment increases Akt
phosphorylation levels when compared with DIO control mice, the effect being most
marked in the 250 mg/kg/d group (0.45 + 0.09 vs 0.20 £+ 0.04 arbitrary units [a.u.] for DIO
control mice; p<0.05; Fig 3A). Similarly, muscle Glut4 protein levels increased in mice fed
R. groenlandicum, the 250 mg/kg/d group reaching values double that of DIO-control (0.78
+ 0.10 vs. 0.37+ 0.07 a.u.; p<0.05; Fig 3B). This occurred without any significant effect on
AMPK or its substrate ACC (N.S.; Fig 3, panels C & D).

R. groenlandicum stimulates AKT and AMPK pathways in the liver.

The results presented above relating to liver weight and steatosis were indicative of
insulin resistance in DIO animals and improved insulin sensitivity after R. groenlandicum
treatment. Both insulin-dependent Akt and insulin-independent AMPK pathways, known to
be involved in hepatic glucose and lipid homeostasis, were thus assessed. As illustrated in
Figure 4, R. groenlandicum treatment was found to activate both pathways. Again, when
compared to control DIO mice, the 250 mg/kg/d group yielded the largest increase in the
phosphorylation level of Akt (0.99 £ 0.17 vs 0.42 £+ 0.06 a.u; p<0.05; Fig. 4A) and AMPK
(0.41 + 0.10 vs 0.17 £ 0.02 a.u.; p<0.05; Fig. 4B). Interestingly, the phosphorylation of
ACC was not significantly affected by R. groenlandicum treatment (Fig. 4C).

PPARa and SREBP-1 were also probed since they represent two important
regulators of the genes involved in hepatic lipid metabolism (fatty acid oxidation (33, 34)

and de novo lipogenesis (35), respectively). Liver PPARa content was significantly
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increased in DIO control animals as compared to CHOW fed mice (0.55 + 0.12 vs 0.32 +
0.10 a.u., repsectively; p<0.05; Fig 4D), suggesting compensatory mechanisms in the face
of enhanced fatty acid intake. R. groenlandicum treatment had a slight, albeit not
statistically significant, tendency to increase hepatic PPARa levels beyond those of control
DIO animals (especially the 125 mg/kg/d group). Nevertheless, hepatic PPARa protein
content in plant extract treated mice remained significantly higher than those of the CHOW
group (p<0.05). In the case of SREBP-1, the levels of the 68 KDa active fragments tended
to increase in DIO control animals, albeit without reaching statistical significance (Fig 4E).
Interestingly, the 250 mg/kg/d R. groenlandicum treatment decreased p68 SREBP-1 levels
by 39 % as compared to the DIO-control group (p=0.08).

Finally, liver IKKo3 phosphorylation was assessed in view of its role in mediating
inflammation through the NF['B pathway, which is known to participate in hepatic
pathogenesis related to metabolic diseases (notably non alcoholic fatty liver disease,
NAFLD (18, 19). Consistent with this concept, DIO animals exhibited levels of
phosphorylated IKK that were double those observed in CHOW fed mice (p<0.05; Fig. 4F).
Conversely, R. groenlandicum treatment tended (p=0.07) to diminish phosphorylated IKK
levels with increasing doses of the plant, as compared to DIO control mice. Indeed, the 250
and 500 mg/kg/d groups reached values that were no longer statistically different from

CHOW fed controls (Fig. 4 F).

R. groenlandicum has weak effects on adipogenesis in white adipose tissue.

In a previous study from our team (24), the crude ethanol extract of R.
groenlandicum showed strong in vitro glitazone like adipogenic activity, suggestive of
PPARYy agonism. Studies on PPARy ligand binding activity were thus conducted using a
gene reporter assay in the HEK 293T cell line. Crude R. groenlandicum extract was tested
over a wide range of concentrations and was found to exhibit weak partial agonistic activity
(EC50 = 2678 pg/ml; Figure 5), as compared to Rosiglitazone, a well-known PPARYy
agonist (EC50 = 0.2896 pg /ml; Fig. 5 inset). Conversely, when antagonistic studies were

carried out against Rosiglitazone (800nM) in the same assay, R. groenlandicum extract
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showed much weaker antagonist activity than GW9662, a typical PPARYy antagonist (IC50
of 11285 vs 0.2896 ng /ml, respectively; data not illustrated).

The expression levels of transcription factors PPARy, C/EBP a and 3, and SREBP-
1, involved in adipocyte differentiation and lipid homeostasis, were then evaluated in the
white adipose tissue (WAT) of all mice and results are presented in Figure 6. Neither the
DIO protocol alone nor with R. groenlandicum intake had a significant impact on PPARy
levels. Only the 500 mg/kg/d group exhibited a tendency to increase PPARY levels as
compared to DIO control animals (1.25 &+ 0.28 vs 0.85 = 0.11 a.u. respectively; N.S.; Fig 6
A).

Similarly, the levels of C/EBP a and C/EBP B in WAT were not significantly
affected by the DIO protocol whether in the absence or presence of R. groenlandicum
treatment (Figure 6, panels C and D). Nevertheless, the ingestion of 500 mg/kg/d of the
plant again yielded values of both transcription factors that tended to be higher than DIO
control animals (0.41 £ 0.09 vs 0.32 £ 0.04 a.u. for C/EBP a; N.S.; Fig 6 C; and 0.91 = 0.06
vs 0.76 = 0.06 a.u. for C/EBP B; N.S.; Fig. 6 D). Finally, SREBP-1 levels in WAT were not
significantly altered by any of the treatment conditions (Fig. 6 B).
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Discussion:

In the contemporary human lifestyle, especially in developed countries but
increasingly so in emerging and developing ones, the consumption of a diet that is high in
fat contributes directly to visceral obesity, now a leading cause of metabolic disorders such
as Type 2 diabetes. The diet-induced-obesity (DIO) mouse model, which is based on the
feeding of a high fat diet, therefore represents a valuable tool to investigate and validate
new therapeutic avenues in the treatment of obesity and diabetes, including medicinal
plants. Indeed, the findings of the present study confirmed the previously reported obesity,
hyperglycemia, insulin resistance and fatty liver that are normally associated with the DIO
mouse model (26). These are reminiscent of the pathophysiological characteristics of the
so-called metabolic syndrome continuum that spans from obesity to non-insulin dependent
diabetes mellitus (36).

Aboriginal populations in Canada, as in several other countries, have responded to
the sudden lifestyle changes of recent decades (reduced physical activity and increased
intake of non-traditional, more western, diets) by a prevalence of obesity and diabetes that
reaches levels 3 to 5 times that of non-aboriginal Canadians (1). This situation is
confounded by poor compliance to western pharmaceutical therapeutics, in part due to the
cultural disconnect of these approaches. Our team has worked for several years with Cree
nations of Eeyou Istchii (Eastern James Bay region in Quebec, Canada) to study Boreal
forest plants stemming from their traditional pharmacopeia that could represent reliable,
culturally better-adapted, complementary and alternative antidiabetic therapeutic
approaches.

Rhododendron groenlandicum, commonly known as Labrador tea or katchichepukh,
is one of the highest ranking plants used by the Cree to treat symptoms of diabetes (21). In
our previous in vitro studies, the crude ethanol extract of the plant demonstrated strong
antidiabetic potential by stimulating glucose uptake in C2C12 muscle cells and by inducing
differentiation in the 3T3-L1 adipocyte cell line (24). In the present study, this antidiabetic

activity was investigated in the DIO mouse model. Treatment with R. groenlandicum was
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administered for 8 weeks, after obesity and mild hyperglycemia were established by an
initial 8 weeks of HFD feeding. The results clearly demonstrate that such treatment
improves glucose homeostasis in the face of continued HFD feeding and strongly suggest
that this is achieved by an attenuation of insulin resistance. Indeed, R. groenlandicum
treatment significantly countered hyperglycemia, hyperinsulinemia as well as hepatic
steatosis; the latter being evident from an improved histological grade as well as from
reductions in hepatic TG accumulation and liver weight. Conversely, the elevated
leptin/adiponectin ratio observed in DIO animals, which is also indicative of insulin
resistance, was not ameliorated by R. groenlandicum treatment. Similarly, the plant extract
did not influence the weight of WAT. This suggests that Labrador tea extract may act
preferentially on the liver while having more modest effects on WAT (discussed further
below). Moreover, R. groenlandicum administration was not associated with any change in
food intake and had only a mild tendency to attenuate obesity. Finally, R. groenlandicum
was not associated with any toxicity, notably assessed through liver and kidney functional
parameters, even with the highest dose of 500 mg/kg/d. This is consistent with the common
and long-standing consumption of Labrador tea by Cree populations and confirms GRAS
status.

The major organs involved in the regulation of blood glucose levels are the muscle,
the liver and the adipose tissue. Therefore, the activation and the expression of key proteins
involved in glucose and lipid homeostasis were assessed in these insulin sensitive tissues in
order to begin elucidating the molecular mechanisms underlying the apparent systemic
antidiabetic activity of R. groenlandicum.

Firstly, in the muscle, the expression of Glut4 glucose transporters increased up to
two-fold with R. groenlandicum treatment as compared to DIO control mice. This is
consistent with the literature where a specific elevation of Glut4 expression in the muscle
prevents insulin resistance and enhances its sensitivity in normal mice (6). In addition, this
increase in muscle Glut4 levels was associated with the activation of the insulin-dependent
Akt pathway rather than the insulin-independent AMPK pathway, since neither AMPK nor

its substrate ACC were activated. This supports our previous in vitro findings, where R.
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groenlandicum stimulated glucose uptake in C2C12 cells without any synergistic effect
with insulin (24).

In contrast, ingestion of this plant extract resulted in the activation of both the Akt
and AMPK pathways in the liver. These pathways have been demonstrated to regulate
hepatic glucose output, which plays a major role in glucose homeostasis and the
pathogenesis of Type 2 diabetes (37, 38). For instance, it is known that the activation of
these phosphorylation cascades can reduce hepatic glucose output by stimulating glucose
storage as glycogen and by inhibiting gluconeogenesis (39, 40). Indeed, we have observed
that R. groenlandicum administered in vitro to hepatic cell lines can significantly decrease
glucose-6-phosphatase activity while increasing that of glycogen synthase, two key
enzymes of gluconeogenesis and glycogen synthesis, respectively (A. Nachar and P.S.
Haddad, unpublished observations). Hence, the significant reduction of hyperglycemia
afforded in vivo by R. groenlandicum can likely be related to a combination of reduced
hepatic glucose output and enhanced muscle glucose uptake.

In parallel, it is well documented that ectopic fat accumulation in the liver is a major
contributor to the development of insulin resistance in this organ and that this is a crucial
component in diabetes pathogenesis (41). Conversely, liver insulin sensitivity is enhanced
by stimulating hepatic fatty acid oxidation through AMPK/ACC (42-44) and/or PPARa
(45, 46) activities, on one hand, and by inhibiting cholesterol and triglyceride synthesis
through regulation of SREBP-1, on the other (47, 48). Results obtained in the control DIO
mice were consistent with these concepts since the liver steatosis and increased hepatic TG
levels were associated with increased SREBP-1 and IKK levels; these probably being
related to hyperinsulinemia and enhanced circulating cytokines acting through the NFkB
inflammatory pathway, respectively (18, 19). On the other hand, the enhanced PPARa
levels observed in DIO control animals suggest that compensatory mechanisms may have
been induced in the face of sustained high intake in lipids.

The results obtained in R. groenlandicum treated mice indicate that the plant extract
can also improve hepatic lipid homeostasis. Firstly, as mentioned, R. groenlandicum

treatment significantly attenuated liver steatosis and reduced hepatic intracellular TG.
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Secondly, elevated levels of PPARa were maintained and SREBP-1 levels tended to be
reduced in R. groenlandicum treated mice as compared to DIO control congeners. Finally,
the DIO-associated increase in IKK phosphorylation appeared to be diminished as the dose
of R. groenlandicum administered increased, suggesting a tendency for the plant to
decrease hepatic inflammation through NF«B signaling. Taken altogether, these data
suggest that R. groenlandicum treatment could tip the balance towards increased oxidation
of fatty acids and less lipid storage in the liver, thus improving hepatic steatosis and hence
insulin sensitivity.

It is well documented that thiazolidinediones (PPAR 7y agonists) improve insulin
sensitivity and glucose tolerance by favoring the storage of lipids (free fatty acids) in the
adipose tissues as opposed to ectopic sites such as muscle and liver (49, 50). As mentioned,
previous studies demonstrated that R. groenlandicum strongly stimulates differentiation of
3T3 L1 adipocytes in culture (24), suggesting PPAR y agonism. Further in vitro work in the
present study determined that the plant acts as a weak partial PPAR vy agonist at lower doses
and can be mildly antagonistic at higher doses in a HEK293T cell based reporter gene
assay. The results of the current studies further demonstrated that R. groenlandicum has
weak effects on WAT in vivo. Indeed, the weight of retroperitoneal fat pad (WAT), which
is a key site of fatty acid synthesis and storage, was not altered by R. groenlandicum
treatment. Similarly, the levels of key transcription factors involved in adipogenesis
(including C/EBPs and PPAR y) and lipogenesis (such as SREBP-1) were not altered in
WAT by treatment with the plant extract; save perhaps some pro-adipogenic tendencies
observed at the highest dose of 500 mg/kg/d that could be related to its mixed effects on
PPAR y. These results therefore support our interpretation that R. groenlandicum probably
exerts its antidiabetic activity by acting mainly on the liver and muscle.

In conclusion, the current studies provide solid evidence that treatment with R.
groenlandicum, a medicinal plant from the Cree pharmacopeia, exerts significant
antidiabetic activity by improving systemic glucose and tissue lipid homeostasis.
Mechanisms point to the attenuation of insulin resistance caused by a high fat diet. This is

apparently affected, on the one hand, by increasing muscle Glut4 protein levels with
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expected greater muscle glucose uptake, and, on the other, by reducing hepatic TG
accumulation and steatosis, likely through concomitantly increased lipid B oxidation and
decreased lipogenesis in the liver. These effects seem to be mediated only by the insulin-
dependent pathway in muscle, whereas both insulin-dependent and -independent (AMPK)
pathways are involved in the liver. Together with our previous in vitro data, the present
studies lend credible, evidence-based support for the use of Labrador tea as a promising
GRAS medicinal plant and culturally adapted therapeutic avenue for Cree diabetics. In fact,
clinical studies are currently underway whereby Cree diabetics are taking traditional
medicine alongside conventional diabetes drug therapy, and are being followed by both
Cree healers and health professionals. It is hoped that the inclusion of Cree traditional
medicine in diabetes care will contribute to reduce the dramatic burden of type 2 diabetes in

this population.
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Table I: General composition of the high-fat' and CHOW? diet used in this study

Formula Concentration (%) DIO Concentration (%) CHOW
Protein 20.0 18.1

Fiber 0.0 6.7

Carbohydrates 36.3 57

Fat 35.5 34

Ash 3.2 6.7

Moisture <5.0 -

! Mouse diet, high fat diet from Bio-Serv (F3282, Canada)
* Mouse diet, 18% autoclavible Rodent CHOW from Charles River (5075, Canada)
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Table II: Body and organ weights at the end of treatment.

R. groenlandicum

CHOW DIO control 125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg
Body weight (g) 36.5+0.9 47.8 0.6 46.5 + 0.6 42.9 +1.7% 46.5 + 0.9%
Liver weight (g) 1.61+0.07 245+0.11% 2.15+0.15% 1.92 +0.17% 218+ 0.12%
Kidney weight (g) 0.38+0.01 0.39 £0.01 0.38+0.01 0.38 £0.01 0.37+0.01
Retroperitoneal 0.83 +0.04 1.66 = 0.08* 1.76 £ 0.13* 1.42 +0.15* 1.79 £0.01*
fat pad (g)
Epididymal 1.8940.12 1.48 +0.08 1.6140.18 1534013 144 £ 0.07
fat pad (g)
Brown fat pad (g) 0.29+0.02 0.46 £0.03* 0.48 +0.02* 0.43 +£0.04* 0.51 +0.02%

Data were analyzed using one-way ANOVA. Values (means + S.E.M; n=12) were taken at the end of the
treatment day. * indicates a p-value < 0.05 significantly different from CHOW group, and f indicates a p-
value < 0.05 significantly different from DIO control group
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Table I1I: Blood parameters in DIO mice at the end of the treatment

R. groenlandicum

CHOW DIO control 125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg

Glucose (mmol/L ) 7.40£0.17 10.99 +£0.67 * 8.33+0.38 ¥ 7.68£0.39 8.37+0.34 ¢

Insulin (ng/mL) 4.59+0.75 41.17+17.26 * 1549+3.81* 14.32 £2.97 *+ 14.00£1.99 *
TG.mmoVL) | 0802008 | 076004  073:005 0665003 063£003

LDL (mmol/L) 0.70 £ 0.05 1.72£0.09 * 1.53+£0.14 * 1.47 £0.11 * 1.34 +£0.09 *

HDL (mmol/L) 0.69 £ 0.09 1.29 +0.04 * 1.26 £0.06 * 1.15+0.10 * 1.34 + 0.03 *

Tot Cholesterol

(mmol/L) 1.76 £ 0.02 3.35+0.12 * 3.12+0.18 * 2.93 £0.20 * 2.96+0.10 *
Leptin(ngmi) | 57414 |344s1sr 363x13r D425t 209%

Adiponectin (ug/ml) 174+0.5 13.6 £0.9* 154+15 13.6+0.8 * 15.6 £ 0.8
Leptin/Adiponectin | 1484008 | 263 £018% 2554023 2384015 - 245014
Aatmy | 257425 | w8£33%  ass=es %5429 B3i47

AST (U/L) 127.7+21.8 109.8+7.9 100.7+13.8 107.0+£9.2 909+11.4

Creatinine (U/L) 67.5+14.8 53.7+4.7 56.4+6.2 62.7+6.0 52.8+72

A.phosphatase (U/L) 352+24 63.5+183 * 39.6+1.8 355+3.57 395 £2.2

Data were analyzed using one-way ANOVA. Values (means + S.E.M; n=12) were taken at the end of the

treatment day. * indicates a p-value < 0.05 significantly different from CHOW group, and { indicates a p-

value < 0.05 significantly different from DIO control group
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Table IV: Histological grade of liver steatosis and hepatic triglyceride (TG) levels.

R. groenlandicum

Histology CHOW DIO control 125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg
Grade 0 12 0 2 4 2
Grade 1 0 1 2 2 2
Grade 2 0 1 2 3 2
Grade 3 0 10 6 3 6

AR 4714057 | 2033 +1.84*% 1444237+ 11.84+244%F 1530 + 2.06 *
(mg/g Liver * Liver index )

Hematoxylin phloxine saffron stained liver sections (n= 12 / group) were scored for overall amount of
macrovesicular fat and score with different degrees ranging from grade 0 (0-5%) to grade 3 (66-100%). The
colorimetric dosage of TG levels was determined using a commercial kit (Randox) and data are presented as
the mean + S.E of 12 mice. *indicates a p-value < 0.05 significantly different from CHOW group, and

indicates a p-value < 0.05 significantly different from DIO control group
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 6:
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Figure Legend:

Figure 1: R. groenlandicum treatment for 8 weeks decreased blood glucose levels and
tended to lower body weight of DIO mice. The area under the weight-versus-time (A) and
the glycemia-versus-time (B) curves were assessed for the first and second 4 weeks of
treatment. These parameters were monitored three times a week. * indicates a p-value <
0.05 significantly different from CHOW group, and 1 indicates a p-value < 0.05
significantly different from DIO control group (n = 12 for each group).

Figure 2: Treatment with R. groenlandicum improves hepatic steatosis induced by
HFD in DIO mouse model. Liver sections were prepared and stained with HSP. Liver
steatosis was scored (range 0 — 3) by determining the approximate percentage of
macrovascular fat. Grade 0: 0-5% fat laden hepatocytes; grade 1: 5-33%; grade 2: 33-66%;
grade 3: 66-100%. A representative photo is shown of liver section from mice fed CHOW
(panel A; grade 0; n=12), DIO (panel B; grade 3; n=12) or DIO + R. groenlandicum at 250
mg/ kg dose (panel C; grade 0; n=12).

Figure 3: R.groenlandicum increased GLUT4 protein content by stimulating the Akt
pathway but not the AMPK pathway in skeletal muscle of treated mice. Samples of
skeletal muscle (50 pg protein) from mice fed CHOW, DIO and DIO + R. groenlandicum
(125, 250, 500 mg/Kg) were homogenized and analyzed by immunoblotting. Blots were
quantified by densitometry and data are expressed as mean = SEM from 12 animals in each
group. Representative immunoblots and their quantification are shown for samples probed
with (A) p-AKT (Ser 473)/AKT, (B) GLUT 4/B-actin, (C) p-AMPKa (Thr 172)/AMPK,
(D) p-ACC (Ser 79)/ACC. *indicates a p-value < 0.05 significantly different from CHOW

group, and T indicates a p-value < 0.05 significantly different from DIO control group.
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Figure 4: R. groenlandicum activated the AKT and AMPK pathways and tended to
decrease SREBP-1 levels in the liver of DIO mice. Samples of liver tissue (50 pg protein)
from mice fed CHOW, DIO and DIO + R. groenlandicum (125, 250, 500 mg/Kg) were
homogenized and analyzed by immunoblotting. Blots were quantified by densitometry and
data are expressed as mean = SEM from 12 animals in each group. Representative
immunoblots and their quantification are shown for samples probed with (A) p-AKT (Ser
473)/AKT, (B) p-AMPKa (Thr 172)/AMPK, (C) p-ACC (Ser 79)/ACC, (D) PPARw/B-
actin, (E) SREBP-1 and (F) p-IKKof (Ser173/180). *indicates a p-value <0.05
significantly different from CHOW group, and 1 indicates a p-value < 0.05 significantly
different from DIO control group.

Figure 5: R. groenlandicum is a weak activator of PPARy. HEK 293-T cells were
transfected with Gal4-human PPARY, Gal 4-luciferase and pRL then cells were incubated
with different concentrations of R. groenlandicum or PPARy agonist Rosiglitazone.
Luciferase activity was then determined and the ECsy and ICsy values were calculated. *

indicates significantly different (p < 0.05) from vehicle control.

Figure 6: R. groenlandicum has weak effects on adipogenesis in WAT of DIO mice.
Samples of adipose tissue (50 pg protein) from mice fed CHOW, DIO and DIO + R
groenlandicum (125, 250, 500 mg/Kg) were homogenized and analyzed by
immunoblotting. Blots were quantified by densitometry and data are expressed as mean =+
SEM from 12 animals in each group. Representative immunoblots and their quantification
are shown for samples probed with (A) PPAR vy, (B) SREBP-1, (C) C/EBPa and (D)
C/EBPB. *indicates a p-value < 0.05 significantly different from CHOW group, and T

indicates a p-value < 0.05 significantly different from DIO control group.
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Chapitre D : Discussion générale

Depuis les dernieres décennies, les maladies métaboliques comme le diabéte de type
2 sont devenus des fléaux mondiaux. Leurs incidences ne cessent d’augmenter et affectent
plus de 200 millions d’adultes, d’adolescents et méme d’enfants (IDF, 2010). Le diabéte de
type 2 est I’une des principales causes de mortalité¢ et de morbidité dans le monde (WHO).
De plus, les complications engendrées par cette maladie colitent une fortune en soin et en
prise en charge par 1’état.

Les autochtones du nord du Québec est la population la plus atteinte du diabéte de
type 2. Avec une incidence de 4 a 5 fois supérieur a celle du reste du Canada (2), cette
population a subi de récents changements socioculturels qui ont nuit a leurs habitudes de
vie. L’abandon d’un mode de vie nomade au détriment d’une sédentarité et 1’adoption
d’une alimentation riche en calorie ont favorisé une croissance fulgurante de la maladie.
Pour traiter le diabéte de type 2, les autochtones ont préférablement recours a la médecine
traditionnelle a cause de leur faible adhérence aux traitements pharmacologiques
conventionnels (4).

La médecine traditionnelle Cri posséde une trés large connaissance de 1’utilisation
des plantes médicinales. Elle est transmise et enseignée d’une génération a 1’autre. Notre
équipe a travaillé pendant plusieurs années avec les nations Cri d'Eeyou Istchii (Baie
James, Québec, Canada) pour étudier leurs plantes. A la suite d’une étude ethnobotanique,
nous avons pu établir une liste de 17 plantes ayant un potentiel antidiabétique. Leurs
activités ont €té criblées sur différentes lignées cellulaires afin de vérifier leur pouvoir de
captation de glucose musculaire (C2C12), leur capacité d’induire I’adipogenése (3T3-L1) et
de sécréter I’insuline (INS 832/13) (6). Le Rhododendron groenlandicum (Thé du
Labrador) est une des plantes les mieux considérées par les guérisseurs Cris et qui s’est
avérée I'une des plus efficaces lors de ce criblage, d’ou 1’objet de la présente étude.

L’objectif premier de cette étude consiste a identifier les principes actifs responsables de
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son activité¢ antidiabétique et de comprendre ses principaux mécanismes d’actions dans le
modele animal de souris DIO.

La premiére étude (chapitre B) a permis d'identifier trois composés actifs. La (+)
catéchine, 1’(-) épicatéchine et la quercétine ont ét¢ isolés a partir de 1’extrait éthanolique
du R. groenlandicum. Ces trois principes actifs sont des composés phénoliques de la famille
des flavonoides retrouvés dans les plantes, les fruits et les boissons. L’(-)épicatéchine est
l'isomere de la (+) catéchine et les deux font partie du sous-groupe de flavan-3-ols. Elles se
distinguent de la quercétine, qui a son tour, fait partie du sous-groupe appelé flavonols. Les
flavonoides ont été largement étudiés en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé
humaine. Ils sont surtout connus pour leurs activités anti-inflammatoires et antioxydantes
(103), mais également pour leurs propriétés antigénotoxiques et antidiabétiques (104). Les
effets des flavonoides sur la prolifération et la différenciation ont été étudiés dans
différentes lignées cellulaires. Malheureusement, les résultats de ces études sont
contradictoires, en particulier pour le modele de cellules adipocytaires. Certaines études
montrent une inhibition de la différenciation adipocytaire (105) tandis que d’autres
montrent I’inverse (106). Les résultats de la présente étude ont montré que la (+) catéchine
inhibe l'adipogenese de 35 a 45 % a des concentrations égales ou inférieures a 100 UM,
mais la stimule de fagon significative a des concentrations plus élevées avec un EC50 = 104
UM. L’(-) épicatéchine stimule I’adipogenese a la dose de 150 pM. Par contre, en dessous
de cette concentration, il n'y a eu aucun effet significatif (EC50 = 127 uM). La quercétine
quant a elle, inhibe 1’adipogenése de fagon dose dépendante avec un IC50 de 47 uM. Ce
pouvoir inhibiteur de la quercétine a été prouvé et confirmé dans plusieurs études (105,
107). Ce compos¢ inhibe, entre autre, le PPAR vy et stimule I’AMPK, ce qui lui confére un
potentiel antidiabétique intéressant. Malgré tout, aucun composé¢ seul n’a réussi a
reproduire I’effet de 1’extrait brut de la plante. Ceci laisse présager que des effets additifs
ou synergiques puissent exister. Les études futures devront se pencher sur ces questions.

L’activité antidiabétique de 1’extrait brut du R. groenlandicum a été confirmé et
démontré in vivo (chapitre C) dans le modele de souris DIO rendus obéses et insulino-

résistants par la prise quotidienne d’une diéte riche en gras (35% de lipides). Ce modele de
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souris représente un outil précieux pour étudier et valider de nouvelles avenues
thérapeutiques pour le traitement de 'obésité et du diabéte (108). Les conclusions de la
présente étude ont permis non seulement de valider les effets antidiabétiques de notre
plante, mais aussi, confirment tous les effets connus du modéle. En effet, ces souris
développent 1’obésité, 1’hyperglycémie, I’insulino-résistance et des foies gras (102). Ces
caractéristiques physiopathologiques de la souris DIO ressemblent le plus a celles
retrouvées dans la plupart des populations souffrant de diabéte de type 2 (109).

Un traitement de 8 semaines avec I’extrait du R. groenlandicum introduit dans la
diete grasse des souris obéses et insulino-résistantes a permis d’atténuer la résistance a
I’insuline. En effet, des baisses de 13 et 65% ont été observées chez les souris traitées pour
la glycémie et I’insulinémie respectivement. La plante prévient aussi 1égérement la prise de
poids corporel (de 6%, NS) et améliore les stéatoses hépatiques induites par le modele DIO.
En effet, une diminution de 42% des taux de triglycérides hépatiques a été observée avec le
traitement de la plante.

Les mécanismes d’action du R. groenlandicum ont été examinés en étudiant
I’expression et 1’état d’activation des protéines impliqués dans I’homéostasie glucidique et
lipidique des tissus cibles de l'insuline tels que le muscle, le foie et le tissu adipeux blanc
des souris DIO.

Des analyses d’immunobuvardages de type western ont montré que R.
groenlandicum module la signalisation de I'insuline et améliore I'utilisation du glucose dans
le muscle squelettique des souris traitées. En fait, avec la dose de 250 mg/kg, R.
groenlandicum stimule I’activation de I’Akt et augmente la teneur protéique en Glut 4 par
rapport aux souris DIO non traitées. L’ Akt est une protéine cl¢ de la voie de signalisation
de l'insuline qui module le métabolisme du glucose et la translocation de Glut 4 (figure 3 de
I’introduction). En effet, une augmentation de I’expression de ce transporteur dans le
muscle squelettique prévient la résistance a 1’insuline et améliore sa sensibilité (110). Ainsi,
ces résultats suggerent que R. groenlandicum favorise la captation du glucose par le muscle

en stimulant la voie insulino-dépendante.
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Dans le foie des souris traitées, R. groenlandicum stimule la phosphorylation de
I’Akt et de AMPK, ce qui suggere que ces deux voies (insulinodépendante et
indépendante) sont impliquées. La protéine kinase activée par I’AMP (AMPK) est une
enzyme qui joue un rdle clé dans I'homéostasie énergétique cellulaire. Elle stimule
l'absorption du glucose par les muscles squelettiques (111) et augmente 1'oxydation des AG
hépatiques. En effet, la sensibilité a I'insuline est renforcée par la stimulation de 1’oxydation
des AG a travers le complexe AMPK / ACC (45, 112, 113) et / ou a travers le récepteur
nucléaire PPAR o (33, 114). De plus, 'AMPK inhibe I’expression des génes impliqués
dans la lipogenese tels que le SREBP-1 (113, 115). L’inhibition de ce facteur de
transcription dans le foie permet de réduire la syntheése du cholestérol et des triglycérides,
ce qui contribue a augmenter la sensibilit¢ a l’insuline (115, 116). Par contre, sa
surexpression, causée par une hyperinsulinémie et par des cytokines inflammatoires
(impliquant I’'IKK (117, 118) et la voie des NF-«B) peut causer des stéatoses hépatiques
(115, 116).

Le traitement avec [’extrait de R. groemlandicum a réduit l'accumulation de
triglycérides de 42% dans le foie des souris traitées par rapport au groupe DIO témoin.
Cette diminution a été observée autant au niveau histologique des foies prélevés et dans le
dosage des triglycérides hépatiques. Il est prouvé qu’une accumulation de gras dans le foie
est une contribution majeure au développement de la résistance a l'insuline et un élément
crucial dans la pathogenese du diabéte (119). On remarque cependant une augmentation
significative du contenu protéique en PPAR a présente chez tous les groupes de souris DIO
comparativement aux souris nourries avec une die¢te standard CHOW. Cette augmentation
nous suggere que des mécanismes compensatoires sont déja induit par ’apport lipidique
ingéré quotidiennement sur une longue période de temps (8 semaines) et la plante n’a pas
d’influence additionnelle. Le traitement avec 1’extrait de R. groenlandicum a diminué les
taux de SREBP-1 de pres de 39% par rapport aux souris non traitées. De plus une baisse de
I’inflammation hépatique est suggérée par la diminution de la phosphorylation de I'TKKo/3

qui a été observée avec la prise d’une plus forte dose de 1’extrait. Notre plante semble donc
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améliorer I’état des foies des souris traitées et diminuer par conséquent, 1’inflammation

hépatique retrouvée chez le modele DIO.

Finalement, le tissu adipeux blanc est un organe dit endocrinien, qui controle la
synthese et le stockage des acides gras, mais participe également a la sécrétion de certaines
hormones dont les adipokines. Les études réalisées précédemment ont démontré une forte
stimulation de la différenciation des cellules adipocytaires, 3T3-L1, par I’extrait de R.
groenlandicum (6). Dans cette étude, il a ét¢ démontré que R. groenlandicum est un
agoniste partiel du récepteur nucléaire PPAR vy lors d’essais sur gene rapporteur réalisés in
vitro sur les cellules HEK293T. Il est a noter que la stimulation de ce récepteur nucléaire
est beaucoup plus faible comparativement au contréle positif, la rosiglitazone qui est un
agoniste complet. Ceci explique qu’aucun effet significatif n’est observé sur le gras
rétropéritonéal in vivo. En effet, R. groenlandicum posséde un faible effet sur ’adipogenése
dans le tissu adipeux blanc. La stimulation de la différenciation adipocytaire est favorisée
par plusieurs facteurs de transcription, dont le PPAR y et les protéines C/EBPs. Le
traitement avec ’extrait de R. groenlandicum n’a pas affecté les taux protéiques de PPAR
v, C/EBPs et SREBP-1 dans le tissu adipeux des souris traitées, a I’exception de quelques
tendances pro-adipogéniques observées avec une plus forte dose de 500 mg/kg. Cette
tendance peut €tre liée aux effets mitigés de la plante sur le récepteur nucléaire PPAR vy. De
plus, une stimulation partielle et faible de ce récepteur évite sans doute tous les effets
indésirables retrouvés avec des agonistes complets tels que les glitazones.

Ces résultats soutiennent le fait que le R. groenlandicum exerce probablement son
activité antidiabétique en agissant principalement sur le foie et le muscle, plutot que sur le

tissu adipeux.
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Chapitre E : Conclusion et perspective

Les résultats obtenus dans la présente étude valide pour la premicre fois I’effet
antidiabétique de Rhododendron groenlandicum, une plante provenant de la médecine
traditionnelle Cri de la Baie James du nord de Québec, chez le modéle animal DIO. Cette
¢tude démontre que le traitement avec cet extrait dans le modele in vivo atténue la
résistance a l'insuline provoquée par un régime riche en lipide. Plusieurs effets bénéfiques
de ID’extraitont ét¢ démasqués: la diminution de la glycémie et de I’insulinémie
plasmatique, la tendance a la diminution du gain corporel, la réduction de I'accumulation
des triglycérides dans le foie, ainsi que I’amélioration des fonctions hépatiques. Ces effets
semblent étre contrdlés par la voie insulinodépendante dans le muscle et le foie via 1’Akt,
mais aussi par la voie insulino-indépendante (AMPK) dans le foie. Aussi, le fractionnement
guidé par la stimulation de [’adipogenése dans les 3T3-L1 avec D’extrait de R.
groenlandicum, nous a permis de séparer les composés phytochimiques retrouvés dans la
plante et d’identifier trois composés actifs qui sont des flavonoides bien connus; la

catéchine, 1’épicatéchine et la quercétine.

Le traitement du diabete de type 2 implique le contréle adéquat des taux de glucose
plasmatiques et de son utilisation par les tissus périphériques. Les effets de R.
groenlandicum observés in vivo sont la prisée de plusieurs traitements médicamenteux
existants sur le marché. Cette plante a réussi a stabiliser et a baisser la glycémie de 13% par
rapport au groupe témoin non traité. Cette baisse a été¢ validée par une augmentation du
contenu protéique en Glut 4 dans les muscles des souris traitées, ce qui suggere une
meilleure absorption et utilisation du glucose par ce tissu. Cependant, cette augmentation en
Glut 4 ne veut pas forcément dire que R. groenlandicum favorise sa translocation basale.
Des études plus poussées et plus approfondies devraient étre réalisées afin de confirmer

I’hypothese selon laquelle I’extrait de R. groenlandicum participerait a la translocation du
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transporteur de glucose Glut 4 du cytoplasme vers la surface de la membrane dans les

cellules musculaires.

Nous avons ¢également identifié que la voie de I’insuline était impliquée dans les
muscles et les foies des souris traitées via 1’activation de I’Akt. Par contre, il faudrait
¢tudier la phosphorylation du récepteur a I’insuline (IR) ainsi que de son substrat (IRS)
pour confirmer I’action exacte de 1’extrait sur cette voie. Ceci nous confirmerait que R.
groenlandicum active 1’Akt et stimule le récepteur a [I’insuline comme un

insulinomimétique.

L’extrait de R. groenlandicum a réussi a activer la voie de I’AMPK dans les foies de
souris traitées. Cette kinase active la translocation et augmente le contenu protéique en Glut
4. Par ailleurs, la stimulation du récepteur nucléaire PPAR vy peut aussi activer I’AMPK
(120). Ceci dit, I’activation de la translocation et de I’expression de Glut 4 peut se faire de
deux facons, soit via la voie de I’insuline (activation de 1’Akt) soit via I’AMPK. En effet,
une des protéines communes a ces deux voies est I’AS160. Sa phosphorylation sur la
thréonine (Thr 642) par I’insuline ou par I’AMPK permet la translocation du Glut 4 du
cytoplasme vers la surface membranaire (121). Ainsi, il serait intéressant d’étudier cette
protéine dans le foie de nos souris DIO traitées, afin de vérifier ou de confirmer le lien
existant entre ces deux voies.

Etant donné que le foie joue un role majeur dans 1’homéostasie du glucose, il serait
intéressant de voir si I’extrait de R. groenlandicum peut avoir un effet sur la production
hépatique du glucose dans notre modele animal. Des études préliminaires réalisées dans
notre laboratoire (A. Nachar et P.S.H, données non publi¢es) sur des lignées cellulaires
hépatiques in vitro montrent que R. groenlandicum inhibe significativement ’activité de la
glucose-6-phosphatase et augmente celle de la glycogeéne synthase (GS), deux enzymes clés
de la néoglucogénese et de la glycogénogénése respectivement. Il serait néanmoins

intéressant de confirmer I’implication de ces voies dans les foies des souris DIO en
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regardant 1’expression hépatique de la phosphorylation de la GSK-3 et du contenu
protéique de la glucose-6-phosphatase.

Au niveau des adipocytes, I’extrait de R. groenlandicum stimule significativement
I’adipogénese in vitro. Cette simulation passe via l’activation partielle du récepteur
nucléaire PPAR y. Par contre, les donnés in vivo nous montrent que R. groenlandicum
possede de faibles effets dans les tissus adipeux, nous suggérant que son activité agit
principalement sur le foie et le muscle. De plus, I’analyse des principes actifs de 1’extrait
engendrés par le fractionnement ne montre pas d’effets plus importants que ceux observés
avec l’extrait brut. En effet, la catéchine et 1’épicatechine stimulent faiblement Ia
différenciation adipogénique, tandis que la quercétine I’inhibe complétement, a plus fortes
concentrations. Les données présentées dans divers articles sont peu concluantes et
contradictoires quant aux effets des flavonoides sur différentes lignées cellulaires. Une
¢tude complete sur les effets de notre fraction active regroupant la catéchine, 1’épicatechine
et la quercétine est recommandée in vitro, afin de cribler davantage ses effets sur
différentes lignées cellulaires. Par la suite, il serait intéressant de la tester in vivo dans le
modele de souris DIO. Cette comparaison de 1’extrait brut versus la fraction active nous
permettrait d’utiliser une concentration moindre et ainsi favoriser 1’un ou 1’autre pour de

futures études cliniques.

Finalement, les travaux effectués dans ce mémoire ont permis d’identifier les
composants actifs de Rhododendron groenlandicum, d’élucider ses mécanismes d’action
dans un mode¢le animal d’insulinorésistance et d’obésité, ainsi que de valider son innocuité.
Ce travail apporte une certaine crédibilité et une notoriété quant a I'utilisation des plantes
médicinales issus de la médecine traditionnelle autochtone dans le traitement des maladies

métaboliques comme le diabéte de type 2.
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