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Introduction

L’augmentation de la prévalence de 1’obésité dans les pays développés ou en voie de
développement est incontestable et préoccupante : selon I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), cette pathologie a atteint le seuil épidémique et on estime aujourd’hui a preés de 500
millions le nombre de personnes en surpoids ou ob¢ses a travers le monde. Parallelement, le
nombre d’individus atteints de diabéte de type 2 (DT2) augmente également : en 2002, il était
171 millions. L’obésité et le diabéte de type 2 sont étroitement liés puisque 46 % des
diabétiques de types 2 sont obéses (Isganaitis, 2005) et prés de 90 % sont au moins en
surpoids (Haslam, 2005). Ces deux pathologies sont associées a une forte morbidité et a une
augmentation du risque cardiovasculaire et elles constituent un réel probléme de santé

publique.

Le diabéte de type 2 associe un défaut de sécrétion d’insuline a une insulino-
résistance. Celle-ci se caractérise par un défaut d’action de I’insuline sur ses tissus
cibles (muscle squelettique, cceur, tissu adipeux et foie) et conduit a terme a ’apparition d’une
hyperglycémie a jeun, premier signe clinique du diabéte de type 2. L’insulino-résistance est
parfois définie comme un stade pré-diabétique et I’absence de symptomes associés rend son
diagnostic difficile. Une nouvelle technique de mesure de D’insulino-résistance a été
développée au laboratoire « Radiopharmaceutiques Biocliniques ». Elle repose sur
I’utilisation d’un analogue du glucose radiomarqué en position 6 par un atome d’iode 123, le
['’1]-6-Déoxy-6-Iodo-D-Glucose (6DIG). L’utilisation de cette molécule en imagerie
nucléaire permet de mettre en évidence un éventuel défaut de transport du glucose
caractéristique de 1’insulino-résistance dans deux organes d’intérét : le muscle cardiaque et le
muscle squelettique. Cette technique étant non invasive, elle permet d’envisager la mesure

répétée de I’insulino-résistance in vivo sur un méme animal au cours du temps.

L’association d’une alimentation riche en graisses et/ou en sucres et d’un faible niveau
d’activité physique semble étre la cause principale du déséquilibre énergétique conduisant au
développement de I’obésité et du diabéte de type 2. Les mécanismes liant le diabéte de type 2
a I’obésité¢ font I’objet de nombreuses recherches et plusieurs études suggerent que les
dérégulations métaboliques provoquées par 1’obésité favoriseraient I’apparition de I’insulino-
résistance (Guilherme, 2008).

L’objectif de ce travail était de suivre 1’évolution de 1’insulino-sensibilité et
I’éventuelle apparition d’une insulino-résistance dans le muscle cardiaque et le muscle
squelettique chez un modele d’obésité de rat nourri avec des régimes alimentaires induisant

I’obésité.
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La premicere partie du travail expérimental a donc consisté¢ a développer un modele

animal d’obésité induite par régime alimentaire.

La seconde partie de ce travail a porté sur 1I’étude de 1’évolution de I’insulino-
résistance dans le myocarde et dans le muscle squelettique au cours d’un régime de 3 mois

provoquant 1’obésité.

Enfin, une troisiéme partie a été consacrée a I’optimisation du traitement des données

obtenues avec le 6DIG.
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I. LE SYNDROME METABOLIQUE

Décrit pour la premicre fois par Reaven en 1988 sous le nom de « syndrome X » ou
« syndrome d’insulino-résistance », le syndrome métabolique est défini comme un ensemble
de perturbations métaboliques et cardiovasculaires (Reaven, 1988), dont I’¢élément central est
I’insulino-résistance. Par la suite, le role de I’obésité dans le développement de ce syndrome
est mis en évidence (Reaven, 1995). Le syndrome métabolique entraine un risque plus
important d’apparition de diabete de type 2 et il est également un facteur de risque de morbi-

mortalité cardiovasculaire.

L’alimentation semble jouer un grand role dans ’apparition de ce syndrome : le risque
de développer un syndrome métabolique est augmenté de 70 % quand plus de 60 % des
calories totales sont apportées par les glucides. En outre, les fumeurs ont 1,5 a 1,8 fois plus de
chance que les non fumeurs de développer un syndrome métabolique. Enfin, plusieurs études
ont montré que la prévalence du syndrome métabolique était moins importante chez les
individus ayant suivi des études secondaires et que le risque de syndrome métabolique était
augmenté de 50 % chez les femmes dont le revenu annuel du foyer est inférieur a 15 000
dollars en comparaison avec des femmes dont le revenu annuel est supérieur a 25 000 dollars
(Park, 2003).

1. Définitions

1.1. Chez ’adulte

Le concept de syndrome métabolique représentant un ensemble de désordres
métaboliques est aujourd’hui communément admis. Cependant, il n’existe a I’heure actuelle

aucune définition consensuelle de ce syndrome.

Selon I’OMS, le syndrome métabolique est basé sur la présence d’une insulino-
résistance, associée a au moins deux des anomalies suivantes : une dyslipidémie, une pression
artérielle élevée, une microalbumminurie et une obésité centrale (Alberti, 1998). Dans ce cas,
I’insulino-résistance est é¢valuée sur la base d’une glycémie ¢élevée a jeun, d’une intolérance
au glucose ou d’un diabéte de type 2 avéré. L’intolérance au glucose est diagnostiquée
lorsque la glycémie & jeun est supérieure ou égale a 5,6 mmol.L™' et inférieure 4 7 mmol.L™,
ou lorsque la glycémie est comprise entre 7,8 mmol.L™' (inclus) et 11,1 mmol.L™" (exclus)

deux heures apres une charge en glucose (Stumvoll, 2005).

L’EGIR (European Group for the study of Insulin Resistance) a proposé une définition

dont 1’¢élément central est une hyperinsulinémie. Celle-ci doit €tre associée a au moins deux
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des anomalies suivantes : une dyslipidémie, une hypertension, une glycémie a jeun élevée et

une obésité centrale.

L’American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) a proposé sa propre
définition du syndrome métabolique. Celle-ci présente la particularité d’exclure les patients
diabétiques de type 2. En revanche, 1’élément principal de cette définition est I’intolérance au
glucose. Celle-ci doit étre associée a au moins deux des facteurs suivants : un taux élevé de

triglycérides, un taux faible de HDL et une hypertension (Bloomgarden, 2003).

Selon I'IDF (International Diabetes Federation), 1’élément principal du syndrome
métabolique est 1’obésité abdominale. Celle-ci doit étre évaluée selon les seuils établis pour
les différentes ethnies (Europe, Asie, Chine, Japon, Amérique du sud, Amérique centrale,
Afrique sub-saharienne et pays méditerranéens). Pour diagnostiquer un syndrome
métabolique, elle doit étre associée a plus de deux anomalies parmi: une concentration
importante de triglycérides plasmatiques, une hyperglycémie a jeun, un taux faible de HDL et
une hypertension (Alberti, 2005).

La définition du NCEP :ATPIII (National Cholesterol Education Program : Adult
Treatment Panel III) ne considére pas 1’insulino-résistance comme 1’¢élément principal du
syndrome métabolique, bien que la glycémie a jeun fasse partie des anomalies retenues pour
diagnostiquer le syndrome métabolique. Selon cette nouvelle définition, le syndrome
métabolique est diagnostiqué quand le patient présente au moins 3 des facteurs suivants : une
obésité abdominale, un faible taux de HDL (High density lipoprotein), un taux élevé de
triglycérides, une hypertension et une glycémie a jeun élevée (Reaven, 2006).

Enfin, la définition donnée par I’American Heart Association et le National Heart,
Lung and Blood Institute (AHA/NHLBI) propose d’établir le diagnostic de syndrome
métabolique quand au moins 3 des 5 anomalies suivantes sont présentes chez un individu :
obésité abdominale, taux élevé de triglycérides, taux faible de HDL, glycémie a jeun élevée et

hypertension.

Si certains facteurs sont donc retrouvés dans plusieurs définitions, les seuils mémes de
ces facteurs varient entre les définitions. Par exemple, les seuils de I’hypertension proposés
par le NCEP:ATPIII et PAACE sont plus bas que ceux indiqués par ’'OMS et ’EGIR
(Tableau 1).

12
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Aol el Hyper- Triglycérides Pression Micro-
DEFINITION régulation de la _ nyper- Obésité HDL-Cholestérol glyce S8 ro- Diagnostic
P insulinémie plasmatiques Artérielle albuminurie
glycémie
Glycémie a jeun
élevée . " - .
ou intolérance til(l){z/g "(l%h;e TG plasmatiques > 1,7 mmol.L"! 140/90 mmHg ex;r;téoigig?;‘re pfi;lzei;eal
oMS au glucose >0,85 (F) ou ou ou +
ou ’ HDL-Cholestérol < 0,9 mmol.L™" (H) ; . . .
IR ou . <10 (F) ™ albumme/crezﬁme au moins 2
ou IMC > 30 kg.m™ >30 mg.g autres critéres
DT2
Taux
plasmatique
supérieur au Critére
Glycémic 4 jeun quartile Tour de taille TG plasmatiques > 2 mmol.L"! principal
EGIR ~ 6.1 mmolL"! supérieur >94cm(H); u 140/90 mmHg +
’ ) pour les >80 cm (F) HDL-Cholestérol < 1,0 mmol.L"! au moins 2
sujets non autres critéres
diabétiques
(36-110 pM)
Critére
. M . rincipal
AACE intolérance au < L mmol.L"! (H); > 1,7 mmol.L"! 130/85 mmHg : +p
glucose < 1,3 mmol.L" (F) .
au moins 2
autres critéres
4 . Critére
>5,6 mmol.L"! Obésité <<lf?239[?1;?$'11.‘1;'(?)’ >1,7mmolL" | 130/85 mmHg principal
ot ou abdominale ou ou ou -
DT2 ™ ™ ™ au moh_qs: 2
autres criteres
Tour de taille 4 . 130/85 mmHg .
NCEP :ATPIII > 6,1 mmol.L"! >102 em (H) ; <<1 ’10239mm01i1f;|(? * | >1,7 mmol.L"! ou Au moins 3
> 88 cm (F) ,29 mmol.L™ (F) ™ criteres
-1 .
> 5,6 mmol.L"! Tour de taille i i gnnOI'IIL,(}-I}:’ >1,7 mmol.L"! A ins 3
AHA/NHLBI ou >102 em (H); ; m'o“;’ L® ou 130/85 mmHg L:r'l‘:;‘::
™ > 88 cm (F) ™ ™
Tableau 1. Différents criteres du syndrome métabolique.

DT2 : diabéte de type 2; F: femmes ; H: hommes ; IMC : indice de masse corporelle; TM : traitement
médicamenteux. OMS : Organisation Mondiale de la Santé ; EGIR : European Group for the study of Insulin
Resistance ; AACE : American Association of Clinical Endocrinologists ; IDF : International Diabetes
Federation; NCEP:ATPIII : National Cholesterol Education Program : Adult Treatment Panel 11I; AHA/NHLBI :
American Heart Association et le National Heart, Lung and Blood Institute

1.2. Chez ’enfant

Chez I’enfant, le développement de perturbations métaboliques est associé a un risque
de développer un diabéte de type 2 et des maladies cardiovasculaires a I’age adulte (Zimmet,
2007). Cependant, chez I’enfant comme chez ’adulte, il n’existe pas de consensus sur la
définition du syndrome métabolique et les critéres différent selon les définitions tant au
niveau des paramétres pris en compte qu’au niveau des seuils retenus. On retrouve comme
¢léments principaux le tour de taille ou 1’obésité, les taux de triglycérides plasmatiques, de
HDL, la pression artérielle, la glycémie. L’IDF a développé une série de criteres

diagnostiques par tranche d’ages, dont I’obésité est le principal élément.

2. Prévalence du syndrome métabolique

2.1. Chez ’adulte

La prévalence du syndrome métabolique varie selon la définition utilisée pour le
diagnostic. Cependant, quelle que soit la définition considérée, la prévalence du syndrome

métabolique est en augmentation dans le monde (Grundy, 2008).
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Aux Etats-Unis, selon les critéres de I’'IDF, 39 % de la population était atteinte de
syndrome métabolique en 2002 (Ford, 2005). Selon les critéeres du NCEP :ATPIII, la

prévalence du syndrome métabolique était de 34,5 %

En Europe, la prévalence du syndrome métabolique est moins élevée, mais elle est trés

variable selon les pays : elle atteint 24 % au Portugal contre 34 % en Croatie (Grundy, 2008).

En France, deux études permettent d’apprécier la prévalence du syndrome
métabolique. L’étude DESIR (Data from Epidemiological Study on the Insulin Resistance
Syndrome) datant de 2003 a ét¢ menée sur des sujets agés de 30 a 65 ans, sur la base des
critetres NCEP. Elle a montré une prévalence du syndrome métabolique de 17 % chez les
hommes et 10 % chez les femmes (Balkau, 2003). Une seconde étude, menée par 1’Institut
inter Régional de la Santé (IRSA) entre 2002 et 2004, permet de comparer les prévalences
obtenues avec les différentes définitions du syndrome métabolique (Tableau 2) (Balkau,
2007).

Criteres Criteres Criteres
NCEP :ATPIII IDF AHA/NHBLI
Femmes 9% 17 % 14 %
Hommes 10 % 21 % 18 %
Tableau 2. Prévalence du syndrome métabolique en France entre 2002 et 2004 suivant différents critéres

diagnostiques.
Etude réalisée par I’Institut inter Régional de la Santé (IRSA) aupres de 19126 hommes et 19874 femmes de 20 a
74 ans (D’aprés Balkau, 2008).

2.2. Chez ’enfant

Une étude réalisée entre 1999 et 2002 a permis d’estimer la prévalence du syndrome
métabolique chez I’enfant américain entre 2 et 9,4 %. Chez ’enfant obése, celle-ci est estimée
entre 12,4 et 44,2 % (Cook, 2008). Une autre étude a montré que la prévalence du syndrome
métabolique augmente avec la sévérité de 1’obésité : elle est de 38,7 % chez les enfants

atteints d’obésité modérée et de 49,7 % en cas d’obésité sévere (Weiss, 2004).

Bien qu’il existe plusieurs définitions du syndrome métabolique, la plupart d’entre elles
tiennent compte de I’obésité abdominale et de I’insulino-résistance. En France, selon les
criteres considérés, la prévalence du syndrome métabolique était estimée entre 10 % et 20 %
au début des années 2000. Le nombre de personnes atteintes de ce syndrome devrait en outre

augmenter de fagon importante dans les années a venir.
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I1. L’OBESITE

1. Définition

L’obésité et le surpoids sont définis par 1’Organisation Mondiale de la Santé comme
« une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la santé ». Ils
peuvent étre estimés chez 1’adulte par le calcul de I’Indice de Masse Corporelle (IMC) qui
correspond au ratio du poids (en kg) par la taille au carré (en m?). Une classification de la
masse corporelle en fonction de I'IMC a été établie par I’OMS (Tableau 3) : un individu sera
considéré comme obése si son IMC est supérieur ou égal a 30 kg.m™. Il sera en surpoids pour
un IMC compris entre 25 et 29,9 kg.m™. Cette classification est par ailleurs reliée a des seuils
déterminant les risques de développer des maladies associées a I’obésité. Cependant,
I’interprétation des seuils de I'IMC associés au risque varie suivant la population concernée. Il
a en outre été établi que les risques de développer certaines pathologies augmentent avec
I’IMC de maniére continue : les seuils définis ne sont pas des paliers réels et méme une faible
augmentation de I'IMC peut avoir des conséquences sur la santé. Ainsi, le risque de
développer des maladies augmente des I'IMC 22-24, soit la fourchette haute du diagnostic

« normal ».

Diagnostic Indice de Masse Corporelle (kg.m?)

Maigreur IMC< 18,5
Normal 18,5 <IMC <24,9
Surpoids 25<IMC <299
Obésité modérée 30<IMC <349
ODbésité sévere 35<IMC<39,9

Obésité morbide >40
Tableau 3. Classification internationale de la masse corporelle chez 1’adulte en fonction de 1’Indice de

Masse Corporelle, selon ’'OMS.

Le calcul de I'IMC est préconisé au niveau international par ’OMS afin de pouvoir
estimer rapidement la corpulence d’un individu. Cependant, cette estimation reste générale et
ne rend pas compte de la méme fagcon du risque associ¢ a I’obésité pour chaque type de
population. Chez I’enfant, I’évaluation de 1’obésité est plus délicate, notamment en raison des
variations importantes de corpulence durant la croissance. L’OMS a mis au point des normes
de croissance de I’enfant (de 0 a 18 ans) utilisées pour dépister le surpoids et 1’obésité, les

seuils évoluant en fonction des ages et du sexe.
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2. Prévalence de I’obésité

2.1. Dans le monde

Depuis la fin des années 1990, I’obésité a atteint le stade d’épidémie mondiale :
I’OMS estimait en 2008 que 1,5 milliard de personnes de plus de 20 ans étaient en surpoids,
parmi lesquelles prés de 200 millions d’hommes et 300 millions de femmes étaient obeses
(Figure 1). En 2010, le surpoids concernait preés de 43 millions d’enfants de moins de cinq

ans.

The i used on this map do not imply the expression of
any opinion whansoevsr on me partof the Wodd Heallh Omanlzadon ooncsmlng the legal status of any
country, territory, city or area or of its its frontiers or
boundarles Dotted lines on maps represent appmxlmnla border lines for which M may not yet be full
agreement. © WHO 2010. All rlgm.s reserved

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of
any opinion whatsoever on the part of the World Haallh Organizallon oencemlng the Iegal slatus of any
country, territory, city or area or of its
boundaries. Dotted lines on maps represent appmxlmaw border lines for which ﬂm may nol yet be full
agreement. ® WHO 2010. Al rights reserved

Figure 1. Prévalence du surpoids et de ’obésité dans le monde selon le sexe en 2010.
La prévalence du surpoids et de Iobésité (IMC > 25 kg.m™) est détaillée ici par pays chez les femmes (en haut)
et chez les hommes (en bas). Le surpoids et I’obésité touchent principalement les pays industrialisés et en voie de
développement. Les Etats-Unis d’Amérique, le Canada et I’ Australie sont particuliérement concernés (OMS).
Aux Etats-Unis, selon des données publiées par le National Health and Nutrition
Examination Survey en 2008, 68 % des adultes entre 20 et 74 ans étaient en surpoids ou
obéses (Figure 2). Une autre étude estime que si aucune évolution n’a lieu dans les années a
venir, en 2030, prés de 86 % de la population pourrait étre en surpoids ou obese et pres de
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21,1 % d’adultes pourraient étre obéses. Le surpoids atteindrait environ 30 % chez I’enfant.
(Wang, 2008)

% ©
| []NoData [[]<tos [ tocs-14 [E15%-19% []20%-2e [25%-29% [=0% |

Figure 2. Prévalence de I’obésité en 2009 aux Etats-Unis d’ Amérique.

En 2009, la prévalence de 1’obésité aux Etats-Unis dépassait les 20 % dans la quasi-totalité des états. Dans
certains états du sud-est, plus de 30 % de la population est obése. (Source : Center for Disease Controle)

2.2. En France

En France, deux grandes études ont récemment été réalisées pour estimer la prévalence
de I’obésité : une étude effectuée par I’Institut de Veille Sanitaire (InVS) publiée en 2006 et
I’enquéte ObEpi, réalisée tous les trois ans depuis 1997 par I’Inserm, TNS HEALTHCARE et
les laboratoires Roche. L’¢étude publiée par 'InVS en 2006 montre des chiffres 1égérement
supérieurs a ceux de I’étude ObEpi : 32,4 % de la population francaise adulte (18 a 74 ans)
¢tait en surpoids et 16,9 % de la population était obese. Selon 1’étude ObEpi 2009, réalisée sur
un échantillon représentatif de la population frangaise de 18 ans et plus, 14,5% de la
population est obése, soit environ 6,5 millions des personnes. La prévalence du surpoids
atteint quant a elle 31,9 % soit environ 14 millions de personnes. Il a été montré qu’il existait
un biais dans la déclaration du poids et de la taille chez les adultes : une sous-déclaration du
poids (écart-moyen de -1,05 kg) et une sur-déclaration (écart-moyen de 0,79 cm) de la taille
ont été observées, conduisant & des estimations de prévalences de I’obésité et du surpoids
significativement différentes entre les données déclarées et les données mesurées (Julia,
2010). Ceci peut expliquer les différences de prévalence estimées par 1’étude ObEpi et I’étude
publiée par I'InVS. L’InVS a en effet utilis¢ des mesures effectuées par des professionnels
alors que I’étude ObEpi s’est appuyée sur des mesures communiquées directement par les

individus sondés pour calculer I'IMC.

Les différentes études ObEpi (entre 1997 et 2009) permettent d’observer une
augmentation progressive de la prévalence de 1’obésité en France (Figure 3). L’augmentation

relative de 1’obésité est estimée a 5,9 % par an depuis 1997.
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Figure 3. Répartition de la population par niveau d’IMC depuis 1997, hommes et femmes.

Source : Obépi 2009

Le tour de taille des Francais est ¢galement en constante augmentation depuis 1997,
passant en 12 ans de 85,2 cm a 89,9 cm en moyenne (ObEpi, 2009). Enfin, la prévalence de
I’obésité augmente, quelle que soit la tranche d’age considérée (Figure 4) et quelle que soit la

région géographique de France métropolitaine considérée.

P> ] %de la ObEpi 1997
) ObEpi 2000

opulation -
pop [ ObEpi 2003
PO Il ObEpi 2006
[l ObEpi 2009

Total 15-24 ans 25-34 ans 35-44 ans 45-54 ans 55-64 ans 65 ans et plus

Figure 4. Répartition de la prévalence de I’obésité par tranche d’age entre 1997 et 2009, hommes et
femmes.

Sources : Obéspi 2009

3. Estimation de I’obésité

La répartition du tissu adipeux au niveau anatomique a son importance dans les
facteurs de risques de I’obésité. On peut en effet distinguer deux principales formes
d’obésité : 1’obésité dite « androide », lorsque la graisse est répartie au niveau abdominal, a
laquelle sont associés la majorité des facteurs de risques cardiovasculaires et 1’obésité

« gynoide », dans laquelle le tissu adipeux est reparti plus uniformément.
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Si le calcul de I’'IMC représente un moyen rapide d’estimer 1’obésité, il ne permet en
revanche ni de faire la distinction entre masse grasse et masse maigre, ni de tenir compte de la
répartition du tissu adipeux dans 1’organisme, notamment au niveau abdominal. Il est donc
peu adapté pour les personnes présentant une masse musculaire importante ou les personnes

ayant perdu de la masse musculaire.

D’autres mesures anthropométriques permettent d’affiner les estimations obtenues par
le calcul de I’'IMC. La mesure du tour de taille ou le calcul du rapport tour de taille sur tour de
hanche permet d’apprécier I’obésité centrale de I’individu. Un tour de taille supérieur a 102
cm chez les hommes et a 88 cm chez les femmes ou un rapport taille sur hanche supérieur a
0,90 pour les hommes et a 0,85 pour les femmes sont des bons indices d’une obésité
abdominale. L’IDF a proposé¢ des seuils spécifiques a chaque ethnie (Europe, Asie du sud,
Chine, Japon, Amérique du sud, Amérique centrale, Afrique sub-saharienne, pays
méditerranéens et Moyen Orient) afin d’ajuster au mieux les critéres diagnostiques de
1I’obésité lors de la mesure du tour de hanche (Alberti, 2005).

La mesure des plis cutanés permet une évaluation plus précise de la masse grasse.
Cette mesure se fait a I’aide d’une pince a pli, au niveau des plis bicipital, tricipital, sous-
scapulaire et supra-illiaque. Elle est cependant observateur-dépendant (Ruiz, 1971) et est
difficilement applicable lors d’obésité massive. Son utilisation se fait donc généralement pour

mesurer 1’évolution de 1’obésité, lorsque le praticien reste le méme d’une mesure sur I’autre.

Les balances a impédancemétrie, basées sur les différences de résistances qu’opposent
les différents tissus biologiques au passage d’un courant, permettent également d’estimer la

quantité de masse grasse d’un individu.

Certaines techniques d’imagerie peuvent parfois étre utilisées, mais elles restent plus
compliquées a mettre en ceuvre. Le scanner, I’imagerie par résonance magnétique (IRM)
I’absorption bi-photonique a rayons X (DEXA pour Dual Energy X-ray Absorptiometry) sont

utilisés pour évaluer la masse grasse avec une meilleure précision.

4. L’obésité, conséquence d’une dérégulation de la balance énergétique

L’obésité est caractérisée par une accumulation anormale ou excessive de tissus
adipeux. Elle résulte d’une dérégulation sur le long terme de la balance énergétique et donc

d’un bilan positif entre apport énergétique et dépense énergétique.

L’apport énergétique provient de tout aliment solide ou liquide qui va étre ingéré,
digéré et dont les composants vont étre métabolisés par 1’organisme. Il dépend donc de la
quantité de nourriture ingérée mais aussi de la nature des éléments qui la composent. En effet,
la valeur énergétique (qui correspond a la quantité d’énergie extraite de la digestion d’un
aliment) est différente selon les macronutriments considérés: la valeur énergétique des

glucides et des protéines est de 17 kJ.g"' (4 kcal.g™) alors que celle des lipides avoisine les 37
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kJ.g" (9 keal.g™"). Une faible modification de I’apport calorique a long terme peut conduire a
une augmentation de la masse corporelle: il a été¢ estimé qu’une balance énergétique
excédentaire de 150 kcal par jour induit un changement de 21,4 g par jour soit 1,8 kg par an
(Rosenbaum et Leibel, 1988).

La dépense énergétique est la somme des dépenses énergétiques dues au métabolisme
de repos, a la thermogenese (principalement post-prandiale) et a 1’activité physique. Le
métabolisme de repos correspond a 1’énergie dépensée au repos, éveillé, allongé, sans
mouvement et dans une atmosphere thermiquement neutre. Il représente 1’énergie nécessaire
au fonctionnement quasi minimal des organes et des tissus, afin de pouvoir maintenir la
circulation sanguine, la respiration et les fonctions rénales. Cette valeur dépend de la masse
maigre du sujet et le métabolisme de repos varie donc suivant les individus. La dépense
énergétique de repos se détermine a jeun, pour s’affranchir de la thermogenése post-prandiale.
La thermogenese correspond a la dissipation d’énergie sous forme de chaleur, elle est
principalement post-prandiale et elle correspond au colt énergétique résultant d’une prise
alimentaire. Elle est le reflet de I’énergie nécessaire a la digestion, au transport, au stockage
des nutriments ingérés. Elle dépend de la nature des aliments ingérés et de leur quantité. La
thermogenese liée a un environnement froid a lieu dans le tissu adipeux brun ou dans les
muscles (grace aux frissons musculaires). Enfin, la dépense énergétique liée a I’activité
physique est I’élément le plus variable de 1’équation, puisqu’elle varie considérablement entre
un sujet sédentaire et un sujet actif. En moyenne, elle est estimée a 20 a 30 % de la dépense
énergétique totale mais elle peut atteindre 60 % de la dépense énergétique totale chez les
grands sportifs (Rising, 1994). La thermogenése liée a 1’activité physique est divisée en deux
catégories : la thermogenese liée a 1’activité physique volontaire et la thermogenése liée a des
activités physiques non programmées (non exercice activity thermogenesis). Cette dernicre
représente entre 15 % et 50 % de la dépense énergétique totale quotidienne, suivant le niveau
de sédentarité de 1I’individu (Levine, 2004).

5. Causes de 1’obésité

5.1. Facteurs génétiques

Lors de la découverte du geéne de la leptine dans les années 1990, I’hypothése d’une
origine génétique de 1’obésité a été largement développée. Une mutation sur le gene de la
leptine ou sur celui de son récepteur provoque en effet chez les souris porteuses de ces
mutations une obésité constitutive. Chez I’Homme, il est apparu que ces mutations conduisant
a une obésité séveére ne concernaient qu’un trés faible nombre de familles: seulement 3
mutations, touchant une dizaine de personnes, sont connues pour étre impliquées dans une
prise de poids excessive (Mazen, 2009). D’autres genes impliqués dans des formes

monogéniques d’obésité ont également été¢ découverts : des mutations sur les génes codant la
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prohormone convertase 1 (impliquée dans la conversion de la proinsuline en insuline) ou la
proopiomélanocortine (POMC) conduisent ainsi a une prise alimentaire excessive. La protéine
POMC est le précurseur de I’a-melanocyte stimulating hormone, un neuropeptide réduisant la
prise alimentaire en agissant sur les récepteurs a la mélanocortine 3 et 4 (MC3R et MC4R)
présents dans I’hypothalamus. Les mutations sur le geéne codant le récepteur MC4R
représentent quant a elles une forme plus fréquente d’obésité monogénique, puisqu’elles
concerneraient 1 a 6 % des individus obeses (Bell, 2005). Enfin, quelques cas d’obésité dus a
une mutation sur le géne du récepteur a la cholécystokinine, impliqué dans le signal de satiété,

ont également été décrits (Panchal, 2011).

Si les formes monogéniques d’obésité sont relativement rares, dans un méme
environnement, certains individus ont plus de risque que d’autres de devenir obeses.
L’hypotheése du « thrifty gene » (ou géne économe), développée par Neel en 1962, sous-
entend que les individus porteurs de certains génes impliqués dans 1’accumulation de tissu
adipeux possédaient un avantage sélectif lors des famines : ils auraient ainsi €ét¢ favorisés au
cours des siecles. Dans 1’environnement actuel, les individus possédant ces génes seraient
fortement prédisposés a 1’obésité (Prentice, 2005). Globalement, I’expression de ces genes
tendrait a favoriser le stockage de I’énergie par rapport sa dépense. Bien que fréquemment
reprise, cette hypothése reste néanmoins controversée (Speakman, 2006). Une autre hypothése
est que I’organisme serait « programmé » pour gérer la sous-nutrition et aurait une capacité
moindre a gérer la sur-nutrition : les moyens pour limiter la perte de poids seraient plus
efficaces que ceux destinés a la limiter (Blundell, 1996). A I’heure actuelle, on connait plus
d’une centaine de genes liés a 1’obésité : ces genes sont impliqués dans le métabolisme
énergétique, le contrdle de la prise alimentaire, le développement du tissu adipeux ou encore

les activités mitochondriales.

L’6tude des lignées d’animaux prédisposés a ’obésité' permet également de mieux
comprendre 1’importance des facteurs génétiques dans son développement. Chez le rat, le
croisement entre des animaux résistants au développement de 1’obésité et des animaux
prédisposés a I’obésité a montré la transmission du phénotype « prédisposition a I’obésité »,
associ¢ a I’hyperphagie, 1’obésité, I’insulino-résistance, I’hypertension et I’hyperlipidémie en
réponse a un régime hypercalorique (Levin, 2010). L’induction de I’obésité chez des femelles
sensibles a 1’obésité durant la gestation et la lactation conduit au développement de 1’obésité
chez leur progéniture a I’age adulte, quel que soit le régime alimentaire de celle-ci. Ceci n’est
pas observé chez les animaux nés de mere présentant une résistance a ’obésité, méme

lorsqu’ils sont nourris avec un régime hypercalorique (Levin, 1998).

En outre, plusieurs études sur des ethnies données suggérent 1’existence de facteurs

génétiques prédisposant les individus a I’obésité, lorsque ces individus sont soumis a un mode

" Voir paragraphe VI.1
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de vie plus sédentaire. Ainsi, la prévalence de 1’obésité importante chez les indiens Pima
d’Arizona a été reliée par plusieurs études a 1’abandon du mode de vie traditionnel (OMS
2003). D’autres études, réalisées sur les populations aborigénes d’Australie, montrent que
cette ethnie est sujette a I’obésité abdominale, a I’hypertension et au diabete de type 2, mais
que ces facteurs diminuent lorsque les individus reviennent & un mode de vie traditionnel. De
méme, la reprise d’une alimentation traditionnelle chez des populations autochtones d’Hawai
réduit le risque de développer une obésité et ou des pathologies cardiovasculaires (OMS
2003).

5.2. Evolution des modes de vie

L’¢évolution des modes de vie concerne principalement ’alimentation et I’exercice
physique, deux éléments majeurs de la régulation de la balance énergétique. L’évaluation de

ces parametres est complexe.

Certaines études montrent une augmentation de la consommation calorique entre les
années 1970 et les années 2000. Cependant, ces données sont contredites par d’autres
publications qui estiment quant a elles qu’aucune évolution significative de la prise
énergétique n’a pu étre mise en évidence lors de ces dernicres décennies. Quelques
parametres ont cependant été suggérés afin d’expliquer I'influence de la nourriture sur
I’épidémie d’obésité dans les pays industrialisés, tels qu'une plus grande disponibilité des
aliments, une augmentation des repas pris en dehors du foyer (incluant les fast-food), une plus
grande consommation de boissons sucrées, une augmentation de la taille des portions
alimentaires (Stein, 2004). La nature des produits entrant dans la composition des aliments est
¢galement modifiée : la consommation quotidienne de fructose par personne a augmenté de
16 % entre 1986 et 2007 (Tappy, 2010). L’augmentation de la consommation de boissons

sucrées semble participer a cette consommation importante de fructose (Bray, 2004).

L’augmentation du nombre de personnes obeses résulte également de la modification
de la dépense énergétique. En quelques dizaines d’années, le mode de vie dans les pays
industrialisés a changé de fagon importante notamment grace aux avancées technologiques :
ainsi, les individus ont moins besoin de marcher ou de bouger pour les activités quotidiennes.
En 1996, 60 % des Américains ne pratiquaient pas d’activité physique régulicre et 25 %
¢taient presque totalement sédentaires. En France, en 2008, 50 % des Frangais pratiquaient
une activit¢ physique régulicre (Barometre santé nutrition, INPES) et seulement 42,5 %
d’entre eux la pratiquent suffisamment longtemps pour qu’il y ait un effet favorable pour la
santé. Une étude a estimé qu’il y a 150 ans, les individus dépensaient en moyenne 2,8 fois
plus d’énergie que I’individu moyen occidental a I’heure actuelle, soit une différence de
marche de 16 km.jour” (Egger, 2001). En outre, le temps moyen passé par les Américains
devant la télévision en 2000 avoisinait les 8h par jour, soit preés de deux fois plus que 50 ans
plus tot (Brownson, 2005).
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Ces informations peuvent paraitre caricaturales, mais globalement, les nouveaux
modes de vie dans les pays occidentaux montrent une diminution de la dépense énergétique et

une augmentation de I’apport énergétique, qui participent au développement de I’obésité.

5.3. Environnement périnatal

L’environnement pré- et post-natal semble jouer un rdle important dans la
prédisposition a I’obésité. Des facteurs de stress subis par le feetus (sous-nutrition, hypoxie,
exposition au tabac mais aussi obésit¢ maternelle) peuvent conduire a un faible poids de
I’enfant a la naissance. Or, il existe une relation positive entre le faible poids a la naissance et
le risque de développer une obésité abdominale a 1’age adulte. Une relation inverse entre la
taille a la naissance et le ratio taille sur hanche a 1’age adulte a ét¢ mise en évidence (Kuh,
2002). Des observations concordantes ont été faites sur des enfants nés prématurément : la
prévalence de 1’obésité infantile varie alors selon la catégorie de poids a laquelle ces enfants
appartiennent a la naissance (Casey, 2011). Plus encore que le poids a la naissance, c’est la
prise de poids rapide aprés la naissance pour « rattraper » un poids normal qui semble étre

importante dans la prédisposition a 1’obésité (Figure 5).

Effets a courts termes Effets a longs termes
(a) Naissance Sevrage
Croissance 250 Maturité sexuelle.
(% Controle) 200 *  Prise de poids post-natale | ¢  Obésité
150 précoce et rapide ¢ Diabéte
100
50
0
(b) Croissance 250 o Obésité
5 o . ésité
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o « rattrapage » précoce *  Diminution de
58 R Page» p I’espérance de vie
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Figure 5. Relation entre la croissance post-natale et I’apparition de I’obésité a I’age adulte.

En (a) : poids normal a la naissance et croissance post-natale rapide et précoce. En (b) : retard de croissance pré-
natal et faible poids a la naissance, suivi d’une prise de poids rapide post-natale. En (c) : retard de croissance pré-
natal et faible poids a la naissance, suivi d’une prise de poids progressive post-natale. En (d) : poids normal a la
naissance puis légére diminution de la croissance en période post-natale suivie d’une croissance rapide aprés le
sevrage. Les valeurs supérieures & 100% indiquent une croissance accélérée et les valeurs inférieures a 100%
indiquent un ralentissement du taux de croissance. LBW : Low birth weight. (Traduit d’aprés Jimenez, 2006)

Une rapide croissance post-natale pourrait conduire & des adaptations métaboliques,

par la suite responsables de déréglements a I’age adulte. Chez les enfants prématurés, la prise
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de poids durant la premiére année est un important prédicateur de développement de 1’obésité
(Casey, 2011). Expérimentalement, la prévention d’une reprise de poids rapide apres la

naissance normalise 1’obésité (Jimenez, 2006).

Les mécanismes impliqués dans ce phénoméne sont encore a 1’étude. Chez le rat,
I’exposition intra-utérine a la dexaméthasone, une molécule utilisée pour provoquer un
phénomene inflammatoire, conduit a un poids diminué a la naissance. Dans le tissu adipeux
de ces animaux, le profil des ARNm codant des protéines impliquées dans 1’homéostasie
lipidique et notamment dans le stockage des lipides est différent du profil observé chez les
animaux controle (Drake, 2010). Une prolifération plus importante des précurseurs des
cellules adipeuses a ¢galement été observée expérimentalement (Bol, 2008). Des études sur
modeles animaux ont permis de mettre en évidence des modifications épigénétiques qui
pourraient étre a I’origine de la prédisposition a I’obésité et aux maladies associées chez les
enfants nés avec un faible poids a la naissance et ayant repris rapidement du poids (Figure 6).
L’existence d’une hyperméthylation du promoteur du geéne codant la pro-opio-mélanocortine,
une neurohormone impliquée dans la régulation de la prise alimentaire a ainsi été mise en
¢vidence chez des animaux nés avec un faible poids et sur-nourris a la naissance (Plagemann,
2009). Des études suggerent en outre que certains de ces phénotypes associés pourraient étre

transmis a la génération suivante (Drake, 2005).

Afteintes intra-utérines : Surnutrition
Sous-nutrition :| Rattrapage Inactivité
Dysfonction placentaire :| dupoids Obésité
Hypoxie || corporel Age
Diminution de I'apport sanguin |z

l 1|

PRENATAL : POSTNATAL de

DT2

[ Altération du développement ]

[ Modifications des histones ]

[ Méthylation de ’ADN ]

LModifications moléculaires /

Figure 6. Mécanismes potentiels impliqués dans le développement de 1’obésité et du diabéte de type 2 en
fonction de I’environnement péri-natal.

Des facteurs pré-natal (sous-nutrition, hypoxie, ...) ou post natal (prise de poids rapide) peuvent favoriser
I’apparition d’un diabéte de type 2 a ’dge adulte en entrainant des modifications moléculaires encore a I’étude.
DM : Diabéte de type 2. (Traduit d’aprés Woo, 2008)
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5.4. Autres facteurs

D’autres facteurs peuvent intervenir dans la prise de poids excessive. Selon I’OMS,
certaines périodes de la vie sont « critiques » pour le développement de 1’obésité : le rebond
d’adiposité (entre 5 et 7 ans), ’adolescence, le début de I’age adulte, la grossesse et la
ménopause constituent des périodes durant lesquelles les comportements alimentaires et
physiques changent et sont susceptibles de favoriser la prise de poids. La prise de certains
médicaments peut également favoriser le développement de 1’obésité : Deffet des
contraceptifs, antidépresseurs, corticoides sur la prise de poids est relativement bien
documenté. Les autres facteurs sont principalement liés aux changements brusques du mode
de vie: arrét du tabac, changements sociaux et environnementaux (modification de la
structure familiale, changement de travail). Plus rarement, la prise excessive de poids est la

conséquence de pathologies, principalement endocriniennnes (OMS, 2003).

6. Pathologies associées a 1’obésité

Selon certaines études récentes, 1’obésité pourrait participer a la diminution de
I’espérance de vie des enfants naissant aujourd’hui, comparée a celle de leurs parents
(Olshansky, 2005). L’obésité est en effet un élément clé du syndrome métabolique et elle est
associée a de nombreuses co-morbidités, telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte
de type 2, ’hypertension, I’apnée du sommeil, la dyslipidémie, certains cancers. En outre, les
conséquences globales de 1’obésité sont également importantes : elle conduit a une diminution
générale de la qualité de vie et peut-Etre associée a I’apparition de probleémes psychologiques,
au déreéglement des cycles menstruels et a des complications lors des grossesses chez la

femme.

L’obésité et particulicrement I’obésit¢ abdominale, sont des facteurs de risque
indépendants d’apparition de maladies coronariennes. De nombreuses études ont souligné
I’importance des liens entre 1’obésité et I’augmentation du risque cardiovasculaire. Ainsi, 20 a
30 % de la mortalité cardiovasculaire est liée a une surcharge pondérale (Stein, 2004) et les
personnes en surpoids ont 1 a 3 fois plus de risques de développer des maladies
cardiovasculaires. L’obésité infantile en elle-méme représente un risque de développer un
syndrome métabolique a 1’age adulte (Sun, 2008), des maladies cardiovasculaires et un
diabéte de type 2 (Baker, 2007) et les adolescents en surpoids ont plus de deux fois plus de
risque de mourir de maladie coronarienne durant 1’age adulte que les adolescents minces. La
stéatose hépatique non-alcoolique et les dyslipidémies sont également plus fréquentes chez les
individus obéses. De méme, des taux élevés de triglycérides et de LDL sont retrouvés chez
des individus présentant un IMC élevé. Le risque de développer une hypercholestérolémie
s’accroit de maniere linéaire avec 1’augmentation de I’IMC chez les hommes mais atteint un

maximum pour un IMC compris entre 25 et 27 kg.m™ chez les femmes (Eckel, 1998). Le
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poids et la prise de poids sont positivement corrélés au développement de I’hypertension et il
a été montré une relation positive entre I’IMC et la pression artérielle. Les complications liées
a ’hypertension sont par ailleurs multiples : maladies cardiovasculaires, dissection aortique,
accident vasculaire cérébral, insuffisance rénale. En 2002, I’International Agency for
Research on Cancer a estimé que le surpoids et 1’obésité étaient liés a 9 % des cancers du sein
post-ménopause, 11 % des cancers du cblon, 25 % des cancers du rein et 37 % des cancers

oesophagiens (Stein, 2004).

L’obésité est définie par ’OMS comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse
qui peut nuire a la santé ». Elle concerne preés de 500 millions de personnes dans le monde et
sa prévalence est passée en France de 8,4 % a 14,9 % entre 1997 et 2009. Sédentarité et
mauvaise alimentation, probablement associées a un terrain génétique favorable sont les
principales causes d’obésité dans les pays industrialisés. L’obésité est un facteur de risque du
développement de nombreuses pathologies et constitue un probléme de santé publique

majeur.
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I11. L’INSULINO-RESISTANCE

1. L’insuline

Le maintien de I’homéostasie glucidique est primordial au bon fonctionnement de
I’organisme. Il est assuré par différents signaux endocriniens, métaboliques ou nerveux. A
jeun, le glucagon, les glucocorticoides, les catécholamines et certaines hormones telles que
I’hormone de croissance permettent de maintenir 1’homéostasie glucidique, grace a leur action
hyperglycémiante. Lors d’une prise alimentaire, le glucose est absorbé par le tractus digestif :
une hyperglycémie est alors détectée dans la veine porte hépatique (Burcelin, 2000) et
plusieurs mécanismes entrent en jeu pour rétablir rapidement une glycémie normale.

L’insuline est alors la principale hormone impliquée dans cette régulation.

Le gene de I’insuline est trés conservé au cours de I’évolution. Chez la souris et le rat,
on retrouve deux copies de ce gene, localisées sur le chromosome 1 chez le rat et sur les
chromosomes 9 et 19 chez la souris. Chez I’Homme, il n’en existe qu’un exemplaire, de 1355
paires de bases, situé¢ sur le bras court du chromosome 11. Sa région codante comporte 3
exons séparés par 2 introns. Ce geéne contrdle la synthése d’un précurseur de haut poids
moléculaire, la pré-pro-insuline qui, aprés maturation, donne la protéine d’insuline active. Il a
¢té¢ montré que des mutations sur le géne de I’insuline peuvent conduire a différentes formes

de diabete, a I’hyperinsulinémie ou a I’hyperproinsulinémie.

1.1. Structure de I’insuline

L’insuline est un polypeptide d’environ 6kDa, dont la structure primaire est tres
conservée entre les especes. Il s’agit d’un hétérodimere composé de deux sous-unités, la
chaine A et la chaine B, reliées entre elles par deux ponts disulfures. Chez I’homme, la chaine
A est formée de 21 acides aminés et la chaine B en comporte 30. Un pont disulfure relie entre
eux les acides aminés 6 et 11 de la chaine A. Le monomére d’insuline est organisé sous forme
de structure globulaire dont le centre est constitué d’un noyau hydrophobe. La forme
monomérique est la forme active de la protéine, cependant I’insuline est capable de se
dimériser spontanément : trois dimeéres peuvent s’associer entre eux pour former des
hexameéres qui constituent la principale forme de stockage de I’insuline dans les vésicules de

sécrétion.

1.2. Synthese de I’insuline

La production d’insuline est réalisée dans les cellules B du pancréas. Cependant,
certaines études font état d’une production par d’autres types cellulaires : 1’insuline et son

récepteur synthétisés par le cerveau sont impliqués dans le guidage des neurones en
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croissance et certaines cellules du thymus produisent également de 1’insuline afin d’induire la
tolérance du soi (Kojima, 2006). D’autre part, il a ét¢ montré que 1’insuline pouvait étre
synthétisée par certaines cellules du foie, de la rate ou encore du tissu adipeux dans différents
modeles animaux de diabéte (Suckale, 2010). Chez le rat, on retrouve dans les cellules § du
pancréas environ 10 000 vésicules d’insuline, pouvant chacune contenir jusqu’a 2 milliards de
molécules d’insuline, ce qui représente 10 a 20 % du volume cellulaire. Dans ces vésicules,
I’insuline est stockée sous forme d’hexaméres stabilisés par une molécule de calcium et deux

1ons de zinc.

La traduction de I’ARNm du géne de I’insuline aboutit a la formation de la pré-pro-
insuline (Figure 7). Celle-ci est constituée d’un peptide signal de 25 acides aminés, dont le
role est de favoriser le passage du peptide dans le réticulum endoplasmique. La pré-pro-
insuline est déversée rapidement dans la lumiére du réticulum endoplasmique ou le clivage du
peptide signal conduit a la formation de la pro-insuline. La pro-insuline comprend les deux
chaines A et B de I’insuline, reliées entre elles par le peptide-C qui assure le repliement de la
molécule de pro-insuline et la formation de 3 ponts disulfures. Le réle de ce peptide de 31
acides aminés serait de maintenir les ponts disulfures qui réunissent les chaines A et B dans
une position favorisant le clivage correct de la molécule lors des étapes ultérieures de la
maturation (Suckale, 2010).
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Figure 7. Structure de la préproinsuline humaine.
Les chaines A et B correspondent respectivement aux chaines bleu claire et rouge. Le peptide signal est
représenté en vert, le peptide C est représenté en orange. Les pastilles colorées indiquent les mutations
retrouvées chez des patients diabétiques ou présentant des anomalies de 1’insulinémie (Steiner, 2009)

La pro-insuline va ensuite subir plusieurs étapes de maturation avant de devenir la
molécule d’insuline fonctionnelle (Figure 8). Aprés repliement et formation des ponts
disulfures, la pro-insuline est transférée dans de petites vésicules de 1’appareil de Golgi. La
diminution du pH a I’intérieur des vésicules augmente 1’action des prohormones convertases 1
et 2 et la carboxypeptidase 2 qui vont cliver le segment connecteur pour donner I’insuline et le

peptide-C. Des études menées sur des ilots isolés de rats ont montré que la synthése de pro-
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insuline dans le réticulum endoplasmique et son passage vers I’appareil de Golgi prennent
environ 20 minutes et que la maturation de I’insuline dans les vésicules de Golgi augmente
linéairement pendant une a deux heures. L’insuline co-précipite ensuite avec des ions zinc

pour former les microcristaux contenus dans les vésicules de sécrétion (Steiner, 2009).

/

i Pro-insuline
Réticulum — o000 Dipeptide Peptide C
endoplasmlqu - Arg31- Arg32
e,
, Dipeptide
) Shaine A Lys64-Lys65
e

A

10 & 20 minutes

v L
| ( ® @ Chaine B

20 minutes @ % Proconvertase 2 et 3
v Cis-Golgi SRbeE >
L > j
)
30 - 120 minutes P s a 1—}
Trans-Golgi '@ e

v (vésicules W

5 3 & ) \
4 revétues de o &) AN ~F

clathrine)
Vésicule de sécrétion Ean
53 nsuline
LA @ ® J
Figure 8. Synthése de I’insuline

(Magnan, 2005)

uelques heures
a quelques ours

Les granules contenant 1’insuline sont stables plusieurs jours et libérent I’insuline en
réponse a une stimulation métabolique. En conditions physiologiques, 95 % de I’hormone est
secrétée sous forme d’insuline et 5 % sous forme de pro-insuline. L’insuline et le peptide C

sont relachés en quantité identique dans la circulation sanguine.

1.3. Facteurs régulant la production d’insuline

Le glucose est I’'un des principaux stimulants de la synthése d’insuline. Certains
métabolites du glucose interagissent également avec les facteurs de transcription dont PDX-1
(Pancreatic duodenal homeobox 1), un facteur de transcription majeur pour le fonctionnement
et le développement du pancréas en général et de la cellule B en particulier. Une mutation sur
le site de fixation de PDX-1 suffit a abolir la stimulation de la transcription du géne par le
glucose. Plusieurs facteurs sont connus pour exercer un effet sur la transcription du géne de
I’insuline, parmi lesquels le Glucagon like peptide-1 (GLP-1), ’hormone de croissance (GH),
la prolactine, la leptine ou I’insuline elle-méme. Le GLP-1 stimule la transcription du géne de
I’insuline et augmente la stabilit¢ des ARNm, par ’intermédiaire de I’AMPc. Il stimule
¢galement I’expression de PDX-1. Le role de I’insuline elle-méme n’est pas encore clairement
déterminé : elle exerce un rétrocontrdle sur I’expression de son géne, mais elle pourrait aussi
favoriser la liaison de PDX-1 sur I’ADN par I'intermédiaire de la PI3-kinase. La leptine
pourrait-elle aussi jouer un rdle dans le controle de la sécrétion d’insuline puisque la forme
longue du récepteur a la leptine est retrouvée dans les cellules f murines et humaines. L’effet
physiologique majeur de la leptine serait I’inhibition de la synthése et de la sécrétion

d’insuline, ce qui préviendrait une accumulation trop importante de triglycérides dans le tissu
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adipeux. Cependant, ces conclusions sont encore controversées selon les études (Magnan,
2005).

1.4. Sécrétion d’insuline

1.4.1 Controle de la sécrétion

Les vésicules contenant 1’insuline au sein des cellules B pancréatiques ayant une demi-
vie relativement longue (de 1’ordre de trois jours), I’insulinémie est principalement régulée
par la sécrétion de I’insuline et donc I’exocytose. Les mécanismes capables de stimuler la
sécrétion d’insuline différent en grande majorité de ceux capables de réguler sa production.
Le controle de la sécrétion d’insuline est dépendant des nutriments, des substrats
énergétiques, des hormones, des neuromédiateurs. Il existe en particulier une boucle de
régulation « élémentaire » entre les substrats énergétiques (le glucose par exemple) et la
sécrétion d’insuline : ils stimulent la sécrétion d’insuline qui abaisse leur concentration
plasmatique. La réponse a ces différents stimuli est modulée (amplification ou atténuation)

par différents mécanismes.

Les agents stimulant la sécrétion d’insuline peuvent étre classés en deux catégories.
Les premiers sont les stimuli primaires qui déclenchent a eux seuls la sécrétion d’insuline : il
s’agit du glucose, du mannose, de la leucine et du glycéraldéhyde. Seul le glucose peut
exercer un effet a des concentrations physiologiques : les autres composés ont montré leur
effet in vitro, a des concentrations bien supérieures a leurs concentrations physiologiques. Le
glucose exerce également un effet régulateur puisqu’aucune de ces substances ne peut activer
la sécrétion d’insuline si la glycémie est trop basse. Les stimuli secondaires amplifient la
réponse aux stimuli primaires mais ne peuvent agir seuls. Ils sont hormonaux (hormones
digestives) ou proviennent du systéme nerveux parasympathique. Certains agents sont par
ailleurs capables de diminuer 1’intensité de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose : on
retrouve par exemple la noradrénaline, libérée par les terminaisons nerveuses sympathiques

de I’ilot de Langerhans ou certaines hormones, comme la somatostatine.

En conditions physiologiques, les modifications de la glycémie entrainent une réponse
proportionnelle de la sécrétion d’insuline, selon une relation sigmoidale. In vitro, le seuil
minimal de réponse a I’insuline dans les cellules 3 se situe entre 3 et 7 mM de glucose et son
maximum est compris entre 15 et 30 mM (Henquin, 2006). Le glucose entre dans les cellules
du pancréas par les transporteurs du glucose GLUT2 qui permettent un transport
proportionnel a la glycémie plasmatique. La sécrétion de I’insuline est caractérisée par deux
phases. Le premier pic de sécrétion, appelé « pic précoce », a lieu rapidement, puis il est suivi
au bout de quelques minutes par une augmentation progressive de la libération d’insuline
jusqu’a une valeur d’équilibre qui caractérise « le pic tardif », d’un niveau plus faible que le

pic précoce, qui se maintient jusqu’a I’arrét de la stimulation. Le réle du pic précoce semble
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étre de bloquer rapidement la production de glucose par le foie mais aussi de sensibiliser les
tissus cibles (muscles squelettiques, cceur et tissu adipeux) a I’effet de I’insuline. Il
empécherait également une hyperinsulinémie trop prononcée. Au niveau cellulaire, le pic
précoce serait dii a I’exocytose des vésicules de sécrétion liées a la membrane plasmique et le

pic tardif serait di a celle des vésicules présentes dans le cytoplasme.

1.4.2 Mécanisme de la sécrétion

Environ 1 % des vésicules sont localisées a proximité de la membrane plasmique
(Eliasson, 2008) et sont immédiatement mobilisables. Les autres vésicules sont associées aux
microtubules dans le cytoplasme. Le processus d’exocytose met en jeu plusieurs protéines,
dont les SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein
receptors) qui permettent la fusion membranaire. Ces protéines sont présentes sur la
membrane plasmique mais aussi a la surface de la vésicule, et forment en s’associant un
complexe thermodynamiquement stable qui permet le rapprochement puis la fusion des deux
bicouches lipidiques. Les vésicules sont ensuite recyclées par endocytose et subissent une

maturation qui leur permet d’étre rechargées en insuline.

1.5. Récepteur et signalisation

1.5.1 Récepteur a I’insuline

Le récepteur a I’insuline appartient a la superfamille des récepteurs aux facteurs de
croissance a activité tyrosine kinase, dont fait partie le récepteur a I’insulin-like growth factor-
1 (IGF-1R). 1l existe sous deux isoformes, A et B, qui différent respectivement par I’absence
ou la présence d’une séquence de 12 résidus suite a 1’épissage alternatif d’un exon du géne
codant le récepteur a I’insuline. Le récepteur est formé de deux chaines a extracellulaires
reliées par des ponts disulfures a deux chaines § transmembranaires (Figure 9). Chaque chaine
a posséde un domaine complet de liaison a I’hormone. La sous-unité § est constituée par un
domaine transmembranaire hélicoidal suivi d’un domaine juxtamembranaire contenant un
domaine catalytique tyrosine kinase flanqué de deux régions régulatrices, la premicre
impliquée dans I’internalisation du récepteur et dans la liaison a I’Insulin Receptor Substrate
(IRS) 1-4 et She, la seconde contenant deux sites de fixation des phosphotyrosines (Youngren,
2007 ; Jensen, 2009).
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Figure 9. Structure du récepteur a I’insuline.

Le récepteur a I’insuline est composé de deux sous-unités o extracellulaire, qui vont permettre la fixation de
I’insuline, et de deux sous-unités 3 transmembranaires (TM), qui possédent les résidus tyrosines (Tyr) impliqués
dans les cascades de signalisation a I’insuline. JM : domaine juxtamembranaire ; TK : domaine tyrosine kinase ;
CT : domaine C-terminal.

Sept résidus tyrosine impliqués dans 1’autophosphorylation du récepteur ont été
identifiés. Les tyrosines Tyross et Tyro7, sont situées dans la région juxtamembranaire, les
tyrosines Tyriiss, Tyriiez, Tyriies sont localisées dans la boucle d’activation du domaine
kinase et les tyrosines Tyriszg, Tyriss4 sont proches du domaine C-terminal. En absence
d’insuline, le domaine a activité tyrosine kinase posseéde une boucle régulatrice qui masque le

site catalytique tyrosine kinase et le maintient a 1’état inactif (Youngren, 2007).

En I’absence d’insuline, les sous-unités o exercent une contrainte inhibitrice et
maintiennent le récepteur en configuration inactive. La fixation de I’insuline sur son récepteur
conduit & un changement de conformation du récepteur qui permet le rapprochement des deux
sous-unités f et entraine I’activation du récepteur par autophosphorylation. Celle-ci conduit a
I’¢loignement de la boucle régulatrice et laisse acces a ’ATP sur son site consensus. Le
domaine tyrosine kinase ainsi activé permet la phosphorylation d’autres tyrosines de la sous-

unité B et de plusieurs protéines substrats telles que IRS et Shc (Jensen, 2009).

1.5.2 Signalisation de I’insuline

(pour revue Rains, 2011, Pirola, 2004)

L’activation du récepteur a I’insuline et la phosphorylation des substrats IRS sont
essentielles a la transduction du signal (Figure 10). Les protéines IRS 1 a 4 peuvent étre
impliquées dans la transduction du signal, mais IRS 1 et IRS 2 sont les plus importantes pour
le transport du glucose. Les protéines IRS phosphorylées recrutent des molécules contenant
des domaines SH-2 (Src-homology-2) comme la phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K), GRB-
2/mSOS et SHP-2. On distingue plusieurs voies de signalisation induites par I’insuline dont la
voie de la PI3K et la voie de la mitogen-activated protein kinase (MAPK).
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La PI3K est le principal ¢lément des actions métaboliques dépendantes de I’insuline.
La sous-unité régulatrice p85 de PI3K lie les résidus tyrosine phosphorylés des IRS, ce qui
entraine 1’augmentation de [’activité catalytique de la sous-unité pl110, qui phosphoryle
PtdIns(4,5)P2 en position 3 pour donner la PtdIns(3,4,5)P3. PtdIns(3,4,5)P3 recrute les
kinases PDK-1, PKB/Akt et PKC qui vont étre impliquées dans différentes réponses liées a
I’insuline telles que la translocation des GLUT4 vers la membrane plasmique, la synthése de
glycogene via la phosphorylation de la Glycogene synthétase kinase-3 et la lipogenese via
I’activation de la synthése du géne de la Fatty Acid Synthase.

N polymérisaton
de lactine

de génes dbles \ ipolyse  ghycogénése

Figure 10. Mécanismes de la signalisation a I’insuline.

La fixation de I’insuline sur son récepteur permet 1’activation de plusieurs voies de signalisation : la voie de la
PI3K (en bleu sur le schéma), permettant la translocation des transporteurs du glucose GLUT4 vers la membrane
plasmique, la syntheése du glycogéne et la lipogenese, la voie impliquant MAPK (en vert sur le schéma),
impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire, et une troisiéme voie également impliquée dans la
translocation des GLUT4, qui met en jeu ’activation de protéines CAP/CBL (en orange sur le schéma).

La voie de signalisation a I’insuline impliquant la MAPK conduit a 1’expression de
genes impliqués dans la différenciation et la prolifération cellulaires. Apres phosphorylation
des IRS, les protéines GRB-2, SOS sont recrutées et agissent avec SHP-2 pour activer Ras,
protéine intermédiaire de la cascade de phosphorylation permettant le recrutement de ERK
(Extracellular signal-regulated kinase) et in fine la phosphorylation de facteurs de

transcription activant ainsi I’expression de différents génes.

Une troisiéme voie est également impliquée dans 1’action de I’insuline sur la captation
du glucose. Elle met en jeu la phosphorylation de la protéine Cbl, associée a une protéine
adaptatrice CAP (Cbl-associated protein) qui contient 3 domaines SH3 et un domaine sorbin
homology (SoHo) permettant la translocation des rafts lipidiques et leur association avec les
protéines flotillin et ainsi 1’activation de la protéine G TC10. Cette protéine permet la
polymérisation de I’actine et participe a la translocation des GLUT4 vers la membrane

plasmique.
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Enfin, la régulation de I’action de I’insuline passe par la dégradation de I’insuline : le
complexe ligand-récepteur est internalisé et transporté vers les lysosomes ou 1’insuline est

dégradée et les récepteurs sont recyclés (Carpentier, 1994).

1.6. Implication de I’insuline dans le métabolisme

1.6.1 Action de I’insuline sur le transport du glucose

Les transporteurs du glucose GLUT4 ont un rdle central dans le controle de
I’homéostasie glucidique. Leur translocation dépend en effet largement du réle de I’insuline,
bien que d’autres « pools » de GLUT 4 puissent étre mobilisés par 1’exercice musculaire
(Pereira, 2004). Dans le cytoplasme, les vésicules contenant les GLUT4 sont maintenues dans
la région périnucléaire par des protéines d’ancrage de type TUG (Tether containing a UBX
domain for GLUT4) (Bogan, 2003). Dans les tissus insulino-sensibles (muscle squelettique,
cceur et tissu adipeux), 1’insuline permet le recrutement dose-dépendant des GLUT4 d’un pool
intracellullaire vers la membrane plasmique. En condition basale, les GLUTI1 assurent le
transport du glucose nécessaire au fonctionnement cellulaire, 90 % des GLUT4 se trouvant
dans le cytoplasme. En réponse a I’insuline, les transporteurs GLUT4 sont recrutés et leur
nombre a la surface de la membrane plasmique est augmenté. Selon une étude réalisée sur des
biopsies de muscle squelettique humain, sous insuline, 42% des GLUT4 sont présents dans la
membrane plasmique contre 13% en condition basale. L’insuline permet également la
translocation plus importante de GLUT 12 vers la membrane plasmique. Le nombre de
GLUTI présents dans la membrane plasmique est quant a lui inchangé sous I’action de
I’insuline (Stuart, 2009). Deux voies de signalisation a I’insuline entrent en jeu dans la
translocation des GLUT4 vers la membrane plasmique : la premiére permet la levée du signal
qui maintient les vésicules au niveau de leur site de rétention cytoplasmique et la seconde
permet la migration des vésicules le long des microfilaments d’actine F, polymérisés en
réponse a l’insuline. Le ciblage vers la membrane plasmique implique 1’intervention du
systetme de reconnaissance vésicule/membrane de type v-SNARE/t-SNARE. Le recyclage
permanent des GLUT4 se fait par internalisation dans des vésicules a manteau de clathrine.

Les GLUT4 sont ensuite redirigés vers leur compartiment de stockage (Ishiki, 2005).

1.6.2 Action de I’insuline sur le métabolisme glucidique

Le role de I’insuline sur le métabolisme du glucose s’exerce principalement dans le
foie et le muscle squelettique. Dans le foie, elle stimule 1’utilisation et le stockage du glucose
sous forme de lipides et de glycogeéne. Dans les hépatocytes, I’insuline bloque la production et
le relarguage de glucose en inhibant I’expression d’enzymes intervenant dans la
néoglucogenese et la glycogénolyse en agissant directement sur son récepteur hépatique ou

indirectement en diminuant la quantité d’acides gras libres dans la veine porte. Elle permet
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¢galement ’augmentation de la lipogenese a partir du glucose ainsi que la synthése de
glycogene par activation de la glycogeéne synthase. L’action de I’insuline sur le foie est

précoce et est totale apres deux heures.

Dans le muscle squelettique, I’insuline augmente 1’expression de 1’hexokinase II ce
qui augmente la phosphorylation du glucose et diminue ainsi la quantité de glucose libre
intracellulaire, la concentration en glucose étant une étape limitante du transport du glucose.

L’insuline stimule également la synthése de glycogéne (Saltiel, 2001).

1.6.3 Action de I’insuline sur le métabolisme lipidique

L’insuline agit sur le stockage, la mobilisation et 1’utilisation des acides gras en
activant la lipogenése et en stimulant I’expression des enzymes de synthése de lipides. Elle
inhibe la captation des acides gras libres plasmatiques dans le muscle squelettique, le cceur et
le foie. Dans les adipocytes, elle contrdle la sécrétion de la lipoprotéine lipase, qui active dans
le sang la dégradation des triglycérides (TG) en acides gras et en glycérol (Saltiel, 2001).

1.6.4 Autres actions de ’insuline

En plus de ses actions sur le métabolisme lipidique et glucidique, I’insuline intervient
dans le métabolisme des acides aminés : elle augmente la captation intracellulaire des acides
aminés et la synthése protéique en stimulant la transcription et la traduction via la stimulation
de la PI3K (Proud, 2006).

1.7. Actions de I’insuline sur le systéme cardiovasculaire

L’insuline exerce une action sur la vasocontractilité. L’action vasodilatatrice de
I’insuline est médiée par la voie de signalisation de la PI3K, qui régule I’expression de
I’eNOS (Endothelial nitric oxide synthase) dans I’endothélium vasculaire. Des doses
supraphysiologiques  d’insuline (par exemple lors d’un clamp eulycémique
hyperinsulinémique) modulent la vasodilatation dans le muscle squelettique en agissant sur la
synthése de NO. Par ailleurs, I’insuline diminue la contractilité¢ des cellules musculaires lisses
en régulant la concentration en calcium cytosolique. Inversement, I’insuline intervient dans la
vasoconstriction des vaisseaux périphériques en stimulant 1’activit¢ du systéme nerveux

sympathique (Muniyappa, 2007).

Une augmentation du recrutement des capillaires dans le muscle squelettique a été
observée expérimentalement. Chez ’homme, une augmentation du volume microvasculaire
de I’ordre de 45 % a ainsi été mise en évidence, suite a 1’action de ’insuline sécrétée apres un
repas. Ce recrutement n’était pas associé¢ a une augmentation du débit sanguin dans le muscle

aux concentrations physiologiques (Vincent, 20006).
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Expérimentalement, il a été montré que 1’insuline pouvait avoir un role stimulateur de
I’expression de molécules d’adhésion telles que VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-
1) via la voie de la MAPK. La voie de la PI3K inhibe ce phénomeéne. En conditions
physiologiques, 1’équilibre entre la voie de la MAPK et la voie de la PI3K ne permet pas a

I’insuline de provoquer 1’augmentation de ces molécules d’adhésion.

L’insuline a également une action stimulante sur la contractilit¢ cardiaque :
I’augmentation de ’entrée du calcium dans des cardiomyocytes humains en réponse a
I’insuline permet en effet d’observer une augmentation de la contraction de ces cellules
(Muniyappa, 2007).

2. L’insulino-résistance

L’insulino-résistance est définie comme un défaut d’action de 1’insuline sur ses tissus
cibles (le muscle cardiaque, le muscle squelettique, le tissu adipeux et le foie), compensée par
une hypersécrétion d’insuline et se traduisant par une hyperinsulinémie. Elle conduit a terme
au diabéte de type 2, qui associe un défaut de sensibilité a I’insuline a un défaut de sécrétion
d’insuline. On parle parfois d’état « pré-diabétique », car I’insulino-résistance est longtemps

silencieuse : son retard au diagnostic est estimé entre 5 et 7 ans.

2.1. Prévalence

La prévalence de I’insulino-résistance est difficile a établir car il n’existe pas de
méthode unanimement reconnue pour la mesurer. Les méthodes de mesure actuelles sont soit
difficiles a mettre en ceuvre (cas du clamp euglycémique hyperinsulinémique) soit peu
sensibles. Cependant, une étude estimait en 2007 qu’environ 197 millions de personnes
étaient intolérantes au glucose dans le monde, I’intolérance au glucose étant I’un des indices
« indirects » de I’insulino-résistance. Aux Etats-Unis, 25 % de la population présenterait une
insulino-résistance, soit environ 60 millions de personnes en 2007. La prévalence de
I’insulino-résistance devrait augmenter dans les années a venir: en 2025, le nombre de

personnes intolérantes au glucose pourrait atteindre 420 millions (Hossain, 2007).

2.2. Définition

L’insulino-résistance se caractérise par une réponse inadaptée des cellules cibles de
I’insuline a des concentrations physiologiques en insuline. Il en résulte une hyperinsulinémie
compensatrice qui permet le maintien de ’homéostasie glucidique et lipidique (Wang, 2004).
Elle est associée a de nombreuses pathologies et est un élément prépondérant dans le
syndrome métabolique. Elle est en outre un ¢lément central de la physiopathologie du diabéte
de type 2. L’insulino-résistance est fortement liée a 1’obésité, puisque la majorité des

individus insulino-résistants sont en surpoids ou obeses (Mokdad, 2000). L’insulino-
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résistance se manifeste principalement par un défaut de transport du glucose dans le muscle
squelettique et le myocarde. Dans le tissu adipeux, elle conduit a un défaut d’inhibition de la
lipolyse. Dans le foie, elle conduit a un défaut d’inhibition de la production de glucose et une
altération du métabolisme lipidique. L’hyperglycémie a jeun caractéristique du diabéte de
type 2 est en effet largement liée a 1’augmentation endogéne de la production de glucose
(Savage, 2007). La gluconéogenese plus que la glycogénolyse semble étre responsable de
I’augmentation de la production hépatique de glucose dans le diabéte de type 2 (Magnusson,
1992). Récemment, il a ét¢ mis en évidence une insulino-résistance au niveau cérébral, qui
pourrait étre impliquée dans le développement de la maladie d’Alzheimer (Bosco, 2011).
Nous détaillerons ici les connaissances actuelles sur I’insulino-résistance dans les muscles
cardiaque et squelettique, puisque ces organes nous intéressent particulicrement dans notre

étude.

2.3. Insulino-résistance musculaire

Le muscle squelettique est le principal organe impliqué dans la régulation de
I’homéostasie du glucose. Suite a un repas, la majorité du glucose absorbé est captée par le
muscle squelettique via des mécanismes insulino-dépendants, pour y étre métabolisée. Sous
clamp euglycémique hyperinsulinémique, 80 % de la captation du glucose a lieu dans le
muscle squelettique (DeFronzo, 1985). Les données de la littérature concernant 1’insulino-
résistance musculaire sont nombreuses. Chez I’homme comme chez 1’animal, les études ont
montré que I’augmentation de la masse corporelle était accompagnée de 1’augmentation d’une
insulino-résistance musculaire (Abdul-Ghani, 2010). La perte de poids du sujet obése est en
outre associée a une diminution de I’insulino-résistance musculaire (Vitola, 2009). L’insulino-
résistance affecte dans le muscle squelettique la signalisation a I’insuline, le transport du
glucose et le métabolisme du glucose : une diminution de la phosphorylation et de I’oxydation
du glucose est observée, ainsi qu’une déficience en glycogéne synthase. Elle concerne

¢galement le métabolisme lipidique.

2.3.1 Meétabolisme du glucose

Transport du glucose

L’insulino-résistance est caractérisée par un défaut de transport du glucose sous
insuline. Celui-ci résulte d’une diminution de la translocation des GLUT4, principaux

transporteurs du glucose en présence d’insuline.

Il a été bien établi que le transport du glucose était diminué chez les individus
insulino-résistants (Krook, 2000). L’ARNm des GLUT4 et la protéine GLUT4 sont retrouvés
en quantit¢ équivalente chez les personnes saines ou insulino-résistantes (Abdul-Ghani,

2010). In vivo, il a été montré que le transport du glucose était diminué¢ dans le muscle
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squelettique chez les patients obéses. Le défaut de transport du glucose chez les sujets
diabétiques est donc di a un défaut de translocation ou d’activité des transporteurs, mais pas a
une diminution de leur nombre. Dans une moindre mesure, 1’insulino-résistance pourrait
affecter les GLUT12, qui possédent des homologies de séquences avec les GLUT4 et qui
peuvent participer au transport du glucose contrélé par I’insuline (Joost, 2001 ; Stuart, 2009).
La captation du glucose entre les repas (indépendante de I’insuline), est également affectée
chez les individus insulino-résistants, bien que ces mécanismes ne soient pas encore compris
(Abdul-Ghani, 2010). Il est a noter que la translocation des GLUT4 provoquée par 1’exercice
musculaire n’est pas affectée chez les individus insulino-résistants, ce qui peut expliquer en

partie ’effet bénéfique de I’exercice physique chez ces patients (Pereira, 2004).

Phosphorylation du glucose.

Une diminution de la phosphorylation du glucose a ét¢é mise en évidence dans le
muscle squelettique de patients atteints de diabete de type 2. Chez les sujets sains, I’insuline
augmente la transcription et la traduction du gene codant I’hexokinase II dans le muscle

squelettique. Cet effet est diminué chez les sujets insulino-résistants (Vogt, 2000).

Synthése du glvcogéne

Les sujets obeses ou diabétiques présentent un défaut majeur de la stimulation de la
glycogene synthase sous insuline. La glycogeéne synthase est une enzyme permettant la
régulation de la synthése de glycogeéne dans le muscle squelettique et sa forme active est la
forme déphosphorylée. En condition normale, I’insuline déclenche une cascade de
signalisation qui conduit a I’inactivation de la glycogéne synthase kinase et 1’activation de la
glycogene synthase phosphatase, ce qui permet I’activation de la glycogéne synthase. En
condition basale, I’activité de la glycogéne synthase est altérée chez les sujets diabétiques de
type 2 et la capacité de 'insuline a D’activer est également réduite. L’activation de la

glycogene synthase phosphatase par I’insuline est également diminuée (Abdul-Ghani, 2010).

Glycolyse

Dans le muscle squelettique d’individus insulino-résistants, 1’activité insulino-régulée
d’une enzyme cl¢é de la glycolyse, la pyruvate deshydrogenase (PDH) est diminuée. L’ obésité
et le DT2 sont associés a une augmentation du turnover et de I’oxydation des acides gras qui
pourraient, selon le cycle de Randle, inhiber I’activité de la PDH et donc I’oxydation du
glucose (Abdul-Ghani, 2010).

2.3.2 Métabolisme des lipides

L’accumulation de lipides au sein du muscle squelettique fait partie des mécanismes
clés de I’insulino-résistance et relie 1’obésité a I’insulino-résistance. Indépendamment de la
masse corporelle ou du diabete, la présence de triglycérides au niveau intracellulaire est

fortement corrélée a 1’insulino-résistance (Krssak, 1999). L’insulino-résistance induite par un
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régime hyperlipidique est associée a une augmentation des lipides intramusculaires (Park,
2005) et chez I’animal, cette augmentation est corrélée au développement de 1’insulino-
résistance (Storlien, 1991 ; Pagliassotti, 1995). Des biopsies musculaires ont permis de mettre
en évidence une augmentation des triglycérides dans le muscle squelettique de sujets obéses
tolérants au glucose comparé aux individus sains et une relation inverse entre la sensibilité a
I’insuline et le contenu en triglycérides intramusculaires. L utilisation de la spectroscopie par
résonance magnétique a montré que les triglycérides musculaires sont majoritairement situés a
I’intérieur des cellules musculaires et assez peu dans I’espace extracellulaire au cours du
développement de I’insulino-résistance (Perseghin, 1999). La diminution de 1’oxydation des
acides gras dans le muscle squelettique d’individus obeses a ét¢ démontrée chez 1’homme
(Kelley, 1999) comme chez I’animal (Turcotte, 2001) ; elle serait en grande partie responsable
de ’accumulation des triglycérides liée a I’insulino-résistance dans le muscle squelettique
(Kelley, 1999).

2.3.3 Altération de la fonction mitochondriale

L’insulino-résistance dans le muscle squelettique est associée a une diminution de la
phosphorylation oxydative dans les mitochondries (Abdul-Ghani, 2010). Certaines études ont
associ¢ 1’état diabétique a une diminution du nombre de mitochondries et de 1’expression d’un
géne codant un facteur de transcription impliqué dans la biogénése mitochondriale, PGC-1 :
cette diminution serait responsable de la diminution du nombre de mitochondries dans la
cellule musculaire (Patti, 2003) mais ces études ont été contredites. En effet, d’autres études
ont révélé des anomalies dans la morphologie et les fonctions mitochondriales : des altérations
de la respiration mitochondriale et de la synthése d’ATP ont ainsi été mises en évidence dans
le muscle squelettique d’individus insulino-résistants et obeéses (Abdul-Ghani, 2010). Les
raisons de ces dysfonctions — prédisposition génétique ou acquisition ultérieure ? cause ou
effet de I’insulino-résistance ? — sont encore largement controversées et nécessitent d’étre

étudiées.

2.4. Insulino-résistance cardiaque

Dans le ceeur, I’insulino-résistance met en jeu un défaut de signalisation a I’insuline,
9

une altération du transport du glucose et du stockage du glycogene dans les cardiomyocytes.

Le maintien des concentrations intracellulaires en ATP dans le muscle cardiaque est
nécessaire au maintien de 1’intégrit¢ de la fonction cardiaque. L’ATP est principalement
synthétisée par phosphorylation oxydative dans les mitochondries et dans une moindre mesure
par la glycolyse. En condition physiologique, la production d’ATP résulte pour 60 % a 80 %
de I’oxydation des lipides, pour 20 % du glucose et 10 % du lactate. Bien que I’oxydation

mitochondriale soit la principale source d’ATP dans le cceur, le métabolisme du glucose
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normal est nécessaire au maintien d’une fonction cardiaque normale (Stanley, 1997). Les
souris dépourvues de GLUT4 dans le cceur ont un métabolisme du glucose basal ¢levé mais
une captation de glucose sous insuline altérée. Ces souris présentent une hypertrophie

cardiaque et des dysfonctions systoliques et diastoliques (Tian, 2001).

Comme dans le muscle squelettique, le transport du glucose est assuré principalement
par les transporteurs GLUT1 et GLUT4. Dans le cceur, I’insuline stimule la captation du
glucose de la méme fagon que dans le muscle squelettique : aprés fixation sur son récepteur,
une cascade de phosphorylations conduit a la translocation des GLUT4 vers la membrane
plasmique des cardiomyocytes et permet ainsi 1’augmentation de I’entrée du glucose dans la
cellule. Les protéines IRS, PI3K, PDK1, Akt/PKB et PKC sont impliquées dans cette cascade
de phosphorylations.

Des études ex vivo sur ceeur isolé et perfusé, in vitro sur cardiomyocytes en culture ou
in vivo par imagerie nucléaire TEP (Tomographie par Emission de Positons ou PET pour
Positon Emission Tomography) ont montré 1’existence d’une insulino-résistance dans le coeur
diabétique humain et animal (Ohtake, 1995). Chez des souris nourries avec un régime riche en
lipides, I’insulino-résistance cardiaque apparait 10 jours aprés le début du régime alors que
I’insulino-résistance dans le muscle squelettique, le tissu adipeux et le foie est détectée au
bout de 3 semaines de régime. Cette insulino-résistance est associée a une diminution de la
captation du glucose, de I’activité de la protéine Akt et également de la quantité de GLUT4
(Park, 2005). Aprés 20 semaines de régime, les animaux développent des anomalies
cardiaques qui semblent découler de 1’insulino-résistance. Chez les souris obéses db/db et
ob/ob, on observe une augmentation de 1’oxydation des lipides et une diminution du
métabolisme du glucose ex vivo (Buchanan, 2005 ). Une étude assez semblable a montré une
diminution de la glycolyse, de 1’oxydation du glucose et de la captation du glucose sous
insuline dans le cceur deux semaines apres le début d’un régime hyperlipidique. Une
diminution de 55 % de la quantit¢ de GLUT4 a été mesurée. La translocation de la protéine
semble elle aussi affectée, méme si la phosphorylation d’Akt n’est pas modifiée. Une
augmentation de 1’oxydation des acides gras et de la consommation myocardique en oxygeéne
a également été observée apres 5 semaines de régime. Ces données suggerent que 1’altération
du métabolisme glucidique dans le cceur résulterait précocement d’un défaut en GLUT4 et de
sa translocation. Les mécanismes impliqués dans le défaut de translocation ne sont pas encore
déterminés (Wright, 2009). La diminution de la captation du glucose a été observée in vivo
par TEP. La diminution du géne codant GLUT4 a également été mise en évidence chez le rat
Zucker obese et diabétique (ZDF) de 19 semaines (Shoghi, 2008).

L’effet d’une forte oxydation lipidique prolongée dans le cceur pourrait conduire a
I’accumulation d’intermédiaires de [’oxydation des lipides, a la génération importante
d’especes réactives de I’oxygene (par les mitochondries) et & une consommation excessive

d’oxygene. L’implication des PPARa a été montrée sur des souris surexprimant cette
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protéine : elles présentent une augmentation de 1’oxydation des lipides et une diminution de
celle du glucose. D’autre part, ces animaux développent une insulino-résistance ainsi que des
anomalies fonctionnelles et morphologiques du cceur similaires a celles observées chez les
diabétiques. Une diminution de I’expression des genes codant les GLUT4 et les protéines

impliquées dans le métabolisme du glucose est également observée (Finck, 2002).

2.5. Mécanismes de I’insulino-résistance

2.5.1 Altération de la signalisation insulinique

Le défaut de signalisation a I’insuline se manifeste par une diminution de la
phosphorylation d’IRS-1 et une diminution de I’activation de la PI3K. Une réduction de
’activité tyrosine kinase du récepteur a I’insuline a ét¢ démontrée dans plusieurs études mais

ce fait suivrait I’hyperglycémie consécutive au diabete.

Plusieurs études ont permis de montrer que les principaux défauts du signal
insulinique sont liés aux protéines IRS-1 et PI3K. Une forte diminution de la phosphorylation
d’IRS-1 sur ses résidus tyrosine est observée chez les individus diabétiques de type 2.
L’association de la sous-unité p85 de la PI3K avec la protéine IRS-1 et I’activation de la PI3K
sont également altérées chez les sujets obeses et chez les individus diabétiques (Krook, 2000 ;
Cusi, 2000). L’utilisation de mod¢les animaux a permis de mettre en évidence une diminution
de 80 a 90 % de la phosphorylation d’IRS-1 et de I’activité¢ de la PI3K. Le défaut de
signalisation de I’insuline est également corrélé a la sévérité de I’insulino-résistance mesurée
par clamp euglycémique hyperinsulinémique. Le défaut de phosphorylation des protéines
IRS-1 a été expliqué par une phosphorylation anormale de la protéine sur des résidus sérine au
lieu des résidus tyrosine, a la fois chez I’animal et chez I’homme (Lee, 2003).
Expérimentalement, une mutation sur les résidus sérine d’IRS-1 diminue le développement de
I’insulino-résistance dans le muscle squelettique de souris nourries avec un régime

hyperlipidique (Morino, 2008).

Plusieurs mécanismes interviennent dans la phosphorylation des résidus sérine et/ou
thréonine. La c-Jun N-terminal kinase (JNK) empéche [D’interaction du domaine
Phosphotyrosine binding domain (PTB) de IRS1/2 avec la Tyroso phosphorylée du récepteur.
Cette kinase est activée par le TNF-a, les acides gras et ’insuline elle-méme, ce qui explique
en partie I’insulino-résistance en état d’hyperinsulinémie (Lee, 2003). La phosphorylation sur
les résidus sérine peut également provenir de I’augmentation de I’activité de la protéine kinase
C qui est modifiée par une alimentation hautement lipidique, 1’acyl-coA et le diacylglycérol
étant des activateurs des protéines kinases C. Les acides gras jouent donc un rdle important

dans le développement de I’insulino-résistance.
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2.5.2 Role des acides gras dans la résistance a ’insuline

La sécrétion d’insuline conduit normalement a 1’inhibition de la lipolyse dans les
adipocytes et donc a la diminution de la concentration plasmatique en acides gras libres.
Parallélement, la captation de glucose et l’activation d’enzymes impliquées dans le
métabolisme glucidique sont augmentées en présence d’insuline dans le muscle squelettique,
ce qui conduit a une augmentation de 1’oxydation du glucose. Chez les patients diabétiques,
I’insuline ne permet pas I’inhibition de la lipolyse dans le tissu adipeux (DeFronzo, 2004). Il a
par ailleurs été montré chez des sujets obeses que la sévérité de I’insulino-résistance
musculaire était liée au degré d’obésité (Abdul-Ghani, 2010). De plus, la présence d’acides
gras libres en grande concentration dans le plasma est impliquée dans le développement de

I’insulino-résistance (Belfort, 2005).

Le défaut d’oxydation des acides gras conduit a une accumulation ectopique de
triglycérides dans le muscle squelettique et le foie : on parle alors de lipotoxicité (Muoio,
2008). L’¢lévation des concentrations plasmatiques en acides gras libres conduit a des
dysfonctions dans la cascade de signalisation de I’insuline (Abdul-Ghani, 2010). En outre, une
¢tude menée sur des rats nourris avec un régime hyperlipidique suggere que I’accumulation
ectopique de lipides est un meilleur indicateur de I’insulino-résistance que ne 1’est la masse de
tissu adipeux (Lim, 2009).

3. Le diabete de type 2

Le diabéte de type 2 est défini par une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g. L™ (soit 7
mM). Cette hyperglycémie résulte d’un défaut de sécrétion d’insuline associé¢ a un défaut
d’action de cette hormone sur ses tissus cibles. Le diabéte de type 2 représente environ 90 a
95 % des cas de diabéte. La prévalence du diabete de type 2, comme celle de 1’obésité, est en
augmentation : en 2002, 171 millions de personnes étaient concernées dans le monde et ce
chiffre pourrait atteindre preés de 360 millions en 2030 (Wild, 2004). En France, elle était
estimée a 4,57 millions en 2008 (Bringer, 2009). Chez 75 a 80 % des patients, le diabéte de
type 2 est précédé d’une résistance a 1’insuline, d’une hyperinsulinémie, d’une dyslipidémie et
d’une obésité (Lebovitz, 1999) et la plupart des patients sont atteints d’un syndrome
métabolique avant I’apparition des signes cliniques du diabéte (Reaven, 2005). Comme
I’obésité, le diabéte de type 2 est une pathologie multifactorielle, qui associe facteurs
comportementaux et facteurs génétiques polygéniques. Le risque de développer un diabéte de
type 2 est de 40 % chez les individus dont un parent est atteint de cette maladie et de 70 %
chez les individus dont les deux parents sont atteints. La concordance du diabéte de type 2
chez les jumeaux monozygotes est de 70 %, alors qu’elle est de 20 a 30 % chez les jumeaux
dizygotes (Ahlqvist, 2011).
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Le diabete de type 2 est la conséquence d’une insulino-résistance et d’un
endommagement progressif des cellules  pancréatiques. La progression de cette pathologie a
¢t¢ définie en 5 phases (Weir, 2004). Durant la premicre phase, 1’insulino-résistance est
compensée par une augmentation de la sécrétion d’insuline, qui résulte d’une augmentation de
la quantité de cellules 3 pancréatiques et de I’activité de ces cellules (Prentki, 2006). Lors de
la deuxiéme phase, dite d’adaptation, les cellules f ne sont plus capables de compenser
I’insulino-résistance et une hyperglycémie apparait. La troisieme phase est la phase de
décompensation : I’insulino-résistance est alors trop importante et I’hyperglycémie provoque
une glucotoxicité qui empéche la sécrétion normale d’insuline par les cellules B, ce qui
augmente la glucotoxicité. Lors de la 4™ phase, la faible sécrétion d’insuline encore présente
permet de limiter 1’acidocétose due a I’accumulation de corps cétoniques. La derniére étape
correspond a une décompensation sévere : la diminution de la production d’insuline est telle
que I’acidocétose ne peut étre contenue. Le sujet devient alors dépendant d’un apport exogeéne
d’insuline. Les mécanismes de diminution de la masse de cellules 3 ont ét¢ étudiés. Chez le
sujet diabétique de type 2, on observe une perte de masse et de volume d’environ 50 % par
rapport aux sujets sains. Il semblerait que cette diminution soit due a une augmentation de
I’apoptose des cellules (Butler, 2003). La glucotoxicité liée a 1’hyperglycémie chronique est
responsable de nombreuses complications microcirculatoires (néphropathies, rétinopathies,

neuropathies).

L’insuline est un régulateur majeur du métabolisme. Son rdle hypoglycémiant passe par son
action sur les tissus insulino-sensibles : le foie, le muscle squelettique, le muscle cardiaque et
le tissu adipeux. Dans le muscle squelettique et le muscle cardiaque, elle augmente la
captation du glucose en stimulant le recrutement de transporteurs spécifiques du glucose, les
GLUT4. La résistance a ’insuline est caractérisée par un défaut d’action de I’insuline sur ses
tissus cibles. Elle entraine une hyperinsulinémie chronique qui conduit a terme a 1’apparition
du diabéte de type 2. La résistance a ’insuline est une pathologie longtemps silencieuse, ce

qui rend son diagnostic difficile.
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IV. LE TISSU ADIPEUX

1. Généralités

Le tissu adipeux est le principal lieu de stockage des réserves énergétiques de
I’organisme : plus de 95 % des lipides sont contenus dans le tissu adipeux sous forme de
triglycérides et seules de faibles quantités sont retrouvées dans le foie et le muscle. On estime
qu’un jeune adulte de corpulence moyenne posséde 10 a 15 kg de tissus adipeux, répartis en
différents endroits de I’organisme (Figure 11). Longtemps considéré comme un unique tissu
de stockage, la découverte de la leptine dans les années 1990 a permis de comprendre sa

fonction endocrine et son importance dans la régulation du métabolisme.
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Figure 11. Répartition du tissu adipeux chez ’homme.

Deux formes de tissus adipeux sont distinguées : le tissu adipeux brun, dont le réle principal est d’assurer le
maintien de la température corporelle et le tissu adipeux blanc, principal lieu de stockage des réserves
énergétiques de I’organisme. (Gesta, 2007)

Le tissu adipeux apparait chez le feetus a la quinziéme semaine de gestation. Le
nombre et la taille des adipocytes augmentent approximativement jusqu’a la 30°™ semaine de
grossesse (Rosembaum and Leibel, 1988). On distingue deux formes de tissu adipeux chez les

mammiferes : le tissu adipeux blanc et le tissu adipeux brun.

La principale fonction du tissu adipeux brun est d’assurer le maintien de la
température corporelle : il est donc capable de thermogenese. Chez I’homme, on le retrouve
principalement chez les nouveau-nés et sa proportion diminue durant les premieres années de
vie. Les cellules du tissu adipeux brun mesurent 15 a 50 um de diametre (Figure 12, A). Elles
comportent un noyau central arrondi et un cytoplasme abondant. Elles sont riches en
mitochondries et possédent de nombreuses gouttelettes lipidiques, composées de triglycérides.
Dans ces cellules, la B-oxydation n’est pas couplée a la formation d’ATP a cause de la
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présence d’une protéine particuliere : I’Uncoupling Proteine 1 (UCP-1), marqueur des
adipocytes bruns. Ce tissu adipeux ne semble pas étre impliqué dans les processus li¢s a
I’obésité. Des ¢études récentes réalisées chez la souris suggérent [’existence d’une
transdifférenciation entre les adipocytes bruns et blancs: dans certaines conditions, les
adipocytes blancs seraient capables de devenir des adipocytes bruns positifs pour I’expression
d’UCP-1 (Cinti, 2009).

Figure 12. Microscopie électronique a balayage de tissu adipeux brun et blanc.
Les adipocytes bruns (A) contiennent de nombreuses gouttelettes lipidiques. Les adipocytes blancs (A), de plus
grande taille, sont constitués d’une large goutte lipidique. (Frontini, 2010)

Le tissu adipeux blanc est réparti en différents endroits de 1’organisme. On distingue
principalement le tissu adipeux sous-cutané et le tissu adipeux viscéral. Le tissu adipeux sous-
cutané est localisé entre les muscles et la peau. On le retrouve au niveau de la téte, de
I’abdomen et de la zone glutéo-fémorale. Comme son nom 1’indique, le tissu adipeux viscéral
entoure les viscéres. Plus précisément, il est localisé au niveau ommental, mésentérique,
périrénal, rétropéritonéal, périaortique et au niveau gonadique et urogénital (Figure 11).
Suivant sa localisation dans 1’organisme, le tissu adipeux blanc posséde des propriétés
différentes. Les cellules du tissu adipeux blanc mesurent entre 60 et 80 um de diamétre. Elles
sont caractérisées par la présence d’une large goutte lipidique qui occupe jusqu’a 90 % du
volume cellulaire (Figure 12, B). Cette vacuole lipidique est constituée principalement de
triglycérides, mais elle contient également cholestérols, acides gras et phospholipides. Le
noyau et les mitochondries, aplatis, sont repoussés aux bords de la cellule. Le tissu adipeux
blanc se décompose en deux parties : les adipocytes et les cellules de la fraction du stroma
vasculaire (Figure 13), qui comprennent les cellules de I'immunité, en particulier les
macrophages, les préadipocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales. Les adipocytes
comme les cellules de la fraction du stroma vasculaire sécrétent des molécules, appelées

adipokines.
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Figure 13. Structure du tissu adipeux blanc.

Le tissu adipeux blanc est composé d’adipocytes et des cellules de la fraction du stroma vasculaire,
principalement les cellules immunitaires, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les préadipocytes (Traduit
d’apres Ouchi, 2011).

2. Développement du tissu adipeux blanc

2.1. Mécanismes généraux de 1’adipogenese

Les adipocytes dérivent des cellules souches mésenchymateuses. Ces cellules
multipotentes peuvent se différencier en ostéoblastes, chondrocytes, myocytes et en
adipocytes. On distingue deux phases dans [’adipogenése: la détermination et la
différenciation. La détermination consiste en la conversion des cellules souches
mésenchymateuses en pré-adipocytes. Peu d’informations sont actuellement disponibles sur
cette étape. Il semble cependant que la détermination en pré-adipocyte résulte d’une
impossibilité a se différencier en d’autres types cellulaires que 1’adipocyte : les pré-adipocytes
posseédent des caractéristiques morphologiques semblables aux cellules souches
mésenchymateuses, mais leur engagement dans la lignée adipogénique ne leur permet plus de
se différencier en un autre type cellulaire. La phase de différenciation est mieux connue car
les études sur I’adipogenése sont principalement issues de recherches in vitro sur pré-
adipocytes (lignées 3T3-L1 principalement). Cette phase correspond donc a I’acquisition par

les pré-adipocytes des caractéristiques des adipocytes matures.

Récemment, des études in vivo ont permis de localiser les progéniteurs des adipocytes
dans le compartiment périvasculaire du tissu adipeux blanc (Gregoire, 2001 ; Rosen, 2006). I1
a également été montré qu’il était possible reconstituer une masse adipeuse chez des souris
lipodystrophiques en utilisant ces progéniteurs. In vitro, la stimulation des pré-adipocytes
conduit a leur prolifération et leur différenciation en cellules matures. La différenciation

adipocytaire met en jeu de nombreux facteurs de transcriptions parmi lesquels les C/EBP
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(CCAAT/Enhancer Binding Proteins), les SREBP (Sterol Regulatory Element binding
Protein), les KLF (Kruppel-Like zinc finger transcription factor) ou encore les PPAR
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) qui sont a I’heure actuelle considérés comme
les principaux facteurs de transcription impliqués dans 1’adipogeneése.

Les PPAR sont des facteurs de transcription de la superfamille des récepteurs
nucléaires. Leur activation dans le foie des rongeurs induit la prolifération des peroxisomes,
ce qui leur a donné leur nom. Il existe trois grands types de PPAR : PPARa, PPARPB/D et
PPARy. Les PPARY jouent un role prépondérant dans 1’adipogenese : chez ’homme comme
chez la souris, on retrouve deux isoformes des PPARy : PPARy1 et PPARY2 (Zhu, 1995), qui
ne différeérent que d’une trentaine d’acides aminés. PPARY active ses geénes cibles en se fixant
aux sites PPARy Responsive Element (PPRE), aprés dimérisation avec le récepteur RXR (9-
cis retinoic receptor) (Koppen 2010).

Les deux isoformes PPARyl et PPARY2 sont fortement exprimées durant la
différenciation préadipocytaire (Figure 14). Il a ét¢ montré que les PPARy permettent la
différenciation des adipocytes in vivo et in vitro (Rosen, 1999). Parmi les ligands exogénes,
les thiazolidinédiones (TZD), classe de médicaments anti-diabétiques, sont les plus connus
(Lehrke, 2005) : ils permettent 1’augmentation des capacités de stockage des lipides dans les
adipocytes et donc la diminution des quantités d’acides gras circulants. Il a ét¢ montré que les
PPAR avaient la capacité de stimuler la différenciation des pré-adipocytes, conduisant ainsi a
une augmentation du nombre de petits adipocytes, plus sensibles a 1’insuline (Okuno, 1998).
Les PPARY sont nécessaires pour induire la différenciation cellulaire (Rosen, 1999) et seraient
¢galement suffisants pour convertir des cellules non adipeuses en adipocytes (Siersbaek,
2010). Récemment il a été montré que les PPARYy pouvaient participer au développement du
phénotype «brown adipocyte-like » (Elabd, 2009).
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Figure 14. Implication des PPARY dans la différenciation adipocytaire.

Dans les préadipocytes, C/EBP et SREBP-1 activent I’expression des PPARy. Ces derniers peuvent également
étre activés par I’insuline et les thiazolidinédiones. (Vazquez-Vela, 2008)
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2.2. Développement du tissu adipeux dans 1’obésité : hypertrophie ou
hyperplasie ?

L’obésité correspond a une augmentation excessive de la masse du tissu adipeux.
Cette augmentation peut étre due a une hypertrophie ou a une hyperplasie adipocytaires. Les
données de la littérature a ce sujet sont parfois contradictoires. Plusieurs études ont montré
qu’a 1’dge adulte, les variations de masses grasses se traduisent principalement par une
variation de la taille et non du nombre des adipocytes : une prise de poids sur plusieurs mois
est associée a une augmentation du volume adipocytaire indépendamment du nombre
d’adipocytes (Salans, 1973). La perte de poids conduit a une diminution du volume
adipocytaire sans modification du nombre d’adipocytes (Spalding, 2008 ; Lofgren, 2005).
L’ hypertrophie est retrouvée des le surpoids et précéde I’hyperplasie (Arner, 2010). En
revanche, I’hyperplasie est caractéristique des obésités séveres ou morbides. Les sujets
présentant une hypertrophie adipocytaire ont significativement moins d’adipocytes
indépendamment de leur masse grasse totale. La morphologie du tissu adipeux semble
également étre importante du point de vue clinique: dans une étude réalisée sur une
population suédoise, les individus en bonne santé et non-obeses présentant des hypertrophies
du tissu adipeux ont un moins bon index d’insulino-sensibilité et une insulinémie plasmatique
a jeun plus élevée que ceux présentant une hyperplasie du tissu adipeux sous-cutané. En outre,
I’hypertrophie adipeuse est un facteur de risque indépendant de développer un DT2 (Lonn,
2010). Au niveau moléculaire, 1I’hypertrophie adipocytaire est associée a une altération des
signalisations intracellulaires. /n vifro, une augmentation de [’activit¢ de NF-kB a été
observée durant la différenciation et 1’hypertrophie de cellules 3T3-L1 (Berg, 2004). Une
augmentation de la réponse au TNF-a a également ét¢ observée dans le tissu adipeux de sujets
obéses, or ce phénomene est médié par ’hyperactivation de la voie NF-kB et diminué par les
inhibiteurs de NF-kB (Maury, 2009). En outre, ’administration d’inhibiteur de NF-kB a des
individus obeéses permet une diminution de la glycémie, de 1’insulino-résistance et des
paramétres inflammatoires (Fleischman, 2008). La taille des adipocytes hypertrophiés peut
atteindre 150 a 200 pm et cette hypertrophie conduit a la dérégulation de la production des
adipokines (Skurk, 2007).

L’hypotheése d’une « taille critique des cellules adipeuses » suggere qu’une taille
donnée des adipocytes conduit a leur multiplication. A I’heure actuelle, on ne sait pas si
I’hyperplasie retrouvée chez les personnes obeses est la conséquence d’un recrutement
d’adipocytes a I’age adulte ou au contraire si elle est le reflet d’une prédisposition a 1’obésité
(par leur nombre important d’adipocytes avant 1’dge adulte). Cependant, des études ont
récemment montré 1’existence d’un turnover dans les adipocytes : tous les 8 ans environ,
50 % des adipocytes du tissu sous-cutané humain sont ainsi remplacés (Spalding, 2008). Si ce
phénomene semble exister chez les individus sains et obeses, il est également li¢ a la

morphologie du tissu adipeux : chez les individus obéses présentant majoritairement une
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hypertrophie adipocytaire, on constate une diminution de 1’adipogenese et de la mort
cellulaire des adipocytes (Arner, 2010). Cependant, il a été retrouvé chez ’homme et chez la
souris des adipocytes apoptotiques et nécrotiques, sans variation de leur nombre (Cinti, 2005),
ce qui suggere donc ’existence d’un renouvellement des adipocytes sans diminution de leur
nombre. En outre, la nécrose des cellules ainsi que [’activation et le recrutement des
macrophages augmentent avec I’'IMC. Cette nécrose adipocytaire semble donc jouer un role

important dans le développement de pathologies liées a I’obésité.

3. Métabolisme lipidique au sein du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux est le principal organe de stockage de I’énergie. Il contient plus de
95 % des lipides de I’organisme sous forme de triglycérides (TG). Moins de 0,1 % des lipides
de I'organisme sont retrouvés dans le plasma. Le métabolisme lipidique du tissu adipeux
consiste au stockage des lipides sous forme de TG d’une part et a la mobilisation des acides
gras lors d’une demande en énergie de I’organisme d’autre part. Ces acides gras seront ensuite
oxydés dans le foie, le coeur ou le muscle squelettique et permettront ainsi la synthése d’ATP.
La mobilisation des réserves énergétiques se fait par la lipolyse, c’est-a-dire 1’hydrolyse des
triglycérides en acides gras et glycérols. Une partie des acides gras libérés par la lipolyse est
distribuée aux différents organes sous forme d’acides gras liés a I’albumine. Dans le foie, les
acides gras pourront étre utilisés pour former de nouveaux triglycérides ou des molécules de
VLDL (Very-low-density lipoprotein). Une autre partie des acides gras libérés pas la lipolyse
(30 a 70 %) est ré-estérifiée au sein de 1’adipocyte. La quantité d’acides gras libérée par le
tissu adipeux n’est donc pas le reflet de la lipolyse.

3.1. Synthese des triglycérides

La syntheése des triglycérides est réalisée a partir d’acides gras et de glycérol-3-
phosphate. Le glycérol-3-phosphate est obtenu grace a la glycolyse, la glycéronéogenése ou
par phosphorylation du glycérol par la glycérol kinase. Les acides gras utilisés pour la lipolyse
sont soit synthétisés directement dans [’adipocyte a partir de substrats non lipidiques
(lipogenése de novo) soit captés par 1’adipocyte depuis la circulation sanguine. Les acides
gras présents dans la circulation sanguine proviennent eux-mémes de différentes sources :

I’alimentation ou la synthése de novo dans le foie.

3.1.1 Provenance sanguine des acides gras

La digestion des triglycérides présents dans les aliments par les sels biliaires et les sucs
pancréatiques aboutit a la libération d’acides gras et de monoglycérides regroupés sous forme
de micelles. L absorption de ces molécules a lieu dans I’intestin. L association d’acides gras

transformés en Acyl-CoA par I’Acyl-CoA synthase avec les monoglycérides permet de
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former de nouveaux triglycérides, regroupés dans des chylomicrons. Ces chylomicrons sont la

forme de transport des triglycérides issus de 1’alimentation.

Les triglycérides issus de la circulation sanguine peuvent également provenir du foie.
L’association de deux acides gras synthétisés dans le foie par lipogenese de novo avec une
molécule de glycérol permet de former un nouveau triglycéride. Ils sont ensuite libérés sous
forme de VLDL dans la circulation sanguine. Il a été estimé que 1’alimentation fournissait

environ 80 g de lipides par jour et la lipogenese hépatique, environ 1g (Large, 2004).

Les acides gras utilisés par les adipocytes pour la synthése de triglycérides proviennent
donc en grande majorité du plasma, dans lequel ils circulent sous forme d’acides gras non-
estérifiés liés a I’albumine ou sous forme de triglycérides transportés sous forme de VLDL
s’ils proviennent du foie ou de chylomicrons s’ils proviennent de 1’alimentation. L hydrolyse
des triglycérides transportés sous forme de lipoprotéines est réalisée par la lipoprotéine lipase
(LPL) et permet la libération de glycérol et d’acides gras. La LPL est synthétisée précocement
lors de la différenciation adipocytaire, mais n’est activée que dans les adipocytes matures
(Lafontan, 2008). Le récepteur au VLDL (VLDL-R) joue également un réle important dans la
fixation des lipoprotéines (VLDL et chylomicrons) : une déficience en VLDL-R conduit a une
diminution de la masse adipeuse et une résistance a 1’obésité induite par la diéte chez la souris

normale, ainsi qu’a une réduction de I’obésité chez la souris ob/ob.

Les LPL sont synthétisées et sécrétées par les adipocytes. Elles se fixent a la surface
des cellules endothéliales des capillaires par interactions avec des glycosaminoglycanes. Les
chylomicrons, possédant des domaines chargés positivement vont se fixer aux
glycosaminoglycanes de la membrane chargés négativement. Une protéine, la
glycophosphatidylinositol-anchored high-density lipoprotein-binding protein 1 (GPIHBP1),
localisée a la surface des cellules endothéliales des capillaires du tissu adipeux, du cceur et du
muscle  squelettique est également associée au processus d’accostage des
chylomicrons (Figure 15) : une déficience en GPIHBP1 chez la souris conduit a une ¢élévation
des TG plasmatiques et une augmentation du nombre de chylomicrons. L hydrolyse des
triglycérides aboutit a la formation d’acides gras qui une fois libérés vont pénétrer dans les
adipocytes par diffusion simple ou grace a des transporteurs spécifiques : CD36 (Cluster of
differenciation), Fatty Acid Translocase Protein ou encore Fatty Acid Binding Protein plasma
membrane. Les acides gras, une fois entrés dans le cytoplasme, sont estérifiés en acyl-

coenzyme A par I’acyl-coA synthase.
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Figure 15. Captation des acides gras issus des chylomicrons.

La protéine GPIHBP1 présente a la surface des cellules endothéliales des capillaires permet 1’accostage des
chylomicrons. L hydrolyse des triglycérides (TAG) par la lipoprotein lipase (LPL) conduit ensuite a la libération
d’acides gras. Ces derniers peuvent alors étre utilisés pour la synthése de TAG dans les adipocytes ou se lier a
I’albumine et rejoindre la circulation sanguine (Lafontan, 2008).

3.1.2 Lipogenese de novo dans 1’adipocyte

Nous avons vu que les acides gras permettant la synthése de TG dans le tissu adipeux
provenaient majoritairement de la circulation sanguine. Cependant, une petite quantité
d’acides gras est synthétisée directement dans le tissu adipeux : ils sont issus de la lipogenese

de novo.

Chez les mammiferes, la lipogenese de novo a lieu principalement dans le foie, le tissu
adipeux et dans les glandes mammaires pendant la lactation. Cependant, elle est majoritaire
dans le tissu adipeux chez le rat et les petits animaux lorsqu’ils sont soumis a une nourriture
riche en carbohydrates et pauvre en lipides. La comparaison des contenus en ARNm montre
une plus faible quantit¢ d’ARNm de deux facteurs de transcription contrdlant les voies
lipogéniques : sterol regulatory element-binding protein lc (SREBP-1) et carbohydrate
response element-binding protein (CREBP) (Lafontan, 2008).

La lipogenése de novo nécessite la présence de molécules glucidiques. Dans les
adipocytes, ’entrée du glucose via les transporteurs GLUT4 constitue 1'une des étapes
limitantes de ce processus. Une fois dans la cellule, le glucose est transformé en pyruvate.
Celui-ci va ensuite étre transformé en acétyl-CoA dans les mitochondries puis apres transfert
dans le cytoplasme, I’acétyl-CoA va étre carboxylé par I’acétyl-CoA carboxylase (ACC) et
devenir du malonyl-CoA. La polymérisation du malonyl-CoA conduit a la formation d’Acyl-
CoA (Lafontan, 2008). L’insuline régule ce processus en augmentant la captation du glucose
et en modulant les concentrations intracellulaires en AMPc. De plus, les catécholamines
inhibent la lipogenese en augmentant les concentrations intracellulaires d’AMPc, ce qui
conduit a I’inhibition de I’activité de I’ACC.
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3.1.3 Mécanismes de synthese des triglyceérides

La synthése des TG nécessite la présence de glycérol, qui va étre transformé en
glycérol-3P. Ce glycérol est produit principalement a partir des premicres étapes de la
glycolyse. Cette étape dépend donc largement de I’insuline, qui permet d’augmenter I’entrée

de glucose dans la cellule.

3.2. La lipolyse

La lipolyse consiste en I’hydrolyse des triglycérides : elle permet la libération d’une
molécule de glycérol et de trois molécules d’acides gras. Elle est régulée par les
catécholamines (adrénaline et noradrénaline) et les peptides natriurétiques qui I’activent, et
I’insuline qui I’inhibe. Elle met notamment en jeu la lipase hormono-sensible (LHS) et
I’Adipose triglyceride lipase, qui permettent la conversion de triglycérides en diacylglycérol

et acide gras.

L’insuline et les catécholamines régulent I’activit¢ de la LHS en modulant les
concentrations intracellulaires en AMPc. Les catécholamines provoquent I’augmentation
intracellulaire en AMPc, ce qui entraine une activation de la Protéine Kinase A et donc une

augmentation de la phosphorylation de la LHS, ainsi activée. L’insuline a un role inverse.

Les peptides natriurétiques sont sécrétés lors d’une activité physique. Il a été montré in
vivo et in vitro que les peptides natriurétiques (Atrial natriuretic peptide et B-natriurétic
peptide) étaient capables d’induire la lipolyse dans les adipocytes humains (Sengenes, 2000),
indépendamment de la concentration en AMPc. L’administration d’Atrial natriuretic peptide
ou I’augmentation physiologique de sa concentration plasmatique stimulent la mobilisation
des lipides et ’action de ces peptides est indépendante des voies des catécholamines et de
I’insuline. Les peptides natriurétiques participent donc principalement au controle de la
lipolyse durant un exercice physique, par un mécanisme indépendant de I’AMPc (Lafontan,
2008).

La modulation de IDactivit¢ de la LHS et de 1’Adipose triglyceride lipase
(Zimmermann, 2004) implique également des protéines de liaison aux lipides, parmi
lesquelles la protéine de transport des acides gras (Adipocyte lipid binding protein) et les
périlipines. La protéine de transport des acides gras interagit avec la LHS et permet
I’exportation vers 1’extérieur de la cellule des acides gras issus de la lipolyse. Les périlipines
empéchent la lipolyse en bloquant I’acces des lipases aux triglycérides. Leur phosphorylation
entraine un remodelage de la surface de la gouttelette lipidique qui permet I’acces de la LHS,
ainsi que la libération d’une protéine modulant I’activité de 1’Adipose triglyceride lipase
(Lafontan, 2008). La lipolyse est différente suivant les tissus adipeux considérés: les
adipocytes du tissu adipeux viscéral ont une activité lipolytique plus importante que ceux du

tissu adipeux sous-cutané. L’hypothése « portale » suggeére ainsi que [’accumulation
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intrahépatique d’acides gras est due aux acides gras libérés par le tissu adipeux viscéral et
directement déversés dans le foie via la veine porte (Lafontan, 2008). Les différences de
réponse a ’insuline et aux catécholamines entre le tissu adipeux viscéral et le tissu adipeux
sous-cutané semblent étre responsables de cette modulation de la lipolyse. La diminution de la
capacité du récepteur a ’insuline a s’autophosphoryler et de I’efficacité de la transduction du
signal par IRS-1 et PI3K a été mise en évidence dans les adipocytes du tissu adipeux viscéral
(Zierath, 1998). Les catécholamines ont également un effet moins important sur la lipolyse
dans les adipocytes sous-cutanés que dans les adipocytes viscéraux (Wajchenberg, 2000)

3.2.1 Role des PPAR dans le métabolisme adipocytaire

Les PPARY contrdlent I’expression de genes impliqués dans les différentes fonctions
adipocytaires : transport et métabolisme des lipides, production d’adipokines mais également
signalisation de 1’insuline (Lehrke, 2005). Il a été montré que plus de 5000 régions pouvaient
fixer PPARy dans le génome de cellules 3T3-L1 différenciées. Les geénes cibles des PPARy
sont impliqués dans différents processus de régulation du métabolisme lipidique : le transport
des lipides via FABP4, la captation des acides gras, le recyclage intracellulaire des acides gras
via PEPCK (Phosphoénolpyruvate carboxykinase) et la lipolyse (Koppen, 2010).

Les ligands des PPAR sont encore mal connus mais les acides gras et leurs dérivés en
sont des activateurs endogénes, bien que leur affinité pour PPARY soit faible. Le role exact de

ces activateurs n’est cependant pas encore déterminé.

4. Fonction endocrine

Longtemps considéré comme un unique tissu de réserve, le tissu adipeux s’est révélé
étre un véritable organe endocrine. Les cellules adipeuses ainsi que les cellules du stroma
vasculaire participent a la libération de molécules dont les modes d’action sont a la fois
autocrine et paracrine. La production de ces molécules fait du tissu adipeux un acteur essentiel
dans la régulation du métabolisme et de I’homéostasie énergétique (Rosen, 2006). Le terme
d’adipokine a initialement été utilisé pour désigner les molécules synthétisées et sécrétées par
les adipocytes. Par extension, il est souvent utilisé¢ pour désigner les molécules sécrétées par le
tissu adipeux en général (Trayhurn, 2004). Plusieurs dizaines d’adipokines sont connues

actuellement ; nous nous intéresserons plus particulierement a I’adiponectine et a la leptine.

4.1. Adiponectine

4.1.1 Structure

L’adiponectine (également appelée Acrp30, AdipoQ, apM1 ou GBP28) a été

découverte simultanément par quatre équipes de recherche indépendantes durant les années
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1990. Chez I’homme, le géne de 1’adiponectine est situé sur le chromosome 3q27.
L’adiponectine est une protéine de 247 acides aminés, incluant un domaine globulaire C-
terminal et un domaine collagéne N-terminal. Elle présente en outre une homologie
structurale avec le facteur du complément 1q. L’adiponectine plasmatique est retrouvée sous
forme de multimeres, combinés via le domaine collagéne pour former 3 principales formes
circulantes (Figure 16) : une forme de haut poids moléculaire (12 a 18 protomeres), une forme
de poids moléculaire intermédiaire (hexameére), une forme de poids moléculaire faible
(trimeére). Une forme tronquée d’adiponectine, qui contient le domaine globulaire apres

clivage protéolytique est également présente dans le plasma en faible quantité.

Globular domain

Triple helix

<

LMW Hexamer HMW
Trimer Octadecamer
Figure 16. Différentes formes de 1’adiponectine.

L’adiponectine circulante est retrouvée sous différentes formes : triméres de faible poids moléculaire (LMW),
héxameéres et octadécameéres de haut poids moléculaire (HMW). Une forme globulaire est également détectée
dans le plasma en faible quantité (Galic, 2010).

4.1.2 Récepteurs de 1’adiponectine

Deux récepteurs a I’adiponectine (AdipoR) ont été décrits : AdipoR1 et AdipoR2. Ces
deux protéines possedent 7 domaines transmembranaires, avec une région N-terminale interne
et une région C-terminale externe. L’expression d’AdipoR1 est ubiquitaire, avec une large
proportion dans le muscle. AdipoR2 est principalement exprimé dans le foie. La présence
d’AdipoR1 et AdipoR2 a également ét¢ démontrée dans le coeur (Ding, 2007). En se liant a
ses récepteurs, 1’adiponectine active plusieurs cascades de signalisation intracellulaires, qui
aboutissent a la phosphorylation d’AMPK (AMP-activated protein kinase). Ceci conduit a une
augmentation de 1’oxydation des acides gras, une augmentation de la captation du glucose
dans le muscle et une diminution de la gluconéogenese dans le foie. Des études sur des
animaux knockout ou présentant une surexpression des récepteurs a I’adiponectine ont montré
que ces protéines jouent un rdle important dans la régulation du métabolisme du glucose et
des lipides, dans I’inflammation et dans le stress oxydatif. AdipoR1 agit sur I’insulino-
sensibilité¢ via 1’activation de ’AMPK. D’autres études ont montré que ’activité physique
régule positivement I’expression des récepteurs a 1’insuline, ce qui pourrait expliquer en partie
le role de I’adiponectine dans 1’amélioration de 1’insulino-sensibilité liée a I’exercice physique
(Bluher, 2007).
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4.1.3 Action de ’adiponectine

La concentration plasmatique en adiponectine varie entre 3 et 30 mg.L™' chez le sujet
sain et cette protéine représente 0,01 % des protéines plasmatiques (Ouchi, 2011).
L’expression des ARNm de I’adiponectine varie suivant la localisation du tissu adipeux : elle
est moins importante dans le tissu adipeux viscéral que dans le tissu adipeux sous-cutané, a la
fois chez le sujet sain et chez le sujet obese (Lihn, 2004). Bien que 1’adiponectine soit sécrétée
presque exclusivement par les adipocytes, certaines études ont montré la capacité des
cardiomyocytes humains et murins a la synthétiser et a la sécréter (Ding, 2007). In vitro, des
¢tudes réalisées sur des cardiomyocytes de rats ont permis de montrer 1’efficacité biologique
de I’adiponectine produite par ces cardiomyocytes et de mettre en évidence son role
protecteur sur des cellules soumises a une simulation d’ischémie-reperfusion (Wang, 2010).
Une étude réalisée sur des myocytes de souris in vitro a montré également la production
d’adiponectine par les cellules musculaires (Krause, 2008). Dans les adipocytes, I’expression

de I’adiponectine est augmentée par les PPARY.

L’adiponectine est une des rares adipokines qui prévient le développement de
I’insulino-résistance et de 1’obésité. L’expression de ’adiponectine est diminuée chez les
animaux obeses et insulino-résistants (Hu, 1996) et plusieurs études ont mis en évidence le
lien entre hypoadiponectinémie et diabéte, hypertension, athérosclérose et dysfonction
endothéliale (Rasouli, 2008). La surexpression d’adiponectine dans le tissu adipeux conduit a
I’amélioration de I’insulino-sensibilité systémique. A I’inverse, une mutation entrainant la
perte de fonction sur un géne de 1’adiponectine ou de ses récepteurs conduit & une diminution
de la sensibilité a I’insuline (Nawrocki, 2006). Une étude réalisée sur 23 sujets caucasiens et
121 sujets indiens Pima montre une corrélation négative entre la concentration en
adiponectine et le pourcentage de poids corporel, le ratio taille sur hanche et la concentration
en insuline plasmatique a jeun (Weyer, 2001). L’adiponectine exerce également un effet
vasculo-protecteur précoce dans [’athérogenése en régulant 1’expression de molécules
d’adhésion sur les cellules vasculaires endothéliales, la transformation des macrophages en
cellules spumeuses et en modulant la prolifération des cellules musculaires lisses (Antuna-
Puente, 2008). L’isoforme de I’adiponectine semble avoir une importance dans son rdle de
protection contre le DT2 ou I’obésité : I’augmentation du ratio adiponectine de haut poids
moléculaire/adiponectine totale est corrélée avec I’amélioration de la sensibilité a 1’insuline
suite a un traitement insulino-sensibilisateur chez ’homme ou chez la souris diabétique de
type 2 (Pajvani, 2004). Ces résultats ont été confirmés par plusieurs autres études chez
I’homme ou chez I’animal (Wang, 2008). En outre, le domaine globulaire de 1’adiponectine
serait capable d’augmenter le transport du glucose et 1’oxydation des lipides dans le muscle
squelettique via I’activation de I’AMPK et I’inhibition de I’acétyl-CoA carboxylase (Tomas
2002 ; Yamauchi, 2002). De nombreux travaux ont été réalisés sur les interactions entre

I’adiponectine et le TNF-a. Des études réalisées in vitro ont montré la capacité de
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I’adiponectine a diminuer la production de TNF-a et d’IL-6 par les macrophages (Ouchi,
2000). Ces résultats suggerent que les propriétés anti-inflammatoires de 1’adiponectine
pourraient découler de son effet régulateur sur le TNF-a. L expression de I’adiponectine chez
I’homme est également modulée par le TNF-a et I’interleukine 6 (Bruun, 2003).

4.2. Leptine

4.2.1 Structure et sécrétion

La leptine, du grec leptos signifiant mince, a été découverte en 1994 chez des souris
obeéses ob/ob (Zhang, 1994). Cette protéine de 16 kDa, produit du geéne ob, a longtemps été
considérée comme « I’hormone de la satiété », puisqu’elle régule le métabolisme énergétique
en augmentant la dépense énergétique et en diminuant la prise alimentaire. A 1’inverse, une
diminution du signal de la leptine augmente la prise énergétique et diminue la dépense
énergétique. Lors de la découverte du geéne de la leptine, ’hypothése d’une cause génétique a
I’obésité s’est fortement développée. Chez la souris, une mutation sur le géne de la leptine
(souris ob/ob) ou de son recepteur (souris db/db) conduit au développement d’une obésité
sévere. Un traitement a la leptine chez des souris ob/ob permet la réduction de la prise
alimentaire, 1’augmentation de la dépense énergétique et la diminution de la masse corporelle.
Les rats hétérozygotes pour la mutation du geéne du récepteur a la leptine présentent un
phénotype intermédiaire entre les rats sauvages et les rats homozygotes pour cette mutation
(Lago, 2007). Cependant, il est apparu rapidement que les mutations sur le géne de la leptine
ou le géne du récepteur a la leptine étaient rares chez I’homme. La leptine est majoritairement
secrétée par le tissu adipeux, particulierement par les adipocytes. Sa sécrétion dépend du tissu
adipeux considéré : elle est plus élevée dans le tissu adipeux sous-cutané que dans le tissu

adipeux viscéral (Montague, 1998).

4.2.2 Récepteurs a la leptine et signalisation intracellulaire

Les récepteurs a la leptine issus des geénes lepr chez I’homme font partie de la famille
des récepteurs aux cytokines de classe 1. Ils sont présents dans différents organes parmi
lesquels le foie, le muscle squelettique, le cceur, le pancréas ou encore le poumon. Ces
récepteurs possédent un domaine extracellulaire de liaison au ligand, un domaine
transmembranaire simple et un domaine de signalisation cytoplasmique. L’épissage alternatif
de lepr donne 6 isoformes du récepteur : une forme longue (ObRb ou LEP-Rb), une forme
courte qui comprend 4 isoformes (ObRa, ObRc, ObRd et ObRf) et une forme circulante
soluble (ObRe) (Vazquez-Vela, 2008). L’isoforme LEP-Rb, quasiment ubiquitaire posséde un
long domaine cytoplasmique d’environ 300 acides aminés qui contient plusieurs sites de

fixation pour des protéines nécessaires a la transmission du signal (Fruhbeck, 2006). Les
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formes courtes du récepteur ne contiennent que 30 a 40 acides aminés intracellulaires et

jouent un réle moindre dans la transduction du signal (Robertson, 2008).

La fixation de la leptine sur le domaine extracellulaire du récepteur ObRb conduit a
I’activation de la tyrosine kinase Jak2 associée au récepteur (pour revue, Myers, 2010), ce qui
induit une phosphorylation du récepteur sur plusieurs résidus tyrosine et de Jak2. L’activation
de Jak2 conduit a sa phosphorylation et a celle de plusieurs résidus tyrosine de ObRb : Tyrogs,
Tyri077, Tyrii3s. La phosporylation de Tyr; 3z active le facteur de transcription STAT3 : celui-
ci se dimérise et est transloqué vers le noyau ou il induit la transcription de génes impliqués
dans la régulation de la dépense énergétique et la régulation de la prise alimentaire en
supprimant I’expression de genes oréxigenes (Bates, 2003). STAT3 permet également la
transcription de SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling-3), un inhibiteur de la signalisation
intracellulaire a la leptine. SOCS3 se fixe aux protéines Jak phosphorylées ou interagit
directement avec les tyrosines phosphorylées du récepteur a la leptine. SOCS3 permet donc
un feedback négatif dans la signalisation a la leptine. L’activation de Tyro7; conduit a
I’activation du facteur de transcription STATS. La phosphorylation de la Tyrogs permet le
recrutement de SHP2 qui contréle I’activation de ERK, ainsi que celui de SOCS3, un
inhibiteur de la signalisation via ObRb/Jak2 (Figure 17).

Leptin
OB-Rb

membrane

Ve B cytosol

Figure 17. Signalisation a la leptine médiée par le récepteur ObRb.

Le récepteur a la leptine ObRb contient 4 résidus tyrosines impliqués dans la signalisation a la leptine. Le résidu
tyrosine 1138 permet I’activation des facteurs de transcription STAT3 qui, une fois dimérisés sont transloqués
dans le noyau. IIs activent alors ’expression de SOCS3 et de POMC (peptide anoréxigénique) et inhibent celle
d’AgRP (peptide oréxigénique). Les protéines SOCS3 sont impliquées dans I’inhibition du signal a la leptine.

4.2.3 Role de la leptine dans la régulation de I’homéostasie
énergétique

La prise alimentaire, le stockage des réserves énergétiques et le niveau d’activité
physique sont régulés par différents processus physiologiques et résultent de 1’intégration de

plusieurs signaux nerveux, hormonaux et métaboliques qui conduisent a des adaptations
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comportementales et métaboliques. Le cerveau et particulieérement I’hypothalamus ont donc

un réle majeur dans cette régulation.

L’administration locale de leptine dans les régions hypothalamiques réduit le poids et
la prise alimentaire chez la souris (Campfield, 1995). La communication entre le tissu adipeux
et le cerveau se fait principalement via la sécrétion de leptine, bien que d’autres molécules
sécrétées par le tissu adipeux participent a la régulation de la balance énergétique

(adiponectine, resistine, TNF-a) (Trayhurn, 2004).

Le noyau arqué de I’hypothalamus contient deux populations agissant de fagon
antagoniste dans la régulation de la prise alimentaire. Les neurones stimulant la prise
alimentaire sécrétent 1’Agouti-related peptide et le Neuropeptide Y, deux neuropeptides
orexigéniques. Les neurones a Pro-opio-mélanocortine (POMC) et a Cocain and
amphetamine-regulated transcript (CART) sont responsables de 1’activité anorexigénique de
I’hypothalamus. Ces deux populations expriment le récepteur a la leptine. La leptine agit sur
ces neurones de 1I’hypothalamus en inhibant les peptides orexigéniques et en stimulant les
peptides anorexygéniques. Elle module ainsi la prise alimentaire en initiant un signal de
satiété. L’administration de leptine supprime [Dactivitt AMPK dans les noyaux
paraventriculaires et arqués de I’hypothalamus (Minokoshi, 2002), ce qui confirme le role de
I’AMPK dans la signalisation induite par la leptine. La leptine a également un effet sur le
noyau du tractus solitaire du tronc cérébral pour contribuer au signal de satiété, avec les
peptides gastriques GLP-1 et CCK (Cholecystokinin).

La leptine régule également la glycémie. Un traitement avec de faibles doses de
leptine, administré a des souris déficientes pour le géne de la leptine ou celui de son récepteur,
permet la restauration d’une glycémie normale. De méme, la restauration sélective dans le
noyau arqué de I’expression du récepteur a la leptine conduit & une diminution légere de
I’obésité et a une normalisation de la glycémie. Les neurones POMC sont impliqués dans
cette régulation et le VMH pourrait étre également impliqué. Enfin, la leptine pourrait étre
impliquée via le systéme nerveux autonome dans la régulation de la production hépatique de
glucose (Robertson, 2008).

4.2.4 Role de la leptine sur le métabolisme lipidique

Découverte pour son implication dans la régulation de la prise alimentaire, la leptine
possede également des fonctions paracrines et autocrines et influe sur la synthése et la
dégradation des lipides. Son rdle dans la régulation du métabolisme énergétique a été
démontré sur des adipocytes isolés de souris : un traitement a la leptine augmente la lipolyse
dans les adipocytes des animaux sauvages ou déficients pour le géne de la leptine mais n’a

pas d’effet sur les animaux déficients pour ce géne (Fruhbeck, 1997). Une étude réalisée
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ultérieurement sur des adipocytes d’animaux pré-traités avec différentes concentrations de

leptine a montré des résultats concordants (Fruhbeck, 1998).

Le contrdle du métabolisme lipidique par la leptine s’observe dans tous les tissus
capables de stocker les triglycérides. La stimulation du systéme mélanocortine conduit a la
lipolyse indépendamment de ses effets sur le comportement alimentaire, via le systéme
nerveux sympathique (Marcelin, 2010). La leptine stimule 1’oxydation des acides gras
(Minokoshi, 2002) et la captation du glucose et elle régule 1’accumulation lipidique dans le
tissu adipeux (Maury, 2010). La leptine stimule directement la phosphorylation et ’activation
de la sous unité catalytique a-2 de ’AMPK dans le muscle squelettique, augmentant la
phosphorylation de I’acetyl-CoA carboxylase (ACC) et I’oxydation des acides gras (Zhang,
2010). Dans les adipocytes, la leptine inhibe la synthése d’ACC, qui permet la conversion des
carbohydrates en acides gras a chaine longue et est impliquée dans la synthése des
triglycérides. Le leptine réduit également I’effet lipogénique de I’insuline:
expérimentalement, 1’ajout d’insuline dans le milieu de culture d’adipocytes déficients en
leptine augmente la synthése d’ACC, d’acides gras et de triglycérides de maniére plus
importante que 1’ajout d’insuline dans le milieu de culture d’adipocytes produisant de la
leptine (Bai, 1996 ; Walder, 1997). Dans le muscle squelettique, I’augmentation de la
synthése de TG et la diminution de 1’oxydation induite par 1’insuline sont atténuées par
I’administration simultanée de leptine (Muoio, 1999). La leptine semble également jouer un

role via son action sur les PPARy qui régulent positivement les FABPs.

4.2.5 La leptine dans I’obésité et I’insulino-résistance

Chez I’homme comme chez le rongeur, les niveaux de leptine circulante sont corrélés
avec la masse corporelle et la masse adipeuse, mais ils sont aussi dépendants du statut
nutritionnel du sujet : la concentration en leptine décroit rapidement aprés le début du jeline
(Becker, 1995). Les niveaux plasmatiques en leptine suivent un rythme circadien, avec un
maximum entre minuit et le début de matinée : les caractéristiques pulsatiles sont identiques
chez les sujets obeses et minces mais I’amplitude des pics est plus importante chez les sujets
obéses (Dardeno, 2010). La leptine augmente I’insulino-sensibilité¢ en réduisant les lipides
intra-musculaires, hépatiques et des cellules B-pancréatiques. Chez I’homme, la leptinémie est
corrélée positivement avec I’insulinémie (Boden, 1997). L’importance de la leptine a
¢galement ét¢é montrée expérimentalement: des souris transgéniques déficientes pour le
récepteur a la leptine dans le tissu adipeux présentent des anomalies métaboliques associées a
I’obésité et/ou a I’insulino-résistance, parmi lesquelles une adiposité exacerbée, une
hyperinsulinémie, une diminution de la tolérance au glucose. Elles sont également plus
sensibles a un régime hyperlipidique et développent rapidement une obésité et une insulino-

résistance séveres (Huan, 2003).
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4.2.6 Résistance a la leptine

Chez I’homme, 1’obésité est caractérisée par des taux élevés de leptine circulante : en
dépit de ces concentrations importantes qui devraient réduire la prise alimentaire, les
individus sont résistants a ’action de la leptine et leur masse corporelle reste élevée. Des
injections de leptine recombinante a haute dose chez des patients obéses ont conduit & une
diminution de la prise alimentaire mais n’ont pas eu d’effet sur la dépense énergétique
(Westerterp-Plantenga, 2001). Ce phénomeéne de résistance a la leptine pourrait étre 1ié a un
défaut de fonctionnement de son récepteur. Il a été établi que le blocage du signal a la leptine
dépend de I’activation de la phosphatase SOCS3 qui interfére avec la phosphorylation de
Jak2. Cette protéine est fortement exprimée dans 1’obésité induite par une nourriture riche en
gras, ce qui pourrait expliquer la diminution de I’action de la leptine et I’apparition de la
résistance a la leptine (Vazquez-Vela, 2008). D’autre part, chez le rat male, une diminution de
la sensibilité a la leptine est associée a une diminution de 1’expression du récepteur Ob-Rb

dans les tissus adipeux mésentérique et rétropéritonéal (Priego, 2009).

4.3. Autres molécules secrétées

En plus de I’adiponectine et la leptine, des dizaines d’autres adipokines sécrétées par
les adipocytes. Certaines sont secrétées par les adipocytes, d’autres par les cellules de la
fraction du stroma vasculaire, en particulier les macrophages. Le paragraphe suivant ne dresse
pas une liste exhaustive des molécules sécrétées par le tissu adipeux, mais a pour but de

donner une idée de la diversité de ces molécules.

Le TNF-a est synthétisé sous forme de protéine transmembranaire de 26 kDa, clivée
par une métalloprotéase pour donner une molécule soluble de 17 kDa. Bien que les adipocytes
isolés soient capables de produire du TNF-a, ce sont principalement les macrophages du tissu
adipeux viscéral qui sécrétent le TNF-a dérivé du tissu adipeux. On observe une augmentation
de la quantité d’ARNm du TNF-a dans le tissu adipeux d’animaux obéses ou diabétiques de
type 2 (Hotamisligil, 1993). Chez ’homme, 1’augmentation du TNF-a dans le plasma et dans
le tissu adipeux des individus obeses est également observée ; une réduction de la masse
corporelle d’individus obéses est associée a une diminution de I’expression de cette protéine.
Des études visant a tester 1’effet de la neutralisation du TNF-a chez des individus diabétiques
de type 2 et obeses n’ont pas permis de mettre en évidence une amélioration de la tolérance au
glucose ou de la sensibilit¢ a 1’insuline. En revanche, chez des individus n’ayant pas de
traitement spécifique pour le diabete de type 2, le TNF-a améliore la sensibilité a 1’insuline
(Tam, 2007). L’expression du TNF-a est en outre diminuée par les PPARy. L’implication du
TNF-a dans 1’insulino-résistance sera discutée dans un chapitre ultérieur. Le TNF-a possede
une activité lipolytique et diminue le recrutement et la différenciation des préadipocytes
(Cawthorn, 2008).
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L’interleukine 6 (IL-6) est une protéine pro-inflammatoire dont un tiers des taux
circulants provient du tissu adipeux. Dans ce tissu, elle est principalement sécrétée par les
cellules de la fraction stromale et son expression est 2 a 3 fois plus importante dans le tissu
adipeux viscéral que dans le tissu adipeux sous-cutané. La production de I'IL-6 par le tissu
adipeux ainsi que ses niveaux circulants sont augmentés chez les individus obeses.
L’augmentation de la production d’IL-6 est observée chez des souris nourries avec une
nourriture riche en graisse et favorise 1’apparition d’une insulino-résistance hépatique.
Cependant, plusieurs études ont montré que [’augmentation des niveaux tissulaires et
circulants d’IL-6 lors d’un exercice ont un effet insulino-sensibilisateur sur le muscle

squelettique (Maury, 2010).

La résistine est également une protéine sécrétée par le tissu adipeux. Son rdle est
cependant plus controversé. Chez la souris, la résistine est produite dans les adipocytes; chez
I’homme, cette protéine est principalement exprimée par les macrophages et les monocytes et
assez peu par les adipocytes (Ouchi, 2010). Sa production est augmentée avec 1’apport de
nourriture et avec 1’obésité. Cette protéine est retrouvée sous deux formes: une forme
trimérique, étroitement liée a 1’apparition de I’insulino-résistance hépatique et une forme
héxamérique, plus abondante (Patel, 2004). En grande concentration, elle induit une insulino-
résistance hépatique importante et augmente la production de glucose chez le rongeur. Dans
les adipocytes, la modulation du métabolisme du glucose par la résistine est liée a 1’activation
de SOCS3, inhibiteur du signal insulinique (Steppan, 2005) et pourrait inhiber I’effet de la
leptine en modulant I’AMPK. Chez I’homme, la résistine pourrait avoir un rdle dans le
développement de I’athérosclérose en jouant sur les cellules vasculaires endothéliales et sur
I’homéostasie lipidique. En outre, la résistine agit sur les cellules endothéliales en activant
I’expression des geénes codant VCAMI et ICAMI1 (Intercellular Adhesion Molecule 1),

augmentant ainsi I’adhésion des leucocytes.

La protéine MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) est une chimiokine
impliquée notamment dans le recrutement des monocytes au sein du tissu adipeux®. Dans ce
tissu, MCP-1 est principalement secrétée par les cellules de la fraction du stroma vasculaire
bien que les adipocytes en produisent une petite quantité. Son expression est plus importante
dans le tissu adipeux viscéral que dans le tissu adipeux sous-cutané (Maury, 2010 ; Bruun,
2005). Les niveaux circulants et tissulaires de MCP-1 sont élevés chez les individus obéses. In
vitro, la captation du glucose sous insuline est diminuée dans les adipocytes différenciés
traités avec MCP-1 (Maury, 2010).

La protéine RBP-4 (Retinol binding protein 4) est majoritairement sécrétée par le foie,
mais elle est également sécrétée par les adipocytes et les macrophages. Chez les individus

obeses ou insulino-résistants, sa sécrétion adipocytaire provient principalement du tissu

* Voir paragraphe V.2.
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adipeux viscéral, ce qui en fait un marqueur de 1’obésité abdominale (Ouchi, 2011). Chez
I’homme, les concentrations en RBP-4 sont corrélées avec 1’insulino-résistance mais
également avec différents parametres du syndrome métabolique: hypertension,
hypercholestérolémie, faible taux de HDL et augmentation de I’IMC (Graham, 2006). Son
expression est inversement corrélée avec celle des GLUT4 et I’injection de cette molécule a
des souris saines réduit leur sensibilité a I’insuline et altére la signalisation insulinique dans le

muscle squelettique (Yang, 2005).

La visfatine est exprimée par de nombreux types cellulaires. Récemment, son
expression par le tissu adipeux, principalement viscéral, a été démontrée. On retrouve des
taux circulants élevés en visfatine chez les individus obéses et diabétiques de type 2.
L’expression de cette protéine est corrélée positivement avec les concentrations en IL-6, en C-
reactive protein (CRP) et en HDL-cholestérol. Enfin, la visfatine induit la production de
plusieurs molécules de 1’inflammation (IL-6, TNF-a) par les monocytes CD14+ (Ouchi,
2011).

La Vaspine est une sérine protéase inhibitrice, produite par les adipocytes du tissu
adipeux viscéral. L administration de vaspine a des souris obeses permet I’amélioration de
leur tolérance au glucose et de la sensibilité a I’insuline (Lago, 2007). La vaspine diminue la

production de résistine, leptine et TNF-q.

L’omentine et la chemerine sont deux adipokines récemment découvertes.
L’omentine doit son nom a sa sécrétion par le tissu adipeux omental. Cette protéine est
principalement sécrétée par les cellules de la fraction du stroma vasculaire (en particulier les
macrophages). Ses concentrations circulantes sont diminuées chez les sujets diabétiques et
intolérants au glucose. Elle augmente le transport du glucose stimulé par I’insuline dans les
tissus adipeux sous-cutané et omental. /n vitro, elle augmente la phosphorylation d’Akt dans
les adipocytes humains (Yang, 2006). La chemerine est une protéine principalement exprimée
dans le foie et dans le tissu adipeux dans lequel elle est principalement produite par les
adipocytes. Elle est impliquée dans la différenciation adipocytaire et module 1’expression de
geénes impliqués dans I’homéostasie du glucose et des lipides : glut4, fatty acid synthase et
adiponectine (Goralski, 2007). In vitro, la chemerine augmente la captation du glucose
stimulée par I’insuline et la phosphorylation d’IRS-1 (Takahashi, 2008). Son expression est
diminuée dans le tissu adipeux épididymal des souris ob/ob (Takahashi, 2008) mais son
expression et celle de son récepteur sont augmentées en réponse a une alimentation riche en
graisses chez la souris (Roh, 2007). Chez ’homme, les niveaux circulants en chemerine ne
sont pas significativement différents entre les individus sains et les individus diabétiques de
type 2 (Bozaoglu, 2007).

Plus récemment, la protéine Sfrp5 a été caractérisée comme une adipokine anti-

inflammatoire, dont la sécrétion est principalement adipocytaire. L’expression de cette
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protéine est diminuée chez les souris ob/ob et chez les rats Zucker obeses et diabétiques. Les
souris déficientes en Sfrp5 nourries avec un régime enrichi en lipides et en glucides présentent
une intolérance au glucose sévere et une steatose hépatique. Cette protéine jouerait un role
protecteur contre le développement des perturbations associées au syndrome métabolique
(Ouchi, 2010).

Le tissu adipeux blanc est non seulement le principal lieu de stockage de 1’énergie dans
I’organisme mais aussi un tissu doté d’une activit¢ endocrine importante. Les adipokines,
molécules sécrétées par le tissu adipeux, sont impliquées dans la régulation du métabolisme
énergétique, de la prise alimentaire, de la différenciation adipocytaire ou encore dans certains
phénomenes inflammatoires. La croissance excessive du tissu adipeux conduit a une
dérégulation de la production de ces molécules qui participe a I’apparition des perturbations
métaboliques liées a [’obésité. Parmi les molécules sécrétées, nous retiendrons
particulicrement 1’adiponectine dont la sécrétion est fortement diminuée chez les individus

obeses et la leptine dont la sécrétion est augmentée dans les mémes conditions.
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V. INFLAMMATION DU TISSU ADIPEUX, LIEN ENTRE
L’INSULINO-RESISTANCE ET L’OBESITE

L’excés de masse adipeuse est associé a une augmentation des concentrations
sanguines en CRP (Visser, 1999), molécule sécrétée en partie par le tissu adipeux (Ouchi,
2003), qui témoigne de I’inflammation de bas-grade caractéristique de 1’obésité. Cette
inflammation a des effets sur le tissu adipeux, mais aussi sur d’autres organes puisqu’elle
contribue au développement de perturbations dans le foie, le pancréas, les muscles, le cerveau
ou le systéme cardiovasculaire. La compréhension du développement de 1’inflammation mais

¢galement de ses conséquences est donc d’un grand intérét.

1. Dérégulation de la production d’adipokines

Comme nous venons de le voir, le tissu adipeux sécréte de nombreuses molécules,
impliquées notamment dans la régulation de la prise alimentaire, de la dépense énergétique ou
encore la croissance du tissu adipeux. Les changements morphologiques du tissu adipeux liés
a ’obésité conduisent a la dérégulation de la sécrétion de ces molécules: le nombre
d’adipocytes mais aussi leur taille sont directement reliés a 1’expression et a la sécrétion des
adipokines (Skurk, 2007). Le recrutement dans le tissu adipeux d’autres types cellulaires
(comme les macrophages) sécrétant eux aussi des adipokines participe également a la

dérégulation de la production d’adipokines (Permana, 2006).

La surexpression du TNF-a dans le tissu adipeux d’individus obéses et la diminution
de I’expression de cette protéine lors d’une perte de poids a permis pour la premicre fois de
montrer un lien entre inflammation, obésité et production d’adipokine (Kern, 1995). Le lien
avec I’insulino-résistance a par la suite été suggéré par des études sur des souris ob/ob
déficientes ou non en TNF-a et en récepteur au TNF-a : la neutralisation du signal TNF-a
conduit a ’amélioration du signal insulinique dans le muscle squelettique et dans le tissu
adipeux et a une augmentation de 1’insulino-sensibilité (Uysal, 1997). Aujourd’hui, il apparait
que la quasi-totalité¢ des adipokines est impliquée dans 1’inflammation liée a 1’augmentation
de la masse adipeuse et joue un rdle dans le développement de 1’insulino-résistance (Tilg,
2006), certaines molécules ayant un role « protecteur » et d’autres un réle délétére. Parmi les
molécules pro-inflammatoire impliquées dans I’inflammation chronique, on retrouve certaines
interleukines : IL-6, IL-1p, MCP-1 ou encore le TNF-a.

Le TNF-a est certainement la cytokine pro-inflammatoire pour laquelle le plus
d’informations sont disponibles. Un traitement chronique au TNF-o diminue la captation du
glucose stimulée par I’insuline dans le muscle squelettique de rats. Le role du TNF-a dans le
développement de I’insulino-résistance semble étre dii principalement a son action sur la

signalisation insulinique. Le TNF-a diminue la phosphorylation (activée par 1’insuline) du
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résidu tyrosine du récepteur a I’insuline et d’IRS1 dans les muscles et le tissu adipeux.
L’inhibition de la capacité de signalisation d’IRS est liée a I’activation de sérines kinases
comme JNK ou inhibitor of NF-kB kinase (IKK) et a I’augmentation de I’expression de
SOCS3. Le TNF-a réduit également I’oxydation des acides gras dans les hépatocytes et le
muscle squelettique, via la suppression de I’AMPK : cette diminution de I’oxydation des
acides gras est accompagnée d’une accumulation de diacylglycérols qui activent la protéine
kinase C et inhibent la fonction d’IRS (Galic, 2010). Localement, le TNF-a inhibe la
différentiation adipocytaire en agissant sur C/EBP et PPAR. Le TNF-a induit également
I’apoptose adipocytaire (Goossens, 2008). Expérimentalement, le TNF-o augmente la

lipolyse.

Les niveaux plasmatiques d’interleukine 6 sont également augmentés chez les sujets
diabétiques de type 2 et les taux plasmatiques d’IL-6 sont corrélés positivement avec I’IMC et
avec la concentration plasmatique en acides gras libres. Une perte de poids entraine une
diminution des niveaux d’IL-6 (Ouchi, 2011). L’IL-6 est impliquée dans I’inhibition du signal
insulinique dans les hépatocytes et les adipocytes, puisqu’elle augmente I’expression de
SOCS-3. Chez les souris, I’injection d’IL-6 diminue la capacité de I’insuline a supprimer la
production de glucose par le foie. Cependant, la déficience en IL-6 augmente 1’insulino-
résistance hépatique et I’inflammation chez des souris nourries avec un régime enrichi en
calories (Matthews, 2010). Des études récentes montrent que I’IL-6 peut augmenter la
captation du glucose et I’oxydation des acides gras dans le muscle squelettique (Galic, 2010).

Bien que le rdle de la résistine soit controversé dans le développement de 1’obésité et
des maladies qui lui sont associées, cette molécule posséde des propriétés pro-inflammatoires
puisqu’elle active 1’expression du TNF-a et de I’IL-6. Ces dernieres peuvent elles-mémes
activer la transcription du geéne de la résistine dans les cellules mononuclées humaines. Des
¢tudes réalisées chez des souris n’exprimant pas la résistine endogeéne adipocytaire mais
exprimant un transgeéne du geéne de la résistine humaine dans les macrophages montrent que
les propriétés pro-inflammatoires de la résistine dérivée des macrophages contribuent au

développement de 1’insulino-résistance in vivo (Qatanani, 2009).

Une étude réalisée sur des rats Sprague-Dawley montre que 1’injection d’un agent pro-
inflammatoire, la carraténine, induit une augmentation de la production de leptine (Gualillo,
2000), suggérant le role de I’inflammation dans la dérégulation de la sécrétion de leptine. La
diminution des concentrations en adiponectine semble également jouer un rdle important dans
le développement de I’inflammation de bas grade caractéristique de 1’obésité. Les niveaux
circulants d’adiponectine sont correlés négativement avec les concentrations en CRP (Ouchi,
2003). La sécrétion différentielle des adipokines pourrait contribuer au développement de
I’insulino-résistance en activant le relarguage d’acides gras dans la circulation, en lien avec
I’accumulation de lipides dans le muscle squelettique et dans le foie et ainsi contribuer a

I’insulino-résistance.
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Compte tenu des variations dans la production de ces molécules dans I’obésité, les
dysfonctions métaboliques et I’inflammation du tissu adipeux semblent liées en partie a une

dérégulation de I’équilibre entre la production d’adipokines pro et anti-inflammatoires.

2. Infiltration macrophagique

Parmi les différents types cellulaires présents dans le tissu adipeux, les macrophages,
cellules de I’immunité, semblent particuliérement intéressants pour comprendre la
physiopathologie de [’obésité. De nombreuses études ont fait état d’une infiltration
macrophagique importante chez les individus ou les animaux obeéses. Ainsi, le tissu adipeux
de souris ob/ob présente des amas de macrophages par rapport a celui des souris sauvages
C57Bl/6 (Shoelson, 2007). L’infiltration macrophagique est corrélée avec I'IMC et avec la
taille des adipocytes présents dans le tissu adipeux sous-cutané (Weisberg, 2003). Le
pourcentage de macrophages dans le tissu adipeux sain est d’environ 10 % et il peut atteindre
40 % dans le tissu adipeux d’individus obéses. Apres une perte de poids, une diminution
importante du nombre de macrophages dans le tissu adipeux est observée 3 mois apres la pose
d’un bypass gastrique (Cancello, 2005). Ces macrophages infiltrés sont organisés en agrégats,

les « crown-like structure », entourant des adipocytes nécrotiques (Cinti, 2005).

Outre I’augmentation du nombre de macrophages dans le tissu adipeux, il a été
observé que leur phénotype méme était modifié dans I’obésité. Il a ét€ montré chez la souris
que les macrophages présents dans les tissus adipeux de souris nourries avec une alimentation
riche en graisse étaient différents de ceux présents dans le tissu adipeux de souris nourries
avec un régime normal (Lumeng, 2007). Deux types de macrophages peuvent en effet étre
observés dans le tissu adipeux : les macrophages de type M2 et les macrophages de type MI1.
Les macrophages M2, présents en faible quantité dans le tissu adipeux sain, possédent des
propriétés anti-inflammatoires et sécrétent notamment des cytokines anti-inflammatoires
comme IL-10 (Maury, 2010). Les macrophages de type M1, ou macrophages activés,
expriment la protéine CDllc et produisent de grandes quantités de cytokines pro-
inflammatoires. Ces derniers sont retrouvés en quantité importante dans le tissu adipeux de
sujets obeses. Il a été montré que la modification du ratio M2/M1 était due a la migration et a
I’activation de monocytes depuis la circulation sanguine vers les adipocytes nécrotiques et
non a une conversion des macrophages M2 (présents dans le tissu sain en faible quantité) en

macrophages M1.
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du TNF-a dans ’obésité serait due en partie conduit au recrutement macr.ophagique.. Le TNF-a
sécrété par les macrophages infiltrés active dans les
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macrophages M1 (Weisberg, 2003). Les COIldl:lit a la libération d’ac?ides gras libres capat?les
d’activer les macrophages via TLR4, augmentant ainsi
PPARy semblent avoir un réle protecteur |a production de TNF-o (Maury, 2010).
dans le développement de I’inflammation en
stimulant ’expression de génes, tels que I’IL-10, associés au phénotype macrophagique M2
(Tontonoz, 2008). Des expériences réalisées chez la souris obése ont permis de diminuer
I’insulino-résistance et de réduire 1’inflammation locale et systémique en réalisant une
ablation ciblée des macrophages CDl1lc positifs (Patsouris, 2008). D’autre part, les
interactions entre macrophages et adipocytes semblent établir une sorte de « boucle » qui
aggrave le phénoméne inflammatoire (Figure 18) : les adipocytes hypertrophiés relachent une
quantité importante d’acides gras, capables via les récepteurs TLR4 (Toll-like receptor-4)
d’activer les macrophages qui sécrétent alors de plus grandes quantités de cytokines pro-

inflammatoires (Suganami, 2007).

3. Role des cellules endothéliales

Les cellules endothéliales jouent un role important dans 1’inflammation du tissu
adipeux. Leur activation conduit a la production de différents facteurs impliqués dans le
recrutement et I’activation des monocytes : molécules d’adhésion, chimiokines et cytokines
(Sengenes, 2007). Il a été rapporté une augmentation des formes solubles d’ICAM-1 et
VCAM-1 chez les adultes obéses et une diminution de ces facteurs lors d’une perte de poids
(Maury, 2010). L’activation des cellules endothéliales pourrait résulter des molécules
sécrétées par les macrophages et les adipocytes eux-mémes. In vitro, I’incubation de cellules

endothéliales dérivées du tissu adipeux avec des adipocytes matures conduit a une
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augmentation de la production de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales ainsi

qu’a une augmentation de la diapédése des monocytes circulants (Curat, 2004).

4. Role de I’hypoxie

L’un des facteurs pouvant jouer un role clé dans le développement de la réponse
inflammatoire dans le tissu adipeux d’individus obeses est 1’hypoxie. Chez la souris obese, il
a été montré qu’il existait une diminution de la pression partielle en oxygéne dans différents
tissus adipeux mais que ce phénoméne hypoxique n’était pas systémique (Ye, 2007). Chez
I’homme, plusieurs études ont montré une diminution de la pression partielle en oxygéne dans
le tissu adipeux de sujets obéses (Pasarica, 2009). L hypothése selon laquelle la taille des
adipocytes serait a I’origine de I’hypoxie (Trayhurn, 2008) semble étre infirmée par des
¢tudes montrant que 1’hypoxie est détectée aussi bien dans des petits adipocytes que dans de
larges adipocytes d’animaux obeses (Hosogai, 2007). Chez I’homme, il a été mis en évidence
une corrélation négative entre la pression partielle en oxygene et la présence d’ARNm CD68,
marqueurs des macrophages (Pasarica, 2009). L’expression de I’hypoxia-inducible factor-1
(HIF-1) est augmentée dans le tissu adipeux de sujets obeéses comparativement aux sujets
sains (Cancello, 2005). In vitro, ’augmentation de ’expression des ARNm de plusieurs
molécules pro-inflammatoires dont I'IL-6 et le TNF-o a été rapportée a la fois dans les

adipocytes et dans les macrophages (Ye, 2007).

5. Implication de la flore intestinale

Prés de 2000 especes de bactéries vivent dans le tractus digestif de 1’étre humain,
soient environ 10'* a 10'* bactéries qui composent la flore intestinale. Le microbiote intestinal
s’installe dés la naissance, la colonisation du tube digestif se faisant principalement lors de
I’accouchement par voie basse puis par I’alimentation. Des études récentes montrent
I’implication que pourrait avoir la flore intestinale dans le développement de 1’obésité. La
fermentation bactérienne modifie le rendement énergétique des aliments, puisqu’elle permet
la décomposition des glucides non digestibles et des fibres alimentaires en gaz et en acides
carboxyliques a chaine courte absorbables par les muqueuses. Les souris axéniques (exemptes
de germes) sont protégées de I’obésité par rapport aux souris colonisées avec une flore
intestinale a la naissance (Backhed, 2004). La transplantation d’une flore intestinale de souris
ob/ob ou de souris sauvage a des souris axéniques montre que les souris colonisées avec la
flore intestinale de souris obéses présentent une augmentation de leur masse corporelle
significativement plus importante que les souris colonisées avec la flore intestinale de souris
sauvages (Turnbaugh, 2006). En outre, les populations bactériennes retrouvées dans le tractus
digestif de souris ob/ob ou sauvages sont différentes (Ley, 2005). Le role des
lipopolysaccharides (LPS) semble également étre intéressant dans le développement de

I’inflammation de bas grade retrouvée dans I’obésité. Le LPS est produit de fagon permanente
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dans les intestins suite a la lyse des bactéries gram - . Il est ensuite absorbé et transporté dans
I’organisme via les lipoprotéines. Une augmentation du LPS circulant est observée chez les
individus obéses ou diabétiques de type 2, caractérisant ainsi une endotoxémie métabolique
(Creely, 2007). 1l existe en outre une corrélation entre I’endotoxémie et un apport en énergie
riche en lipides : les souris nourries avec une nourriture riche en lipides et dans une moindre
mesure celles nourries avec un régime riche en carbohydrates montrent une élévation de leur
concentration plasmatique en LPS. En outre, la présence de lipides dans le bol alimentaire
facilite le transport des LPS de la lumiére intestinale vers la circulation sanguine (Amar,
2008). L’injection de LPS a des souris sauvages provoque une augmentation de leur masse
corporelle et adipeuse, de 1’insulino-résistance et de ’expression de genes codant des
adipokines inflammatoires (Cani, 2007 ; Leuwer, 2009). L’action du LPS passe par
I’activation des récepteurs de I’immunité TLR4 (Toll-like receptor 4) : la liaison du LPS au
complexe CD14/TLR4 stimule la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-6
et le TNF-a. Une étude récente a également mis en évidence une augmentation de la
régulation des génes des TLR dans le tissu adipeux épididymal de souris nourries avec un
régime induisant I’obésité¢ (Kim, 2011). Le LPS pourrait ainsi participer au phénomeéne

inflammatoire de bas grade et a I’infiltration macrophagique caractéristiques de 1’obésité.

Les mécanismes impliqués dans I’inflammation chronique de bas grade caractéristique de

I’obésité sont résumés Figure 19.
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Figure 19. Mécanismes potentiels du développement de I’inflammation du tissu adipeux dans I’obésité.

L’hypertrophie adipocytaire conduit & la sécrétion de molécules pro-inflammatoires via NF-kB notamment.
Certaines de ces molécules participent au recrutement des monocytes circulants (MO) au sein du tissu adipeux
ou ils sont activés. La production de molécules pro-inflammatoires est alors augmentée. La majorité des
macrophages s’agrégent sous forme de crown-like-structure (voir texte) autour des adipocytes nécrotiques.
L’hypoxie participerait également au recrutement de macrophages. L’augmentation des lipopolysaccharides
(LPS) observée dans 1’obésité et ainsi que I’augmentation des acides gras circulants (FFA) participent a
I’inflammation en activant les récepteurs de I’immunité TLR présents a la surface des macrophages et des
adipocytes. CCR et CXCR désignent les récepteurs aux chémokines (Maury, 2010).
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VI. MODELES ANIMAUX POUR L’ETUDE DE L’OBESITE ET DE
L’INSULINO-RESISTANCE

L’¢étude de pathologies nécessite souvent la mise en place de modeles animaux
développant des symptdmes se rapprochant le plus possible de ceux retrouvés chez ’homme.
Dans cette optique, de nombreux mode¢les animaux du syndrome métabolique ont été
développés. Ils sont utilisés a la fois pour la compréhension générale de ces mécanismes ou
des désordres métaboliques qui leur sont associés, mais aussi pour tester 1’efficacité de
traitements potentiels contre ces maladies. Les principales caractéristiques du syndrome
métabolique sont 1’obésité, I’insulino-résistance ou le diabéte de type 2,
I’hypertriglycéridémie, I’hypertension et un faible taux de HDL. En outre, le développement
de maladies cardiovasculaires est fréquemment associé au syndrome métabolique. Tous ces
parametres sont donc recherchés dans les modeles animaux utilisés pour 1’étude de ce

syndrome.

De nombreuses études sont réalisées chez les rongeurs car ceux-ci présentent un grand
nombre de geénes d’intérét similaires a ceux retrouvés chez 1’homme et sont des animaux
faciles a ¢élever en animalerie. Nous détaillerons donc ici quelques modéles de rongeurs
fréquemment utilisés dans I’étude du syndrome métabolique en distinguant les modeles

génétiques des modeles obtenus par « induction » des pathologies étudiées.

1. Modeles génétiques

De nombreux modeles génétiques de rongeurs diabétiques ou obéses sont utilisés en
laboratoire. La majorité de ces modeles présente des mutations apparues spontanément et sont
utilisés depuis des dizaines d’années. Leur caractérisation, plus récente, a été possible grace

aux progres de la génétique.

1.1. Souris ob/ob

Décrites dans les années 1970, les souris ob/ob (C57BL/6J-ob/ob) sont porteuses
d’une mutation autosomique récessive sur le géne de la leptine (Friedman, 1991 ; Zhang,
1994). Elles sont obéses, hyperinsulinémiques et hyperglycémiques dés leur 4™ semaine de
vie (Dubuc, 1976) et développent une diminution de la tolérance au glucose et des stéatoses
hépatiques apres 12 semaines. Elles développent également des pathologies cardiaques au
bout d’une vingtaine de semaines. Elles ne constituent pas un modele complet du syndrome
métabolique, puisqu’elles ne développent pas de dyslipidémie méme aprés 36 semaines et

elles montrent une réduction de leur pression sanguine (Panchal, 2011).
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1.2. Souris db/db

Les souris db/db (C57BL/KsJ-db/db) possédent une mutation autosomique récessive
sur le géne du récepteur a la leptine (Chen, 1996). Leur masse corporelle est plus importante
que celle des souris contrdles dés leur 6™ semaine suivant la naissance. Dés 8 semaines, elles
présentent une ¢élévation de leur glycémie et une augmentation des concentrations
plasmatiques en triglycérides, cholestérol total et acides gras non estérifiés. Le ratio
HDL/LDL est quant a lui diminué. Elles présentent également une hyperinsulinémie et une
diminution de la tolérance au glucose dés 12 semaines. Ces souris développent par la suite

une dysfonction endothéliale et une stéatose hépatique.

1.3. Rats Zucker (fa/fa) et Diabetic Zucker fatty (ZDF)

Le rat Zucker (fa/fa) est porteur d’une mutation sur le gene du récepteur a la leptine.
Leurs controles homozygotes (+/+) et hétérozygotes (fa/+) sont minces et normoglycémiques.

Les animaux homozygotes pour 1’allele fa développent spontanément une obésité sévere entre

3 eme eme

leur et leur 5™ semaine de vie et a 14 semaines, les lipides représentent prés de 40 % de
la composition corporelle (Zucker, 1963). Les rats (fa/fa) présentent des concentrations en
leptine circulante ¢levées (Pico, 2002) et une hyperphagie dés les premiers jours de vie qui
peut étre expliquée par la modification de 1’expression de plusieurs peptides orexigéniques
(Beck, 2000). Ces animaux développent a terme une résistance a 1’insuline, une altération
modérée de la tolérance au glucose, une dyslipidémie et une hyperinsulinémie (Aleixandre de

Artifiano, 2009).

La lignée de rats Zucker diabétiques, ou Diabetic Zucker fatty (ZDF), a été clairement
¢tablie en 1985 et développée comme modele génétique en 1991. Le caractére « diabétique »
est apparu dans une colonie non-consanguine de rats Zucker Fatty porteuse de la mutation fa.
Ces animaux développent rapidement une hyperinsulinémie et une hypertriglycéridémie.
Entre la 7™ et la 12°™ semaine de vie, I’apparition d’une hyperglycémie résulte d’une
insulino-résistance suivie d’un défaut d’insulino-sécrétion (Etgen, 2000) et a 12 semaines, les
animaux males ZDF sont tous diabétiques (Chen, 2005). Une étude visant a caractériser
I’insulino-résistance chez des rats ZDF fa/fa et leurs contrdles (+/ +) ou (+/-) minces agés de
10 semaines a été réalisée. Cette étude a montré une diminution de la synthése de glycogene
dans le muscle squelettique et une accumulation accrue de triglycérides dans le foie, le muscle
squelettique et le cceur des animaux obeses apreés 10 semaines de régime. Le clamp
euglycémique hyperinsulinémique a permis de mettre en évidence une insulino-résistance
systémique chez les rats ZDF. L’étude de la captation du glucose sous insuline a montré une
diminution de la sensibilité a I’insuline dans le muscle squelettique mais pas dans le cceur ni
dans le tissu adipeux (Leonard, 2005). Une altération de la captation du glucose dans le coeur

a cependant ét¢ observée a 19 semaines (Shoghi, 2008). En outre, les rats ZDF présentent une
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¢lévation de certains marqueurs de I’inflammation caractéristiques de 1’obésité comme le
TNF-o ou I'IL-1B. Enfin, ces animaux développent une dysfonction endothéliale et une

hypertension modérée.

1.4. Autres modeles d’obésité génétique

Les rats OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) sont parfois utilis€és comme
modele de diabéte de type 2 ou d’obésité. Ces rats sont déficients en récepteurs de CCK-1 : ils
présentent une insensibilité aux actions de cette protéine, qui se traduit principalement par une
absence d’inhibition de la prise alimentaire en réponse a 1’ingestion de lipides. Les rats
OLETF présentent a 1’dge de 20 semaines un poids 30 a 40 % supérieur a celui de leurs
controles, les rats minces Long-Evans Tokushima Otsuka. Ils développent a terme une
hyperglycémie et une diminution de leur tolérance au glucose. Ils sont également atteints de
dysfonctions cardiaques multiples. Des accumulations de triglycérides dans le foie ont
¢galement été observées (Moran, 2006).

Les rats Goto-Kakizaki sont parfois utilisés pour étudier le syndrome métabolique. Ces
animaux non-obe¢ses développent une hyperglycémie précoce associée a une diminution de la
tolérance au glucose. L’insulino-résistance et le défaut de sécrétion d’insuline caractéristiques
du diabéte de type 2 sont également présents chez ces animaux (Rees, 2005). Ils développent

a 20 semaines plusieurs anomalies cardiovasculaires (Panchal, 2010)

Le Psammomys obesus, ou rat des sables, se nourrit principalement de végétaux a
I’état sauvage. En laboratoire, sous nourriture standard, ces animaux deviennent obeéses,
insulino-résistants et hyperglycémiques. Comme dans le DT2 chez I’homme, on retrouve une
augmentation de la proinsuline circulante. Ce mod¢le animal est surtout utilisé¢ pour étudier

les effets de I’alimentation et de I’exercice sur le diabéte de type 2 (Rees, 2005).

Enfin, un grand nombre de souris transgéniques ou knockout ont été développées ces
derni¢res années. Les mutations portent en général sur des geénes codant des protéines
impliquées dans la régulation du métabolisme, telles que les GLUT4, les récepteurs a
I’insuline ou encore les protéines IRS. Ces animaux développent une insulino-résistance plus

ou moins sévere associée a certains facteurs du syndrome métabolique (Chen, 2005).

2. Induction du Syndrome métabolique

2.1. Agents chimiques

L’utilisation de la streptozotocine, molécule qui induit une nécrose des cellules B
pancréatiques chez les rongeurs est fréquente et permet de mimer le diabéte de type 1.

Cependant, une injection d’une faible dose de streptozotocine chez de jeunes rats conduit au
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développement d’une hyperglycémie modérée a 1’dge adulte ou d’une insulino-résistance

associée a une augmentation plasmatique de certaines protéines de 1’inflammation.

Le rat SHR (Spontaneously Hypertensive Rat) est spontanément hypertendu et
développe une obésité abdominale. L’injection de streptozotocine a des rats SHR agés de 2
jours conduit a I’apparition d’une hyperglycémie et d’une insulino-résistance précoces (Chen,
2005).

Chez le jeune rat sain, I’injection de streptozotocine combinée a une alimentation riche
en lipides ou en fructose conduit a 1’augmentation des glycémie, insulinémie et
triglycéridémie plasmatiques et au développement d’une insulino-résistance. L’apparition de
ces symptodmes dépend alors de la dose de streptozotocine injectée, de la durée du régime et
de I’age des animaux au début du protocole (Panchal, 2011). Si ce modéle peut-étre utilisé
dans des études sur le diabete de type 2, il n’est pas utilisable pour des études sur 1’obésité, les

animaux ne présentant pas d’altération particuliere de la masse adipeuse.

2.2. Régimes alimentaires

L’induction de I’obésité ou de l’insulino-résistance par intervention nutritionnelle
permet de se rapprocher des pathologies humaines. La plupart des régimes utilisés sont
hypercaloriques et enrichis en lipides, en glucides ou en lipides et glucides. Ils varient donc
par la nature des nutriments apportés, mais également par le pourcentage de calories apportées
par ces différents nutriments : par exemple, un régime High-Fat 50 % est un régime dont
50 % des calories sont apportées par les lipides. Nous détaillerons ici les effets des régimes
alimentaires données aux rats uniquement, bien qu’ils soient également tres utilisés chez la

souris.

2.2.1 Régimes enrichis en glucides

Depuis les années 1960, le fructose a remplacé une grande partie du sucrose, constitué
d'une molécule de glucose et d'une molécule de fructose, dans la fabrication d’aliments
industriels aux Etats-Unis. La majorité du fructose utilis¢ provient du sirop de mais a haute
teneur en fructose (ou HFCS pour High Fructose Corn Syrup). Le HFCS est principalement
utilisé dans les sodas, mais il entre aussi dans la composition de jus de fruits, de pains, de
gateaux ou de confitures. Prés de 10 % des calories ingérées quotidiennement proviendraient
du fructose et 75 % a 82 % proviendraient d’additifs sucrants et non de fructose naturel
(Bocarsly, 2010). Différents types de HFCS existent, ayant chacun des « pouvoirs sucrants »
différents : le HFCS-55 contient ainsi 55 % de fructose et 42 % de glucose et le HFCS-42
contient 42 % de fructose et de 53 % glucose (Melanson, 2008).

L’utilisation du fructose chez le rat induit une insulino-résistance, une diminution de la

tolérance au glucose et une dyslipidémie (Tran, 2009). Cependant, les études divergent en ce
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qui concerne 1’induction de I’obésité (Panchal, 2011). Le régime fructose induit également le
développement de pathologies cardiovasculaires ainsi que [’infiltration de cellules
caractéristiques de 1’inflammation (macrophages, lymphocytes). Le fructose conduit a
I’augmentation des acides gras libres, de la leptine et de I’adiponectine plasmatique et il
diminue la sensibilit¢ a I’insuline (Alzamendi, 2009 ; Melanson, 2008). Le développement
d’une résistance a la leptine a aussi été observé (Shapiro, 2008). Une alimentation riche en
fructose conduit a I’apparition d’une hyperinsulinémie, d’une hypertriglycéridémie, d’une
hypercholestérolémie, d’une hypertension et au développement de I’insulino-résistance chez
des rats Sprague-Dawley (Oron-Herman, 2008). Contrairement au glucose, le fructose
n’induit pas la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas : en effet, les transporteurs
du fructose (GLUTS) ne sont pas présents dans ces cellules (Bray, 2004). L’ingestion de
HFCS par rapport au sucrose réduit les concentrations circulantes en insuline et en leptine
(Teff, 2004). Le fructose serait un moins bon inducteur des mécanismes de la satiété que le

glucose/sucrose.

L’utilisation de régimes enrichis en sucrose (HS pour High-sucrose) est également
envisageable : le sucrose contient du fructose et des études ont montré que 1’utilisation du
fructose ou du sucrose présenterait des effets similaires sur le développement du syndrome
métabolique (Melanson, 2008). Les rats consommant du sucrose rajouté a I’eau de boisson
montrent une augmentation de la lipogenése, une augmentation des concentrations
plasmatiques en glucose, insuline, leptine, acides gras libres et triglycérides, ainsi qu’une
diminution de la tolérance au glucose (Coelho, 2010). D’autres études ont montré le
développement d’une insulino-résistance sans changement de la glycémie et de I’insulinémie
plasmatique a jeun, mais une augmentation de ces deux paramétres en période post-prandiale
(Santure, 2002). Chez le rat, un régime HS 64 % ne conduit pas a une différence de poids 80
jours aprés le début du régime (Soria, 2002). Des études réalisées chez la souris montrent
qu'apres 55 semaines de régime, les souris ne présentent pas d’altération de la masse
corporelle mais présentent une hyperglycémie 10 minutes aprés administration de glucose.
Cette hyperglycémie est résorbée apres injection intrapéritonéale de glucose, suggérant une
réduction de la sécrétion d’insuline mais pas d’altération de la sensibilit¢ des tissus a
I’insuline (Sumiyoshi, 2006). La réduction de la quantité de sucrose dans le régime de rats
nourris depuis 30 semaines avec un régime HS permet d’observer une réduction de 1’adiposité
viscérale et de la sécrétion d’insuline par les cellules B suite @ une stimulation par le glucose
(Fortino, 2007).

2.2.2 Régimes enrichis en lipides

Une des premiere description de 1’utilisation d’un régime hyperlipidique pour induire
I’obésité date de la fin des années 1950 (Masek, 1959). Aujourd’hui, un grand nombre de

protocoles basés sur la modification du régime alimentaire dans le but d’étudier le syndrome
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métabolique utilisent des régimes enrichis en graisses, également appelés régimes High-Fat
(HF). La grande variabilité dans les protocoles expérimentaux rend la comparaison entre les
différentes études délicate. Classiquement, ces régimes HF contiennent un pourcentage de
calories apportées par les lipides compris entre 35 % et 60 %. L’origine des lipides utilisés
peut étre animale (lard, huile de poisson...) ou végétale (huile d’olive, huile de coco...). Cette
diversité dans la composition des régimes permet d’obtenir des mod¢les animaux variés, qui
développent plus ou moins rapidement et avec plus ou moins de sévérité les principaux
symptomes du syndrome métabolique. L utilisation des lipides de natures différentes permet
¢galement d’étudier D’effet de lipides saturés ou insaturés sur la santé. Les régimes
hyperlipidiques contenant des acides gras polyinsaturés (contenus par exemple dans 1’huile de
poisson) auraient ainsi un effet protecteur contre I’insulino-résistance et le développement de
I’obésité (Storlien, 2000 ; Buettner, 2006). Les régimes hyperlipidiques fabriqués a base de
lard sont les plus obésogeénes (Buettner, 2006). Chez le rongeur nourri avec un régime
hyperlipidique, on observe une hyperphagie qui tend a diminuer au bout de 4 a 5 semaines. Si
I’hyperphagie est souvent observée durant le développement de 1’obésité, elle n’est cependant
pas systématique (West, 1998). Des rats nourris pendant plusieurs semaines avec un régime
High-Fat 60 % ont un poids significativement plus important que les animaux contrdle, et ce
dés la deuxieme semaine de régime. Aprés 6 semaines de régime, ils présentent une élévation
de I’insulinémie, de la glycémie, de la leptinémie et de la quantité d’acides gras non estérifiés.
En outre, leur masse adipeuse est également plus élevée (Sutherland, 2008). Afin de
déterminer plus précisément 1’effet de différents lipides sur le métabolisme, une étude a été
réalisée sur des rats Wistar males. L’utilisation de nourriture High-Fat 42 % (huile d’olive,
lard ou huile de coco), conduit a I’augmentation de leur masse corporelle et a I’accumulation
de triglycérides dans le foie. Les animaux nourris avec le régime HF-Lard sont ceux qui
prennent le plus de poids et ils présentent une augmentation de I’insulinémie et une
diminution de 1’adiponectinémie. Les régimes HF-Lard et HF-Huile d’olive conduisent
¢galement a une diminution de I’insulino-sensibilité (Buettner, 2006). D’autres études
montrent que ’utilisation de régimes enrichis en huile de coco ou en beurre n’induit pas
d’obésité, mais entraine une augmentation de la masse adipeuse apres 14 semaines de régime
(Romestaing, 2007).

2.2.3 Régimes enrichis en graisses et en sucres

Les modifications des comportements alimentaires dans les pays occidentaux jouent
un role important dans le développement des maladies associées au syndrome métabolique.
Expérimentalement, 1’utilisation de régimes enrichis en lipides et en glucides permet de
s’approcher au plus pres des nouvelles habitudes nutritionnelles des pays industrialisés. Leur
composition varie considérablement selon les études : 20 a 60 % des calories peuvent étre
apportées par les lipides et 10 a 60 %, par les glucides. Ces derniers peuvent étre administrés
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dans la nourriture ou dans 1’eau de boisson. Généralement, 1’utilisation de ce type de régimes
conduit au développement d’une obésité associée a une accumulation de graisse viscérale. Les
concentrations plasmatiques en glucose, insuline, leptine, triglycérides et cholestérol sont
¢galement augmentées. Ce modele permet également de faire apparaitre une diminution de la
tolérance au glucose, une insulino-résistance et une inflammation de bas grade caractéristique
de I’obésité. Une stéatose hépatique et des problémes cardiovasculaires ont également été
observées (Panchal, 2011).

On distingue deux catégories de régimes enrichis en graisses et en sucres : les régimes

hyperlipidiques-hyperglucidiques standardisés et les régimes Cafétéria.

Les régimes High-Fat/High Sucrose (HF/HS) ou High-Fat/High Fructose, parfois
appelés régimes « Western », sont des régimes hypercaloriques dans lesquels la majorité des
calories sont apportées par les lipides et les glucides. Ils sont fabriqués de maniére industrielle
et présentent I’avantage d’étre standardisés dans leur composition en vitamines et en
minéraux. Cependant, les pourcentages de calories apportées par les lipides et les glucides
varient aussi selon les études. Un régime HF/HS 45 %/41 % conduit & une augmentation
rapide de la masse corporelle : une différence significative est observée dés le 10°™ jour de
régime. Elle est associée a une augmentation de la quantité de certains tissus adipeux et a un
contenu général en lipides significativement plus important, sans modification de la glycémie

et de I’insulinémie aprées 5 semaines de régime (Adechian, 2009).

Le régime Cafétéria est composé d’aliments consommés quotidiennement par
I’homme (aliments «de supermarché »). Ce régime permet de reproduire l’alimentation
occidentale : il est hypercalorique avec une haute teneur en sel et un faible apport en fibres.
Les glucides proviennent du sucrose ou du fructose et les lipides peuvent provenir des
graisses animales et végétales. La plupart des régimes Cafétéria sont riches en lipides et en
glucides, mais certaines études utilisent des régimes Cafétéria uniquement riches en glucides
(Brandt, 2010). En général, une portion de nourriture standard est associée aux aliments du
commerce. La variété des aliments choisis permet d’augmenter la palatabilité¢ du régime et
provoquer I’hyperphagie des animaux (Shafat, 2009); un seul aliment ne permet pas d’induire
I’hyperphagie (LeMagnen, 1974). Cependant, la mesure réelle de la prise alimentaire est
complexe : suivant le mode de présentation de leur nourriture, les animaux peuvent trier les
aliments et il faut en outre prendre en considération I’évaporation de 1’eau contenue dans les
aliments. Plusieurs études considérent que les animaux mangent la méme quantité de chaque

aliment présenté (Shafat, 2009) et ne tiennent pas compte de la perte hydrique.

Décrit pour la premiére fois en 1976, le régime Cafétéria induit une hyperphagie et
une augmentation de 1’énergie absorbée (Sclafani, 1976). Il conduit & une prise de poids
rapide. L’effet précoce d’un régime cafétéria a été étudi¢ : des rats males et femelles

présentent une hyperphagie et une augmentation significative de la masse adipeuse aprés 15
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jours de régime. Une diminution de la production d’adiponectine a également été observée.
Chez les femelles, la masse corporelle et la glycémie a jeun sont augmentées (Ribot, 2008).
Le régime Cafétéria conduit également au développement excessif du tissu adipeux et a une

diminution de la tolérance au glucose (Kretschmer, 2005).

Une étude comparant I’effet d’un régime High-Fat Lard 45 % par rapport a I’effet d’un
régime Cafétéria chez des rats males a permis de mettre en évidence une masse corporelle
plus importante chez les animaux nourris avec le régime Cafétéria. Au bout de 7 semaines de
régime, les animaux du groupe Cafétéria présentent une hyperinsulinémie, une intolérance au
glucose et une insulino-résistance par rapport aux animaux du groupe HF-Lard. L’infiltration
macrophagique caractéristique de 1’obésité observée dans le tissu adipeux est également plus
marquée chez les animaux du groupe Cafétéria par rapport aux animaux nourris avec le

régime Lard (Sampey, 2011).

2.2.4 Résistance a 1’obésité

Des études ont montré chez le rat comme chez la souris que I’effet d’un régime
hypercalorique sur I’apparition de I’obésité dépendait de la souche de I’animal (West, 1998).
Une variabilité importante dans la réponse a I’obésité induite par un régime existe également
au sein d’une méme souche. Une étude a ainsi montré que les rats de souche Sprague-Dawley
issus de lignée non-consanguine présentent une sensibilité au régime différente : la moitié des
animaux développent une obésité en réponse a une alimentation modérément riche en graisse
(Levin, 1987).

Plusieurs publications ont fait état de recherches visant a déterminer une fagon précoce
de classer les animaux sensibles ou résistants a 1’obésité induite par un régime alimentaire.
Chez des rats males nourris depuis la naissance avec un régime HF, le gain de poids entre leur
30°™ et 35°™ jour présente une bonne corrélation avec ’adiposité a 80 jours. Ilest de 84 10 g
par jour pour les rats sensibles a I’obésité et de 5 a 7 g par jour pour les rats résistants. Les
groupes formés sur cette base permettent de mettre en évidence une différence significative
entre les animaux sensibles ou résistants a 1’obésité : masse corporelle, masse adipeuse, prise
énergétique, leptinémie a 35 jours. La mise en place de I’obésité chez les animaux sensibles
semble passer par une diminution de la capacité du muscle a oxyder les lipides et une
augmentation de 1’expression et de la production d’un peptide oréxigénique, la galanine, et
une diminution de la production de peptides anorexigéniques (Leibowitz, 2007). Des
expérimentations proches menées chez des rats adultes ont permis de montrer une bonne
corrélation entre la prise de poids quotidienne moyenne durant les 5 premiers jours de régime
et I’accumulation de tissus adipeux au terme de 6 semaines de régime. Une fois encore, les
animaux sensibles a 1’induction de 1’obésité présentent une insulinémie, une glycémie, une
leptinémie et une triglycéridémie plus importante que les animaux résistants a 1’obésité ; en

outre, I’expression de la galanine est augmentée. Enfin, une diminution du transport des
9
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lipides et de leur oxydation dans le muscle squelettique est également mise en évidence chez
les animaux sensibles a 1’obésit¢é (Dourmashkin, 2006). Les causes de cette résistance a
I’induction de 1’obésité sont complexes et probablement multi-géniques. Cependant, une
diminution de I’activité physique spontanée aprés le début d’un régime hyperlipidique (HF-
Lard) est observée chez les rats sensibles a 1’induction de I’obésité mais pas chez les animaux
résistants a 1’obésité (Novak, 2006).

Des lignées de rats sensibles ou résistants a 1’obésité ont part ailleurs été créées. La
sélection et le croisement sur plusieurs générations de rats Sprague-Dawley ayant pris le plus
de poids ou au contraire le moins de poids aprés introduction d’un régime High-Fat ont
permis d’obtenir deux populations de rats: la premiere sensible a I’obésité et la seconde
résistante (Levin, 1997). Les animaux résistants au régime ne présentent pas I’augmentation
de la masse corporelle, de I’insulino-résistance, de la dyslipidémie, de I’hyperinsulinémie et
de I’hyperleptinémie attendues (Panchal, 2011). Ces modéles permettent donc d’envisager

I’étude des différences entre les animaux sensibles ou résistants a I’obésité.

L’utilisation de modéles animaux se rapprochant au mieux de la pathologie humaine est
nécessaire pour comprendre les mécanismes mis en jeux dans 1’obésité et le diabete de type 2.
Les modéles « génétiques » doivent étre distingués des modeles « induits ». Les premiers
(rats Zucker, souris ob/ob) présentent I’avantage de développer une obésité et/ou une insulino-
résistance de manicre certaine et rapide. Les seconds sont plus représentatifs de I’épidémie
d’obésité observée chez I’homme : ils peuvent en effet permettre de mimer les conséquences
de I’alimentation hypercalorique de nos sociétés. Les régimes enrichis en acides gras saturés
(ex. Lard) ou enrichis en lipides et en glucides (ex. Cafétéria) sont les plus efficaces pour
I’induction de 1’obésité.
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VII. METHODES DE MESURE DE L’ INSULINO-RESISTANCE

Chez I’homme, il existe de nombreuses méthodes de mesure de 1’insulino-résistance,
la plupart étant basées sur la mesure des concentrations plasmatiques a jeun de 1’insuline et/ou
du glucose, ou lors de tests dynamiques nécessitant une administration préalable de glucose
et/ou d’insuline. Toutes ces méthodes permettent I’estimation de la sensibilité a 1’insuline
générale. Trois grandes catégories de méthodes de mesure peuvent étre distinguées : les
méthodes directes, basées sur I’injection d’insuline et de glucose exogene, les méthodes
indirectes, qui regroupent des tests dynamiques et nécessitant souvent une analyse des
résultats par modélisation mathématique et enfin, les méthodes basées sur les concentrations
plasmatiques en insuline et en glucose, permettant le calcul d’index reflétant la sensibilité a
I’insuline des individus. Certaines de ces techniques de mesures de 1’insulino-résistance sont

utilisées chez I’animal.

1. Clamp euglycémique hyperinsulinémique

Le clamp euglycémique hyperinsulinémique (DeFronzo, 1979) est la méthode de
référence de mesure de la sensibilit¢ a I’insuline. Cette méthode consiste a infuser de
I’insuline exogene a débit constant afin de provoquer une hyperinsulinémie qui va inhiber la
production hépatique de glucose et augmenter le transport du glucose dans les tissus insulino-
sensibles. La glycémie est « clampée » a sa valeur mesurée a jeun (avant le début du
protocole), c’est-a-dire qu’elle est maintenue constante grace a une infusion variable de
glucose exogene. L’ estimation de la sensibilité a I’insuline est possible, généralement au bout
d’l a 2 heures environ, lorsque 1’état d’équilibre est atteint, ¢’est-a-dire lorsque I’intégralité
du glucose perfusé est assimilée par les tissus insulino-sensibles. Le Glucose Infusion Rate
(GIR) est alors calculé : il correspond a la quantité¢ de glucose perfusée pour maintenir la
glycémie constante. Il reflete également le taux de disparition du glucose sous insuline. En
résumé, plus la quantité de glucose a perfuser pour maintenir 1’euglycémie est faible, moins
les organes insulino-sensibles captent le glucose et plus le sujet est considéré comme insulino-
résistant. Le GIR refléte 1’effet périphérique de ’insuline sur la captation du glucose,
principalement musculaire, puisque le muscle squelettique est 1’organe insulino-sensible le
plus important de I’organisme. Si cette technique est la méthode la plus fiable pour évaluer
I’insulino-sensibilité, elle n’est pas réalisée dans des conditions physiologiques. En outre, elle
présente 1’inconvénient de reposer sur un protocole extrémement lourd, qui nécessite de
nombreux prélévements sanguins et une grande habitude de manipulation pour étre fiable.
Elle n’est donc pas utilisée en routine clinique et ne peut s’inscrire dans le cadre d’études
épidémiologiques visant a mesurer 1’insulino-sensibilité sur des grandes cohortes de patients.

Enfin, pour comparer les GIR mesurés, ces derniers doivent étre obtenus pour des doses
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similaires d’insuline perfusées et ces doses different souvent en fonction des études. Chez
I’animal, cette technique est régulierement utilisée, mais en raison de la lourdeur du protocole,

qui nécessite une pose de cathéters, elle est difficilement utilisable de maniére chronique.

2. Test de tolérance au glucose

L’ OGTT (Oral Glucose Tolérance Test ou Hyperglycémie Provoquée par voie Orale,
en frangais) est un test simple, utilisé en routine clinique. Ce test permet d’évaluer la capacité
de I’organisme a faire diminuer la glycémie apres une charge en glucose. En pratique, le test
consiste a suivre pendant 120 minutes les concentrations plasmatiques en glucose et en
insuline apres une charge orale en glucose. L’OGTT fournit des informations sur la tolérance
au glucose, mais pas sur la sensibilité a 1’insuline, qui sont deux concepts distincts. Plusieurs
index, basés sur la méthode de I’OGTT, ont été¢ développés. Deux index, assez bien corrélés
avec le clamp euglycémique hyperinsulinémique, sont utilisés en routine clinique. Le premier
repose sur 'utilisation des valeurs moyennes de glycémie et d’insulinémie a jeun et au cours
du test (Matsuda, 1999). Le second nécessite moins de valeurs de glycémie et d’insulinémie
mais tient compte de 1’Indice de Masse Corporelle (Stumvoll, 2000). Plus récemment, 1’index
ISI 120 (pour Insulin Sensitivity Index) a été calculé en utilisant la masse corporelle, les
valeurs d’insulinémie et de glycémie a jeun et apres 2 heures d’OGTT. Cet index présente une
bonne valeur prédictive pour la survenue du diabéte de type 2 (Gutt, 2000). I présente une
bonne corrélation avec le clamp euglycémique hyperinsulinémique en tenant compte de
I’¢élimination urinaire du glucose au cours du test (Soonthornpun, 2003). Enfin, une méthode
de modélisation permet d’évaluer la sensibilité et la sécrétion d’insuline a partir d’un OGTT
réalisé sur 2 ou 3 heures (Mari, 2001). Ces tests présentent I’intérét d’étre simples a mettre en
ceuvre et leur aspect dynamique refléte en théorie les boucles d’homéostasie glucidique et
insulinémique. Cependant, ces méthodes ne sont pas trés adaptées aux sujets diabétiques, leur
faible sécrétion d’insuline ne permettant pas d’évaluer 1’action de I’insuline sur la capacité de
captation du glucose (Pacini, 2003). Chez I’animal, I’OGTT est fréquemment utilisé car il est
simple a mettre en ceuvre. L’analyse des résultats se fait par 1I’étude de 1’aire sous la courbe
(glycémie en fonction du temps). D’autre part, il existe chez ’animal deux variantes de ce
test, 'ipGTT et I'ivGTT, qui consistent a injecter directement la solution de glucose par voie
intrapéritonéale et intraveineuse respectivement. La glycémie est en générale suivie pendant

les 2 heures suivant la charge en glucose.

3. Index HOMA

Le HOMA (Homeostasis Model Assessment) est I’'index le plus utilis¢ pour
caractériser les anomalies de la sensibilité a ’insuline et de la sécrétion d’insuline. Il est
obtenu a partir des concentrations plasmatiques a jeun d’insuline (Iy) et de glucose (Gy). Il

s’agit d’un modele mathématique basé sur les réponses quantitatives des différents organes
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impliqués dans I’homéostasie du glucose. L’index HOMA est donné par la formule IRgoma =
(Io x Go)/22,5. La corrélation entre les valeurs du HOMA et les résultats obtenus par le clamp
euglycémique hyperinsulinémique n’est pas trés élevée (r = 0,34-0,40) (Muniyappa, 2009),
mais ceci peut étre en partie expliqué par le fait que I’Index HOMA et le clamp euglycémique
hyperinsulinémique ne font pas référence aux mémes domaines de la sensibilité a I’insuline.
A jeun, I’effet de I’insuline plasmatique est plus important sur 1’inhibition de la production
hépatique de glucose que sur son utilisation périphérique : I’'index HOMA refléte donc surtout
I’insulino-résistance hépatique (Tripathy, 2004). Cependant, il est difficile d’utiliser cet index
pour obtenir des valeurs quantitatives au niveau individuel car il présente de grandes
variabilités. L’absence de standardisation du dosage de I’insuline rend les comparaisons entre
les différentes études ayant recours a I’index HOMA difficiles et il n’existe pas de seuil
d’insulino-résistance défini. Chez I’animal, les mémes problémes se posent mais I’obtention

de cet index étant trés facile, de nombreuses études 1’utilisent.

L’index Quantitative Insulin Sensitivity Check Index (QUICKY) est également basé
sur les concentrations plasmatiques a jeun d’insuline (Iy) et de glucose (Gy). Il est calculé par
la formule : IRquicky = 1/(Log Ip + Log Gg). Cependant, les problémes posés par la
standardisation du dosage de I’insuline restent les mémes avec 1’utilisation de cet index. Il est

trés peu utilisé pour les études chez I’animal.

4. Autres tests
D’autres index existent, tels que 1’Insulin Tolerance Test (ITT) ou le MINMOD

(Minimal Model). Ces deux index sont des méthodes indirectes. L’ITT est réalisé¢ par une
injection de 0,1 Ul/kg d’insuline qui permet de calculer un indice a partir de la diminution de
la glycémie au cours des 15 ou 30 premicres minutes post-injection. Ce test présente le risque
de provoquer une hypoglycémie susceptible d’induire une contre-régulation hormonale qui
peut étre responsable d’une diminution transitoire de la sensibilité a 1’insuline. Il est assez peu
utilisé chez le rongeur. Le MINMOD repose quant a lui sur une hyperglycémie provoquée par
voie veineuse associée a une modélisation mathématique des cinétiques de la glycémie et de
I’insulinémie suivies par 28 prélévements sanguins sur 180 minutes (Bergman, 1979). Ce
modele fournit des informations sur la sensibilité a 1’insuline des tissus ainsi que sur ’effet du
glucose sur sa propre disparition, indépendamment de toute élévation de 1’insulinémie. Cet

index est parfois utilisé chez I’homme, mais il n’est pas utilisé chez le rat.

Chez I’homme comme chez I’animal, de nombreuses méthodes de mesure de 1’insulino-
résistance existent, mais aucune ne fait consensus car ces méthodes sont soit peu sensibles soit
peu reproductibles. La méthode de référence, le clamp euglycémique hyperinsulinémique
est longue a mettre en ceuvre et est difficilement utilisable de fagon chronique chez 1’animal.
En outre, les méthodes développées in vivo permettent uniquement une évaluation de la

sensibilité a I’insuline générale.
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VIII. TRACEURS DU TRANSPORT DU GLUCOSE

Le clamp euglycémique hyperinsulinémique est la méthode de référence pour évaluer
la sensibilité globale d’un individu a I’insuline, mais cette sensibilité pouvant étre différente
d’un organe a ’autre, une mesure du transport du glucose dans différents organes est d’un
intérét majeur. Différentes méthodes utilisant la résonance magnétique nucléaire
spectroscopique (SRMN), la dilution de traceurs radioactifs ou la tomographie par émission
de positons (TEP) ont été¢ développées. Le laboratoire Radiopharmaceutiques Biocliniques
(INSERM U1039) a mis en place une technique de mesure in vivo du transport du glucose
utilisant la TEMP (Tomographie par Emission Mono Photonique) ou SPECT (Single Photon
Emission Computed Tomography).

1. La SRMN

La SRMN permet de mesurer la concentration locale de certains métabolites de
maniére non invasive. Cette technique est basée sur les propriétés de résonance des atomes 'H
et °C lorsqu’ils sont soumis a un champ magnétique. Les noyaux atomiques possédent un
moment cinétique (ou « spin») intrinséque qui peut prendre différentes orientations en
fonction du champ magnétique dans lequel le noyau est placé. La réponse des noyaux
atomiques placés dans un champ magnétique intense peut Etre enregistrée et permet
I’obtention d’informations sous forme de spectre. Le champ magnétique étant modulé
localement par 1’environnement €lectronique du noyau, les noyaux résonnent a des fréquences
différentes. Chaque raie du spectre obtenu correspond donc a un environnement moléculaire
particulier et I’amplitude des raies refléte le nombre de molécules ayant réagi de facon
similaire. La SRMN permet de suivre la formation/dégradation d’une molécule d’intérét. Elle
a particuliérement été utilisée pour 1’étude du métabolisme du glycogéne dans le muscle
squelettique (Roden, 1999) : la syntheése du glycogeéne est alors suivie apres perfusion de
glucose marqué en position 1 au C. Cette technique permettait de mettre en évidence un
défaut de synthése du glycogene chez les sujets diabétiques. Le traitement des données

s’avere en revanche complexe.

2. La technique de dilution des multiples traceurs

La technique de dilution des multiples traceurs est basée sur 1’injection de plusieurs
traceurs a I’entrée d’un organe d’intérét et sur 1’étude de leur ressortie. L’évaluation de la
sensibilité a I’insuline est réalisée par 1’étude du métabolisme du glucose, suite a la perfusion
d’un ou plusieurs traceurs seuls ou en présence d’insuline. La co-injection d’un marqueur
vasculaire (qui ne traverse pas 1I’endothélium des capillaires), d’un marqueur extracellulaire

(qui ne pénetre pas dans la cellule mais reste dans le milieu interstitiel), d’'un marqueur du
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transport du glucose et de glucose est nécessaire pour réaliser une étude compléte. Pour
I’étude du transport du glucose, seuls un marqueur extracellulaire et un marqueur du transport
du glucose sont utilisés. Les deux traceurs extracellulaires les plus utilisés sont le [*H]-L-
glucose et le [’H]-D-mannitol, le transport du glucose étant évalué par le ['*C]-3-O-méthyl-D-
glucose (3-OMQG), traceur de référence. Le 3-OMG présente un comportement d’entrée dans
la cellule similaire a celui du glucose in vitro et in vivo (Carruthers, 1990) : il entre dans la
cellule par les transporteurs du glucose mais n’est pas phosphorylé par 1’hexokinase et ressort
donc librement de la cellule. Le 3-OMG trace donc uniquement I’étape de transport du
glucose. Cependant, le '*C n’étant pas détectable par voie externe du fait de sa faible énergie,
les mesures ne peuvent se faire qu’au niveau sanguin. L’analyse des cinétiques du 3-OMG
nécessite 'utilisation d’un modele mathématique compartimental. Cette technique permet
donc d’obtenir de maniére fiable des parameétres cinétiques de transport du glucose in vivo,
mais 1’analyse des résultats est 1a encore relativement complexe (Cobelli, 1989). En France,
Iutilisation du "*C chez I’homme est interdite en raison de sa période importante (5730 ans).
En laboratoire, des problémes pratiques de gestion des déchets peuvent également se poser si
I’on souhaite réaliser des études multiples.

3. Le 2DG

Le 2-déoxy-D-glucose (2DG) marqué au '*C est parfois utilisé in vivo chez I’animal
pour évaluer I’insulino-résistance par organe. De la méme maniere que le glucose, le 2DG est
transporté a D’intérieur de la cellule par diffusion facilitée via les GLUTs et est ensuite
phosphorylé en position 6 par I’hexokinase pour donner le 2DG-6-P : il est alors piégé dans la
cellule. Le '"C-2DG est injecté sous clamp euglycémique hyperinsulinémique jusqu’a
I’obtention d’une concentration plasmatique constante de traceur. Les organes d’intérét sont
ensuite disséqués et 1’accumulation du '*C-2-DG-6P dans ces organes est évaluée. En
condition idéale, le ratio de la radioactivité du 2DG tissu sur plasma est un index direct de
I’effet relatif du transport et de la phosphorylation du glucose. En réalité, le niveau
d’utilisation du glucose, représenté par 1’index Rg’, est calculé a partir de la concentration en
glucose sanguin a 45 minutes, de la quantité de 2DG accumulée dans 1’organe en 45 min et de
I’activité spécifique plasmatique du 2DG sur 45 minutes (Kraegen, 1985). Cependant, cette
technique est relativement longue a mettre en ceuvre et I"utilisation du '*C-2DG est impossible
de maniére chronique chez 1’animal, puisque le prélévement des organes est nécessaire a

I’analyse des données.

4. La tomographie par émission de positons

La tomographie par émission de positons, repose sur les propriétés physiques des
atomes radioactifs émetteurs de rayonnements B+ ou positons. La désintégration du noyau

vers un état stable conduit a I’émission d’un positon, de masse égale a celle d’un électron,
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mais chargé positivement. Une fois émis, le positon parcours quelques millimétres dans les
tissus jusqu’a la perte de toute son énergie cinétique. L’interaction du positon avec un électron
du milieu, phénomene appelé annihilation, conduit a la formation de deux photons gamma de
511 keV, émis a 180 degrés I'un de I'autre. Le principe de 1’imagerie TEP repose sur la
détection simultanée des deux photons et la détermination du lieu de la réaction

d’annihilation.

Le traceur communément utilisé¢ pour I’étude du transport du glucose en TEP est le
['*F]-2-fluoro-2-déoxy-D-glucose (FDG), un analogue du 2-déoxy-D-glucose. Une fois
phosphorylé pour former le fluoro-2-DG-6-phosphate, il est piégé dans la cellule et s’y
accumule, permettant la visualisation du tissu ’ayant capté par imagerie TEP. Le FDG La
résolution spatiale de la TEP permet d’observer un grand nombre de régions d’intérét de petit
volume dans lesquelles ’homogénéité du métabolisme est bonne. L’analyse des données
repose sur l’utilisation d’un modele mathématique a trois compartiments (Figure 20).
Cependant, ’activité percue par la caméra provient a la fois du ['°F]-FDG et du ['*F]-FDG-6-
phosphate : le ['*F]-FDG ne permet donc pas 1’évaluation du transport pur du glucose.
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Figure 20. Modélisation a trois compartiments du transport et du métabolisme du FDG.

C, représente le compartiment plasmatique, C, représente le compartiment intracellulaire et C ' la concentration
en FDG phosphorylé. Les constantes cinétiques du traceur K 1, k ; et k ; permettent de quantifier les échanges du
traceur entre les différents compartiments. (Bertoldo, 2001).

Le 3-OMG est également utilisable in vivo en TEP lorsqu’il est marqué au carbone 11.
Le 3-OMG a notamment été utilisé pour I’étude du transport du glucose dans le muscle
squelettique chez 1’homme (Bertoldo, 2005). Un modéle a trois compartiments a été
développé afin de pouvoir analyser les données et modéliser le transport du glucose (Figure

21). Son utilisation est cependant limitée par la courte période (20 minutes) du ''C.

84



Revue bibliographique

Blood
Flow

U

ARTERY

G | i k,

CAPILLARY

VEIN

U

Blood
Flow

Figure 21. Modélisation a trois compartiments du 3-OMG dans le muscle squelettique.

C, représente le compartiment plasmatique, C; représente le compartiment interstitiel et C. le compartiment
intracellulaire. Les constantes cinétiques du traceur K, ky, k; et ks permettent de quantifier les échanges du
traceur entre les différents compartiments (Bertoldo, 2005).

5. Le 6-déoxy-6-10do-D-glucose (6DIG)

L’équipe Radiopharmaceutiques Biocliniques a travaillé sur 1’¢laboration de plusieurs
analogues du glucose marqués avec des émetteurs gamma purs tels que I’iode 123, dans le but
de développer un traceur pur du transport du glucose in vivo. L’iode 123 est détectable par
imagerie SPECT et sa demi-vie de 13,3 heures en fait un isotope facilement utilisable en

routine clinique.

Plusieurs analogues du glucose marqués en position 1, 2, 3 (Koumanov, 1996) et 4, 5
et 6 (Perret, 2004) ont été synthétisés. Le devenir biologique de ces molécules a été étudié in
vitro sur modeles cellulaires, ex vivo sur cceur isolé et perfusé de rat et in vivo chez la souris.
Aucune des molécules marquées en positions 1, 2, 3, 4 et 5 n’interagissait avec le transporteur
du glucose. Trois molécules iodées en position 6, dont le 6DIG, ont en revanche montré des
résultats intéressants et ont fait 1’objet d’un dépot de brevet avec Cis Bio International
(Bignan, 1993).

Le 6DIG a initialement été synthétisé afin de diagnostiquer les tumeurs cérébrales,
sans étre caractéris¢é comme un traceur du transport du glucose et n’a pas donné de résultat
intéressant en biodistribution chez la souris (Wassenaar, 1973). Des études biologiques
réalisées au laboratoire ont permis de montrer que le 6DIG présente un comportement
similaire au 30MG : le 6DIG a donc été validé comme traceur pur du transport du glucose
(Koumanov, 1995 ; Henry, 1997a). Des études effectuées sur des érythrocytes humains en
suspension et sur des cardiomyocytes de rats nouveau-nés en culture primaire ont permis
d’étudier le comportement du traceur : celui-ci entre dans les cellules par les transporteurs du
glucose, mais contrairement au glucose, il n’est pas phosphorylé par I’hexokinase et il peut
ressortir de la cellule par ces mémes transporteurs. Le transport du 6DIG est en outre stimulé

en présence d’insuline : des études réalisées sur des adipocytes de rats en suspension montrent
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une augmentation d’un facteur 10 du Vyax du traceur en présence d’insuline alors que son Km
reste inchangé. Les études réalisées sur adipocytes provenant de souris obeses et de rats

diabétiques montrent une altération du transport du 6DIG sous insuline (Henry, 1997b).

Afin de mieux comprendre le comportement du traceur in vivo, des biodistributions
ont été réalisées aprés injection du traceur seul ou en présence insuline sur des souris
présentant une anomalie du transport du glucose et génétiquement diabétiques (C57BL/Ks/Rj-
db/db) : ces biodistributions montrent une augmentation significative du transport du 6DIG
dans les tissus insulino-sensibles en présence d’insuline chez les animaux contréle mais pas
chez les animaux diabétiques (Perret, 2003). Afin de confirmer ces résultats, une étude en
condition contrdlée, sous clamp euglycémique hyperinsulinémique a été réalisée sur des rats
sains et sur des rats rendus insulino-résistants par un régime riche en fructose. Le régime riche
en fructose provoque en effet une insulino-résistance modéré, une hyperinsulinémie, une
hypertension et une hypertriglycéridémie (Faure, 1999). Cette étude a permis de montrer une
augmentation plus importante du transport du 6DIG dans les organes insulino-sensibles en
présence d’insuline chez les rats controles par rapport aux rats nourris avec un régime fructose
et de montrer que le coeur était I’organe le plus discriminant pour apprécier les anomalies de

transport du glucose chez les sujets insulino-résistants (Perret, 2007).

Les études de biodistributions ont permis de déterminer les caractéristiques générales
des cinétiques de transport du 6DIG dans différents organes. La plupart des organes étudiés
présentent une cinétique décroissante, suivant une double exponentielle décroissante. Seuls le
muscle squelettique et le cerveau présentent une cinétique différente : le traceur s’accumule
rapidement dans ces organes jusqu’a atteindre un plateau. Des études menées sur le muscle
soléaire isolé de rat ont permis de montrer que le 6DIG n’était pas modifi¢ dans le muscle. Il a
¢galement été observé que le comportement du 6DIG dans cet organe était similaire a celui du
3-OMG (Lavergne, 2003, DEA). Toutes ces études ont donc permis de montrer qu’il est

possible, avec le 6DIG, de mettre en évidence des variations du transport du glucose in vivo.

5.1. Mesure de I’insulino-résistance cardiaque avec le 6DIG.

5.1.1 Faisabilité de la méthode in vivo

Un protocole de mesure de I’insulino-résistance cardiaque avec le 6DIG par détection
externe de la radioactivité a par la suite été mis en place chez le rat. Brievement, ce protocole
consistait a suivre les cinétiques sanguines et cardiaques du traceur a ’aide d’une sonde Nal.
Deux acquisitions de la radioactivité de 45 minutes, consécutives a deux injections de 6DIG
¢taient réalisées. La premicre injection de 6DIG était réalisée seule, la seconde injection de
6DIG était précédée de I’injection d’un bolus d’insuline (3UI/kg). Les données biologiques
recueillies étaient ensuite transposées dans un modele mathématique a trois compartiments.

Ce modele mathématique permet de prendre en compte plusieurs données biologiques telles
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que la cinétique du traceur dans I’organe et la cinétique du traceur dans le sang ; il permet
d’estimer les constantes cinétiques de transfert k(i,j) entre chaque compartiment (Figure 22).
La constante k(2,1) permet d’évaluer I’entrée du traceur dans le muscle cardiaque. Le rapport
k(2,1) mesurée en condition insuline sur k(2,1) mesurée en condition basale permet de

déterminer un index R d’insulino-résistance cardiaque.
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Figure 22. Modéle mathématique a trois compartiments pour la mesure de 1’insulino-résistance cardiaque
avec le 6DIG.

ql représente le compartiment plasmatique, q2 le compartiment cardiaque et q3 le compartiment regroupant les
tissus périphériques. Les constantes cinétiques k(i,j) sont déterminées entre chaque compartiment. k(0,1)
représente la fuite, principalement urinaire, du traceur.

La premicre étude, effectuée sur des animaux nourris avec un régime riche en fructose
(insulino-résistance modérée), des rats Zucker obéses (insulino-résistance sévére), des rats
ZDF diabétiques ainsi que sur leurs controles respectifs, a permis de montrer que les index
d’insulino-résistance calculés pour les animaux du groupe Contrdle sont significativement
plus élevés que ceux calculés pour des rats malades, reflétant é¢galement des degrés variables
d’insulino-résistance (Briat, 2007). Cette étude a donc permis de montrer pour la premicre

fois la faisabilité de la mesure de I’insulino-résistance cardiaque in vivo avec le 6DIG.

5.1.2 Validation de la méthode par imagerie scintigraphique

La généralisation des y-caméras dédiées au petit animal rendu possible I’adaptation du
protocole a I’imagerie scintigraphique. Le protocole expérimental est proche du
précédent mais le temps d’acquisition a été réduit a 20 minutes pour chaque condition (basale
et insuline). D’autre part, la quantité d’insuline injectée est passée de 3UI/kg a 2,5Ul/kg pour
s’approcher de modéles plus physiologiques. La radioactivité cardiaque est acquise au moyen
d’une y-caméra et des prélévements sanguins réguliers sont réalisés pour établir la cinétique

sanguine du traceur.

Des études de reproductibilité et de sensibilité de la méthode de mesure de I’insulino-
résistance cardiaque ont été réalisées (These de J.Vollaire, 2010). L’étude de reproductibilité a
pour objectif de vérifier que la méthode permet d’obtenir des index similaires lorsque la
mesure est répétée a quelques jours d’intervalle. Les index d’insulino-résistance obtenus a 7
jours d’intervalle sur des rats sains ont permis de montrer une bonne reproductibilité de la

méthode. L’étude de sensibilité a pour but de vérifier que la méthode permet de mettre en
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¢vidence une amélioration de la sensibilit¢ a 1’insuline chez des animaux traités avec un
insulino-sensibilisateur. Le protocole de sensibilité a été effectué sur des rats Zucker obeses et
insulino-résistants, traités avec un insulino-sensibilisateur, la rosiglitazone, ou du sérum
physiologique (animaux « placebo » contrdles) pendant 7 jours. Avant traitement, les index
d’insulino-résistance cardiaques sont proches de 1, ce qui témoigne d’une insulino-résistance.
Apres 7 jours de traitement (J7), les index d’insulino-résistance cardiaque sont statistiquement
plus élevés (p < 0,05) chez les animaux traités avec la roziglitazone et restent proches de 1
chez les rats controles. Cette augmentation de I’index d’insulino-résistance a J7 permet de
mettre en évidence 1’amélioration de la sensibilité a I’insuline liée au traitement avec un
antidiabétique oral. Afin de permettre le transfert de la méthode en routine clinique chez
I’homme et son utilisation de cette méthode pour des études répétées chez I’animal, il était
nécessaire de modifier le protocole de maniére a s’affranchir des prélévements sanguins. Un
descripteur empirique basé sur une analyse graphique des courbes d’activité cardiaque a été
développé. Ce descripteur devait répondre aux deux conditions suivantes: permettre de
discriminer une population saine d’une population malade d’une part et présenter une bonne
corrélation avec I’index obtenu grace au modele mathématique. Les valeurs de ce descripteur
empirique sont corrélées significativement (r = 0,57 ; p = 0,01) aux valeurs d’index calculées
chez un méme animal. Par ailleurs, I'utilisation du descripteur empirique pour estimer
I’insulino-résistance est une méthode sensible et reproductible sur les animaux étudiés. Le
clamp euglycémique hyperinsulinémique étant la méthode de référence de mesure de
I’insulino-résistance in vivo, les index et les descripteurs empiriques ont été comparés aux
valeurs du GIR obtenues sur les mémes animaux. L’index d’insulino-résistance cardiaque
obtenu par modé¢lisation mathématique est bien corrélé au GIR (r=0,68 ; p=0,02). Le
descripteur empirique ne 1’est pas (r=0,51 ; p=0,10), bien que la corrélation entre I’index
d’insulino-résistance et le descripteur empirique soit bonne (r=0,74 ; p=0,01). Ces résultats
peuvent s’expliquer par la grande hétérogénéité des valeurs du descripteur empirique
(coefficient de variation des données estimé¢ a 66 %). La modélisation mathématique,
permettant de calculer I’index cardiaque prenant en compte les échanges sanguins du traceur,

est quant a elle plus précise.

Dans ce protocole, 1’acquisition de la radioactivité dans le coeur se fait grace a une
y-caméra. Afin d’obtenir les cinétiques cardiaques utilisées pour calculer ’index ou le
descripteur empirique, un traitement d’images est nécessaire : il consiste a placer une zone
d’intérét de taille fixe sur I’image, de maniere a délimiter le muscle cardiaque. Les données
spécifiques a la zone d’intérét tracée sont ensuite extraites et la cinétique du traceur est
obtenue. Une fois les cinétiques obtenues, le calcul de I’index est le plus possible normalisé.
L’¢étape du placement de la région d’intérét est donc déterminante dans le processus de

traitement des données. Une étude de reproductibilité de la méthode a été effectuée avec deux
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observateurs différents, sur une série d’animaux sains et sur une série d’animaux insulino-

résistants, et montre une reproductibilité moyenne (test de Kappa).

5.2. Mesure de I’insulino-résistance dans le muscle squelettique avec le
6DIG

Le muscle squelettique est [’organe insulino-sensible le plus important de
I’organisme puisque 80 % de la captation du glucose sous insuline a lieu dans le muscle
squelettique. Le développement d’une technique permettant d’estimer 1’insulino-résistance
dans cet organe précis présente donc un grand intérét, en recherche fondamentale comme en
clinique. Une méthode de mesure de I’insulino-résistance dans le muscle squelettique avec le
6DIG a été développée au laboratoire. Dans le muscle squelettique, la cinétique du traceur est
différente de celle observée dans le cceur puisque dans cet organe, le 6DIG s’accumule
jusqu’a atteindre un plateau. Une premiére étape a consisté au développement d’un modéle
mathématique permettant 1’analyse des résultats obtenus (These de J.Vollaire, 2010). Le
modele mathématique a été adapté a partir du modele proposé pour 1’étude du transport du
30MG dans le muscle squelettique (Bertoldo, 2005). Ce nouveau modele comprend trois
compartiments (Figure 23) : un compartiment plasmatique (C,), un compartiment interstitiel
(Ci) et un compartiment intracellulaire (C.). Ce modele utilise la cinétique tissulaire du
traceur, obtenue en placant une sonde Nal sur le quadriceps de I’animal, ainsi que la cinétique

sanguine, obtenue par prélévements sanguins.

k{(2,1)
k(1,2)

Figure 23. Modéle mathématique a trois compartiments pour la mesure de 1’insulino-résistance musculaire
avec le 6DIG.

C, représente le compartiment plasmatique, C; le compartiment interstitiel et C. le compartiment intracellulaire.
Les constantes cinétiques k(i,j) sont déterminées entre chaque compartiment.

Ce modele a été validé sur des données obtenues sur des rats sains a partir
d’acquisitions de la radioactivité pendant 180 minutes en présence ou non d’insuline. La
constante de transfert k(3,2) calculée a 90 minutes est significativement plus élevée sous
insuline qu’en condition basale. Un index d’insulino-résistance musculaire a été proposé : il
correspond au ratio de la constante k(3,2) sous insuline et k(3,2) en condition basale. Il était
ensuite nécessaire de comparer les index d’insulino-résistance musculaire obtenus avec le

6DIG avec les GIR calculés a partir des données fournies par le clamp euglycémique
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hyperinsulinémique. Cette ¢étude a donc été réalisée sur des rats sains, la durée des
acquisitions ayant été réduite a 90 minutes pour chaque condition. Les résultats ont montré
une bonne corrélation entre les index d’insulino-résistance musculaire et les GIR (r=0,71,
p=0,002).

La durée des acquisitions de la radioactivité nécessaire a 1’obtention des index
d’insulino-résistance musculaire étant importante (90 minutes pour chaque condition), un
descripteur empirique basé sur 1’analyse graphique des courbes des vingt premicres minutes
d’acquisition pour chaque condition a été développé. Le descripteur empirique a été calculé a
partir des données obtenues pour le calcul des index et du GIR et ces trois techniques ont été
comparées entre elles. L’analyse des résultats montre que le descripteur empirique est bien
corrélé aux valeurs d’index d’insulino-résistance musculaire (r = 0,66 ; p = 0,04) mais qu’il
n’est pas significativement corrélé au GIR, malgré un bon coefficient de Pearson (r = 0,60 ; p
= 0,07) (These de J.Vollaire, 2010). Les conditions expérimentales du protocole nécessitant
I’anesthésie de 1’animal, une diminution de I’apport sanguin au muscle squelettique et une
diminution de la disponibilité¢ du traceur au niveau cellulaire peuvent se produire (Kraegen,
1990).

Une ¢étude de reproductibilité et de sensibilité a ét¢ menée sur animal éveillé. Le
protocole expérimental consiste en deux injections de 6DIG, en condition basale et sous
insuline, chacune d’elle étant suivie d’une acquisition de la radioactivité par y-caméra et non
par sonde Nal. Les descripteurs empiriques obtenus ont permis de montrer une bonne
reproductibilité (p = 0,24 entre les mesures a JO et a J7) et une bonne sensibilité¢ (p = 0,04
entre les mesures a JO et a J7) de la méthode. Cependant, la mesure de 1’insulino-résistance
musculaire réalisée chez le rat éveillé présente 1’inconvénient de ne pas pouvoir étre réalisable
conjointement avec la mesure de 1’insulino-résistance cardiaque, I’anesthésie étant nécessaire

pour effectuer cette derniere.

L’¢étude du transport ou du métabolisme du glucose vise a mettre en évidence une altération
de l’effet de I’insuline, caractéristique de I’insulino-résistance. Des méthodes, basées sur la
SRM ou sur I’injection de traceurs radioactifs, permettent d’étudier ces phénomeénes. Le
laboratoire Radiopharmaceutiques Biocliniques a développé un analogue iod¢é du glucose, le
6DIG, permettant 1’évaluation de D’insulino-résistance cardiaque et musculaire en
imagerie nucléaire. Cette technique non invasive permet de réaliser des mesures répétées de
I’insulino-résistance par organe chez I’animal et est actuellement en phase d’études cliniques

chez I’homme.
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Travail Expérimental

lere partie: mise en place du modele
expérimental

I. MATERIEL ET METHODES

1. Animaux et régimes alimentaires

Les rats males de souche Sprague-Dawley, normoglycémiques et
normoinsulinémiques, sont fournis par la société Harlan (France) et sont gardés en animalerie
standard (cycle jour/nuit de 12h/12h). Avant le début des expérimentations, les animaux,
regroupés a raison de 4 rats par cage, sont nourris ad libitum avec un régime standard A04
(SAFE, France).

Les régimes alimentaires utilisés dans cette étude sont fournis par la sociét¢é SAFE
(France), a I’exception du régime Cafétéria qui est préparé au laboratoire a partir de nourriture
achetée en supermarché. Le régime commercialisé par SAFE en tant que régime contrdle des
régimes High-Fat ou High-Sucrose est le régime témoin 210. Le régime A04, avec lequel les
rats de I’animalerie sont nourris habituellement, a également été utilisé dans certaines séries

d’expériences. Ces régimes présentent des apports caloriques différents (Tableau 4).

Standard Témoin High- High- Sucrose Cafétéria
A04 210 Fat Fat
Lard Coco
Kcal/kg 2900 3440 4890 4890 3430 3520
Lipides (%) 9 13 61 61 13 46
Carbohydrates 68 64 20 20 64 38
(%)

Protéines (%) 23 22 19 19 23 16

Tableau 4. Apports caloriques des différents régimes alimentaires utilisés.

Les régimes High-Fat Lard et High-Fat Coco sont des régimes hyperlipidiques dont
environ 60 % des calories sont apportées par les lipides. Le régime High-Sucrose est enrichi
en saccharose et 64 % des calories sont apportées par les glucides. Enfin, le régime Cafétéria,
dont les apports caloriques proviennent pour 46 % des lipides et pour 38 % des glucides en
moyenne, est un régime constitué en grande partie de produits de consommation courante
chez I’homme. Les apports énergétiques des aliments utilisés pour réaliser le régime Cafétéria

sont présentés ci-dessous (Tableau 5).
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Aliments Lipides (%) Glucides (%) Protéines (%)
Charcuteries
Cervelas 26 3 12
Jambon blanc 3 0.4 21
Rillettes 37 0,2 14
Paté de foie 28 3.8 10,5
Terrine de campagne 24 2 18
Fromages
Babybel ® 24 0,2 21,5
Emmental 29 0 28
Fromage a raclette 27 0 24
Gateaux, pains, sucreries, fruits secs
Cacahuetes 54,6 17,8 23,1
Chamallows 0 80 3
Chocolat en poudre 3,1 80 4,5
Cookies au chocolat 26 63 6,5
Dattes 0,3 77 5
Figues séches 1 70 3,5
Gaufres liégeoises 21 55 6
Pain de mie 4 52 8
Palets bretons 31 57 7,3
Quatre quart 22 50 6
Sprits 324 56,1 4,9
Tonimalt ® 2,2 81 7,2
Tableau 5. Apports caloriques des aliments de base du régime Cafétéria.

La préparation du régime Cafétéria est réalisée trois fois par semaine : les aliments
frais sont mixés et quelques grammes de nourriture standard sont ajoutés sous forme de
poudre ou sous forme de croquettes. Les aliments utilisés pour préparer chaque régime ont été
choisis a I’avance et sont répartis de telle sorte que les pourcentages de lipides, glucides et

protéines varient peu d’un régime a I’autre (Tableau 6).

Régime 1 Régime 2 Régime 2b Régime 3 Régime 4 Régime 5
3620 kCal/kg 3250 kCal/kg 3350 kCal/kg 3560 kCal’kg 3640 kCal/’kg 3720 kCal/kg
Rillettes Paté de foie  Paté de foie Terrine Cervelas Jambon

20g 30g 30g 30g 15¢g blanc 30g
Emmental Babybel Babybel Raclette Emmental Cacahuetes
30g 30g 30g 20g 60g 20g
Gaufres Quatre-quart Quatre-quart Cookies Pain de mie Sprits
30g 30g 30g 30g 25¢g 30g
Chamallows Figues Tonimalt Dattes Palets Chocolat en
20g 20g 20g 15¢g bretons 30g poudre 15g
Croquettes Croquettes Croquettes Croquettes Croquettes Croquettes
A04 A04 A04 A04 A04 A04
30g 30g 30g 30g 30g 30g
Tableau 6. Composition des régimes Cafétéria.
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2. Protocole expérimental

Au début des expérimentations, les rats sont répartis aléatoirement entre les différents
groupes de régimes et sont placés en cage individuelle afin d’éviter les compétitions entre
animaux face a la nourriture. Ils sont nourris ad libitum et la nourriture proposée est changée
régulierement afin qu’elle reste fraiche. La prise de poids ainsi que les prises alimentaires et

hydriques de chaque rat sont mesurées trois fois par semaine.

En fin d’expérimentation, les animaux sont anesthésiés par injection intrapéritonéale
de Pentobarbital Sodique (54,7 mg.mL™") & raison de 100 mL/100g, soit 54,7 mg.kg". Le
cceur, les tissus adipeux épididymal, rétropéritonéal, périrénal, abdominal et brun sont
prélevés et pesés. Une partie du tissu adipeux sous-cutané, située entre la derniére cote et la

patte de ’animal est également prélevée et pesée.

Trois études distinctes présentant chacune des caractéristiques différentes ont été

réalisées au cours de ce travail.

1% étude (E1)

35 rats males Sprague-Dawley agés de 7 semaines sont répartis en 5 groupes : un

groupe nourri avec le régime HF-Lard (groupe « Lard »), un groupe nourri avec le régime HF-
Coco (groupe « Coco »), un groupe nourri le régime High-Sucrose (groupe « Sucrose »), un
groupe nourri avec le régime Cafétéria « régime 1»° (groupe « Cafétéria») et un groupe

nourri avec le régime témoin 210 (groupe « Contrdle). La durée de I’étude est de 9 mois.

2%me étude (E2)

12 rats males Sprague-Dawley agés de 7 semaines sont répartis en 3 groupes : un
groupe nourri avec le régime enrichi en graisse de porc commercialis¢ par SAFE (groupe
« Lard), un groupe nourri avec un régime cafétéria varié (groupe « Cafétéria ») et un groupe,
servant de groupe Contrdle, nourri avec le régime témoin 210. Le régime Cafétéria utilisé
dans cette étude était plus diversifié que celui utilisé dans 1’étude E1. Les régimes Cafétéria 1,
2, 3, 4 et 5 sont proposés en alternance tous les 2 ou 3 jours aux animaux : chaque régime est
donc donné au moins une fois dans un laps de temps de deux semaines. La durée de 1’étude

est de 7 semaines.

3™ étude (E3)

10 rats males Sprague-Dawley agés de 9 semaines sont répartis en 2 groupes : un
groupe est nourri avec un régime Cafétéria (groupe « Cafétéria »), les régimes Cafétéria 2, 3,
4 et 5 étant donnés en alternance aux animaux et un groupe « Controle » recoit le régime

standard A04. La durée de 1’étude est de 12 semaines.

3 Voir Tableau 6
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3. Expression des résultats et analyses statistiques.

Les données sont exprimées sous forme de moyenne + écart-type. Une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs a été utilisée pour mettre en évidence ’interaction entre
I’effet du temps et celui du régime. Une ANOVA simple été utilisée pour comparer les 3
groupes entre eux a différents temps. Enfin, un test post hoc Fischer PLSD nous a permis de
déterminer les interactions entre les groupes. La comparaison des groupes a différents temps a
été¢ effectuée par des tests ¢ de Student (valeurs non appariées) lorsque deux groupes
seulement étaient comparés. La limite de significativité est fixée a 5 % (p < 0,05). Toutes les
analyses ont été réalisées grace au logiciel StatView (StatView, ASA institute inc. Version
5.0.1, Cary Caroline du nord USA).
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II. RESULTATS

1. Premiére étude

La masse corporelle des rats a été évaluée tout au long du régime (Figure 24). Au
début du régime, les animaux agés de 7 semaines pesaient en moyenne 209 + 19 g. Apres 9
mois de régime, les animaux Controle, Cafétéria, Lard, Coco et Sucrose pesaient
respectivement 515 + 45 g, 550 =34 g, 602 = 64 g, 555 + 48 g et 554 + 43 g. Seule la masse
corporelle des animaux du groupe Lard augmente significativement par rapport a celle des
animaux du groupe Contrdle, et ce a partir du 265°™ jour de régime (soit 8,5 mois aprés le
début du régime). Le poids des animaux Contrdle a ainsi augmenté de 146 % entre le début et

la fin du régime et celui des animaux Lard de 188 %.
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Figure 24. Evolution de la masse corporelle des animaux durant E1.

Les rats sont 4gés de 7 semaines en début d’expérience. Moyennes + ET. T p<0,01, Contréle vs. Lard

La quantité de tissu adipeux a été évaluée apres 9 mois de régime, en fin de protocole
(Figure 25). Les rats des groupes Lard et Coco présentent un pourcentage de tissu adipeux
rapporté au poids de I’animal significativement plus important que les rats du groupe
Controle, pour les tissus adipeux épididymal, sous-cutané, rétropéritonéal et abdominal.
Ainsi, le rapport tissu adipeux sous-cutané sur poids de I’animal est 1,8 et 1,4 fois plus
important chez les animaux des groupes Lard et Coco respectivement par rapport au groupe
Controle. Les animaux du groupe Coco présentent un rapport tissu adipeux périrénal/poids de
I’animal significativement plus important que les animaux nourris avec un régime Controle.
Enfin, les animaux du groupe Lard ont en moyenne un rapport tissu adipeux brun sur poids de

I’animal supérieur a celui des animaux du groupe Contrdle.
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Figure 25. Tissu adipeux en fin de régime (E1).

Quantité de tissu rapportée au poids de I’animal (%) des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard aprés 9 mois de
régime. Rétropérit. : rétropéritonéal. Moyennes = ET. * p < 0,05, ¥ p <0,01 et  p < 0,001 : vs. Contrdle

2. Seconde étude

Au début du régime, les animaux agés de 7 semaines pesaient en moyenne 227 £+ 6 g.
Leur poids n’était pas significativement différent d’un groupe a ’autre. L’évolution du poids

des animaux lors de 1’étude E2 est présentée Figure 26.
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Figure 26. Evolution de la masse corporelle des animaux durant E2.

Les rats sont agés de 7 semaines en début d’expérience. Moyennes + ET.
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La prise de poids est réguliére et 1’analyse statistique des données montre que
I’évolution des courbes de poids est la méme, quel que soit le régime consommé par les
animaux. En outre, aprés 7 semaines de régime, les poids moyens des animaux des groupes
Controle, Cafétéria et Lard étaient respectivement de 396 + 13 g, 409 + 15 get 385 +36 g et
n’étaient donc pas significativement différents. De méme, la mesure post-mortem de la
quantité de tissu adipeux ne montre pas de différence significative entre le groupe Controle et
les groupes Lard et Cafétéria. Le poids du cceur est également identique pour les différents

groupes d’animaux (Figure 27).
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Figure 27. Tissu adipeux en fin de régime (E2).

Quantité de tissu rapportée au poids de I’animal (%) des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard apreés 7 semaines de
régime. Rétropérit. : rétropéritonéal. Moyennes + ET

3. Troisiéme étude

Au début de cette troisieme étude, les animaux étaient agés de 9 semaines et leur poids
moyen était de 282 + 9 g. Dés la quatriéeme semaine de régime, le poids des animaux du
groupe Cafétéria est supérieure a celui des animaux nourris avec un régime standard et cette
différence devient statistiquement différente dés la 9° semaine de régime et est observable
jusqu’a la fin de I’étude (Figure 28). Ainsi, aprés 12 semaines de régime, le poids des
animaux Contrdle est en moyenne de 426 + 27 g contre 488 + 33 g pour les animaux du
groupe Cafétéria, soit des pourcentages d’augmentation respectifs de 51 % et 73 % entre le

début et la fin du régime.
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Figure 28. Evolution de la masse corporelle des animaux durant E3.

Les rats sont 4gés de 9 semaines au début de I’expérience. Le groupe Controle est nourri avec le régime standard.
* p<0,05 : Controdle vs. Cafétéria. Moyennes + ET.

La prise alimentaire des animaux a ét¢ évaluée pendant toute la durée de I’étude. Les
résultats observés sont représentés Figure 29. La prise alimentaire, exprimée en kcal jour™ est
plus importante chez les rats consommant le régime Cafétéria. Les animaux du groupe
Controle consomment en moyenne 66 + 4 kcaljour” alors que les animaux du groupe

Cafétéria consomment en moyenne 85 + 5 kcal.jour™ (p < 0,05).
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Figure 29. Prise alimentaire des rats

Controle et Cafétéria durant les 12 semaines de régime (E3). Moyennes exprimées en en kcal jour'+ET

98



1 ere

partie : Mise au point du modele expérimental

Les prélevements de différents tissus adipeux en fin de protocole (Figure 30) ont
permis d’établir des différences significatives entre les adiposités des animaux nourris avec un
régime Cafétéria par rapport a ceux du groupe Controle. Apres 12 semaines de régime, le
tissu adipeux épididymal représente 0,84 + 0,08 % du poids des animaux du groupe Contrdle
et 1,46 = 0,042 % du poids des animaux du groupe Cafétéria (p = 0,01). Le pourcentage de
tissu adipeux sous-cutané est également plus important chez les animaux du groupe Cafétéria
que chez les animaux du groupe Controle (2,08 + 0,43 % vs. 1,26 + 0,14 %, p <0,01). Les

autres tissus adipeux étudiés ne présentent pas de différence significative entre les groupes.
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Figure 30. Tissu adipeux en fin de régime (E3).

Quantité de tissu rapportée au poids de I’animal (%) des groupes Contrdle et Cafétéria aprés 12 semaines de
régime. Moyennes + ET. * p < 0,05, 1 p <0,01: vs. Contréle.

II1. DISCUSSION

Pour étudier I’effet de I’obésité sur le développement d’une éventuelle insulino-
résistance, il était nécessaire de disposer d’un modéle expérimental d’induction de I’obésité
fiable et reproductible. Le protocole de mesure de 1’insulino-résistance avec le 6DIG ayant été
développé chez le rat et de nombreuses publications de la littérature portant sur cette espece,
c’est ce modele animal qui a été choisi pour cette étude. Afin d’étre le plus proche possible
des caractéristiques de I’obésité retrouvées chez I’homme dans les sociétés industrialisées, les
animaux présentant une obésité génétique, tels que les rats Zucker, n’ont pas été choisis pour
I’étude. De méme, les méthodes de gavage de I’animal ont été exclues et les animaux ont été
laissés libres de leur prise alimentaire : seule la composition des régimes a donc varié¢ d’un
groupe a l’autre. L’utilisation de rats males a permis de minimiser les perturbations du
métabolisme liées aux variations hormonales retrouvées chez les animaux femelles. Dans la

littérature, la souche, le sexe, I’age des rats en début de régime ainsi que les propriétés
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énergétiques des régimes utilisés sont trés variables d’une étude a 1’autre. Il est donc difficile
de les comparer réellement. De méme, il est difficile de reproduire a I’identique un régime
déja décrit. Plusieurs régimes alimentaires ont été testés, afin d’induire différents degrés
d’obésité. Plusieurs séries d’expérimentation ont donc été nécessaires pour obtenir un modele

expérimental répondant a nos exigences.

L’obésité est définie par I’OMS comme une « accumulation anormale ou excessive de
graisse corporelle qui peut nuire a la santé ». Chez ’homme, on distingue plusieurs formes
d’obésité, n’ayant pas toutes les mémes conséquences pathologiques : la simple mesure de la
masse corporelle ne peut suffire a définir un individu comme obése ou mince. Le calcul de
I’indice de masse corporelle (IMC), qui tient compte a la fois de la masse corporelle et de la
taille de I’individu, permet d’estimer de maniére simple et relativement efficace le surpoids ou
I’obésité chez 1’adulte. D’autres mesures, plus précises, permettent d’évaluer la masse
adipeuse, plus prédictive de I’apparition des pathologies liées a 1’obésité. On pourra par
exemple citer I'impédancemétrie, la mesure des plis cutanés ou encore des techniques
d’imagerie telles que le scanner ou I’IRM. Chez I’animal, il n’existe pas de méthode simple
pour évaluer I’obésité. L’équivalent de I'IMC, I’index de Lee, nécessite la mesure de la
longueur naso-anale de I’animal. Or, il a été montré que cette mesure pouvait varier selon
I’état de relachement dans lequel se trouve I’animal anesthésié et que cet index n’était pas
fiable (Stephens, 1980). D’autre part, les appareils types « scanners » dédiés au petit animal
ne sont pas facilement disponibles. Au cours de notre premicre étude (E1) consacrée a la mise
en place du modéle animal, nous avons cherché a quantifier la masse adipeuse sous-cutanée et
viscérale en utilisant des images scanners obtenues a partir d’un scanner dédi¢ a I’homme.
Cependant, les images n’ont pas permis de valider une méthode de mesure quantitative de la
masse adipeuse chez les animaux : en effet, les résultats issus de 1’analyse des images
scanners permettaient de conclure a 1’existence de différences significatives entre les groupes
d’animaux qui pourtant n’apparaissaient pas dans 1’étude post-mortem du pourcentage de
graisse corporelle. Récemment, plusieurs publications ont démontré la faisabilité d’une
mesure de la masse adipeuse chez le rat anesthésié. Ces techniques sont basées sur
I’utilisation de la micro Computed Tomography (WCT) (Judex, 2010 ; Granton, 2010 ). De
nombreuses études se basent uniquement sur le poids des animaux pour considérer qu’un
animal est obése. Dans ce travail, nous avons donc utilisé la masse corporelle, complétée par
la mesure de la quantité de tissu adipeux a la fin de chaque expérience, pour estimer I’obésité

des animaux.

Le mod¢le expérimental mis en place pour étudier les liens entre I’insulino-résistance
et ’obésité devait répondre a plusieurs conditions : il devait permettre de mettre en évidence
une différence de poids significative et une augmentation du pourcentage du tissu adipeux,
afin d’étre certain que la différence de poids observée était liée au moins en partie a une

accumulation excessive de graisse chez les animaux.
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Dans nos différentes études, la prise de poids des animaux était globalement réguliére,
hormis quelques accidents transitoires liés a I’arrivée de nouveaux animaux dans 1’animalerie.
La pesée de la prise alimentaire, trois fois par semaine, a permis de s’assurer qu’aucune des
alimentations proposées n’était rejetée par les animaux. De la méme facon, la prise hydrique a
été vérifiée régulicrement, de grandes variations dans la prise hydrique étant souvent

associées a des variations de la masse corporelle.

Dans un premier temps, 1’évolution de la masse corporelle ainsi que la proportion de
tissu adipeux en fin de protocole ont été¢ évaluées pour cinq régimes : un régime riche en
acides gras saturés (régime HF-Lard), un régime riche en acides gras saturés et insaturés
(régime HF-Coco), un régime riche en glucides (régime H-Sucrose) et enfin un régime dans
lequel les apports glucidiques et lipidiques sont également répartis (régime Cafétéria).
L’utilisation de régimes alimentaires différents permettait d’envisager I’apparition de degrés
variables d’obésité chez les animaux en fonction du régime alimentaire proposé. Les premiers
résultats obtenus n’ont pas permis de mettre en évidence une augmentation rapide de la masse
corporelle des animaux, qu’ils soient nourris avec un régime riche en lipides et en glucides ou
un régime enrichi en acides gras saturés. Seuls les animaux du groupe Lard présentaient en
moyenne une masse corporelle plus importante que les animaux du groupe Controle mais
apres plus de 8 mois de régime. Les parametres retenus pour ce régime ne permettaient pas le
développement rapide de I’obésité. Une autre étude a donc été envisagée, avec trois groupes
d’animaux : Controle, Cafeteria et Lard. Lors de la premiere étude, le régime Cafétéria était
composé de 4 aliments uniquement : rillettes, emmental, gaufres industrielles et guimauve.
L’hypothése d’une habituation au régime a été envisagée : des publications font en effet état
de I'importance d’une grande diversité alimentaire pour induire 1’hyperphagie dans le cas
d’un régime Cafétéria (LeMagnen, 1974, Shafat, 2009). Un nouveau régime Cafétéria, plus
diversifié, a été mis en place afin d’alterner plusieurs régimes types, dont la composition a été
déterminée a I’avance. L’appétence, c’est-a-dire la consommation spontanée d’un régime par
I’animal, et la palatabilité du régime (c’est-a-dire le fait que les aliments soient agréables a
manger) ont été vérifiées sur quelques animaux témoins avant le début de 1’étude. Les
différents aliments utilisés pour la préparation du régime Cafétéria ont été répartis de manicre
a ce que les apports énergétiques soient similaires entre les menus. A 1’issue de la deuxi¢me
expérience, aucune différence de masse corporelle n’est cependant observée entre les groupes
Contrdle, Cafétéria et Lard.

Au vu des résultats obtenus lors de ces deux expériences, plusieurs hypothéses ont été
émises afin d’expliquer ces résultats. Individuellement, les animaux ne réagissent pas tous de
la méme fagon lorsqu’ils sont soumis a un régime hypercalorique, certains présentant
notamment une adaptation au régime: la résistance a 1’obésité est un phénomene
fréquemment décrit (Bessesen, 2008). Certains auteurs sélectionnent les animaux

« résistants » et les excluent de la suite des expérimentations (Leibowitz, 2007). Cependant,
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cette technique nécessite d’une part de définir précisément le seuil d’exclusion des animaux et
d’autre part de pouvoir commencer les études sur un grand nombre d’animaux. Des
publications ont montré 1’importance de I’age auquel les régimes alimentaires étaient initiés
pour permettre de mettre en évidence une prise de poids/obésité importante des animaux. Des
animaux Sprague-Dawley nourris avec un régime hyperénergétique une semaine apres le
sevrage ne présentent pas de différence de poids significative aprés 40 jours de régime, bien
que leur masse adipeuse soit plus élevée et qu’ils présentent certaines caractéristiques du
syndrome métabolique (Mercer, 2008). Inversement, des auteurs ont suggéré que les faibles
perturbations métaboliques observées chez des animaux Wistar nourris avec un régime High-
Fat 45 % pouvaient étre attribuées au fait que le régime avait débuté chez des animaux trop
agés (9-10 semaines) (Sampey, 2011). Nous avons choisi de commencer nos
expérimentations ultérieures sur des animaux plus agés. Nous nous sommes également
apercus que les courbes de masse corporelle des animaux Contrdle étaient 1égérement
supérieures aux courbes moyennes fournies par la société Harlan. La composition du régime
utilisé pour les rats Controle (Régime 210) était 1égérement différente du régime utilisé
couramment dans les animaleries (Régime A04). Le régime 210 (régime « t€émoin ») est en
effet plus riche en lipides que le régime standard A04 (respectivement 13 % et 9 % des
calories sont apportées par les graisses). Le régime 210 est commercialisé en tant que régime
« témoin » des régimes HF-Lard et HF-Coco : sa composition est telle que les apports en
acides aminés sont identiques entre les régimes High-Fat et le régime « Contrdle ».
Cependant, sa composition lipidique en fait un régime particulier. Nous avons donc choisi de

nourrir nos animaux Contrdle avec un régime standard A04 dans les protocoles suivants.

Une nouvelle série d’expérimentation a donc été réalisée sur des rats plus agés (9
semaines au lieu de 7 semaines) et le régime 210 des rats du groupe Controle a été remplacé
par le régime AO04 standard. Cette série nous a permis de mettre en évidence une
augmentation significative de la masse corporelle des animaux du groupe Cafétéria dés la 9™
semaine de régime. De plus, I’augmentation significative du pourcentage de masse des tissus
adipeux épididymal et sous-cutané a permis de confirmer que 1’augmentation de la masse
corporelle était due, au moins en partie, a un développement anormal du tissu adipeux chez
les animaux nourris avec un régime enrichi en lipides et en glucides. L’analyse de la prise
alimentaire montre une consommation de calories plus importante dans le groupe Cafétéria
par rapport au groupe Controle. La prise de poids relativement rapide permet d’envisager des
¢tudes longitudinales de I’évolution de I’insulino-résistance, ¢’est-a-dire une étude au moment
ou la différence de poids entre les animaux Contrdle et les animaux des groupes High-Fat est

faible et une autre lors de laquelle la différence de poids est plus importante.

Les mesures régulicres de la prise alimentaire nous ont permis d’observer que
certaines associations d’aliments du régime Cafétéria n’étaient plus supportées par les

animaux : en effet, nous avons observé une perte de masse corporelle brutale et simultanée
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chez tous les animaux Cafétéria, alors que leur prise alimentaire était identique. Ces mémes

aliments proposés une nouvelle fois quelques jours plus tard aux mémes animaux avaient les

o

mémes conséquences. De fagon surprenante, ces mémes aliments proposés simultanément
d’autres rats de 1’animalerie n’induisaient pas de perte de poids. Nous n’avons pas réussi a
trouver d’explication a cette observation. Certains régimes ont donc été modifiés par la suite.
Ce probléme a également eu lieu dans les expériences suivantes pour [’un des menus proposé

aux animaux.

Suite a ces premiers résultats, nous avons choisi pour mener a bien nos études sur le
développement de I’insulino-résistance de soumettre a des régimes Cafeteria et High-Fat Lard

des rats males agés de 8 semaines
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partie : Etude du développement de
I’obésité et de I’insulino-résistance avec le
6DIG

I. MATERIEL ET METHODES
1. Matériel

1.1. Animaux et régimes alimentaires

Les expériences sont menées sur des rats males Sprague-Dawley (Harlan, France),
normoglycémiques et normoinsulinémiques, agés de 8 semaines a leur arrivée au laboratoire.
Les animaux sont gardés en animalerie standard (cycle jour/nuit de 12h/12h) et sont laissés

une semaine en stabulation avant le début des manipulations.

Les régimes High-Fat Lard et A04 utilisés pour les expériences sont fournis par la

société SAFE (France). Le régime Cafétéria est préparé au laboratoire’.

1.2. Le 6DIG

Le ['*'I]-6-Déoxy-6-Iodo-D-Glucose ou 6DIG (Figure 31) est fourni par la société
ERAS Labo (St Nazaire les Eymes, France). Il est synthétisé a partir du 6-déoxy-6-iodo-
1,2,3,4-tetra-O-acétyl-B-D-glucopyranose ~ par  désacétylation (Bignan, 1993). Le
radiomarquage, réalisé au laboratoire, consiste en un échange isotopique '*I/'*'I (Mathieu,

1982).

CH2[125I]
(@]
OH H,OH
OH
OH
Figure 31. Le ['*°I]-6-déoxy-6-iodo-D-glucose ou 6DIG.

* La composition des différents régimes est détaillée en premiére partie de ce travail, p. 91 et
suivantes.
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Lorsqu’il est utilis¢ a des fins expérimentales, le 6DIG est marqué a 1’iode 125 (T1/2 =
59,9 jours) plutdt qu’a I'iode 123 (T1/2 = 13,2 heures), ¢lément utilisé en clinique, afin de

limiter le nombre de radiomarquages.

Cing milligrammes d’analogue iodé ('*’1-6DIG) sont solubilisés dans ImL d’acétone.
4 uL d’une solution de Img.mL™" Na'*'T et 1,85.10° Becquerel (5 mCi) de solution Na'*’I
(dans NaOH 2,02 M) sont ajoutés. Le mélange est incubé a 95°C pendant 60 minutes. Apres
refroidissement a 70°C, I’acétone est éliminée par évaporation sous vide. Le 6DIG est ensuite
récupéré dans 3mL de NaCl (0,9 %) et purifié¢ sur une résine anionique AG1-X8 Bio Rad).
Cette résine permet I’échange réversible des anions '*I libres (15 a 20 % de 1’activité
mesurée en fin de marquage) : la pureté radiochimique de la solution est alors évaluée par
chromatographie liquide haute performance (CHLP, Shimadzu, phase solide RP18, ¢luant :
eau, débit : 7 ml.min™) a plus de 95 %.

La stabilit¢ de la molécule est également vérifice par CHLP aprés chaque
radiomarquage. On observe sur le chromatogramme un premier pic correspondant aux résidus
d’iode 125 libres et deux pics plus importants, correspondant aux anomeéres a et § du 6DIG
dont I’¢lution se fait a deux vitesses différentes. Le 6DIG marqué reste stable au moins 60
jours in vitro dans le NaCl (Figure 32). La stabilité in vivo dans le sang et les urines a été
¢galement étudiée en fin de protocole (Figure 33 : la proportion d’iode libre a 45 minutes est
d’environ 5 % dans les urines et d’environ 11 % dans le sang, signe d’une faible desiodation
de la molécule, mais le 6DIG n’est pas modifi¢ 45 minutes apres son injection in vivo (Theése
de J.Vollaire, 2010).

cps
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Figure 32. Stabilité du 6DIG 60 jours aprés marquage

Stabilité effectuée sur colonne : C18 waters spherisorbe Sum ODS2, éluant : H,O pure. La durée de 60 jours est
a peu prées égale a une période de 1’iode 125. (Thése de J.Vollaire, 2010)
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Figure 33. Etude in vivo du métabolisme du 6DIG chez le rat Wistar.

Les prélévements sanguins (A) et urinaires (B) ont été réalisés 45 minutes apres ’injection du traceur. Le sérum

a été purifié par ultracentrifugation (Etude CLHP colonne C18, phase mobile aqueuse). (Thése de J.Vollaire,
2010)

1.3. Acquisition de la radioactivité

Dans le cceur, la radioactivité est détectée par imagerie planaire grace a une gamma-
caméra dédiée a I’imagerie du petit animal (y-caméra, Biospace Lab, France), dont la
résolution intrinséque est de 2 mm et le champ de vue de 10 cm (Figure 34). Elle est équipée
d’un collimateur spécifique a I’iode 125. L’acquisition des données se fait en temps réel par le
logiciel y-acquisition également fourni par Biospace Lab.

Dans le muscle squelettique, la radioactivité est détectée au moyen d’une sonde Nal
(P14, Bicron Corp., USA), couplée a un analyseur multicanaux fonctionnant en multi-échelles
(SM512, Novelec, France) (Figure 34). La zone de détection est délimitée par un collimateur
(3 cm de diamétre), fabriqué dans une plaque de plomb de 5 mm d’épaisseur. Ce systéme
permet de garder une zone de détection identique entre les animaux. L’échantillonnage
temporel de la mesure est de 10 secondes.

La mesure de I’activité injectée a 1’animal se fait dans une chambre d’ionisation
(CRCI15R Capintec, Ari¢s, France).
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Figure 34. Gamma-caméra et sonde Nal utilisées pour détecter la radioactivité.
2. Méthodes

2.1. Animaux et régimes

32 rats males Sprague-Dawley ont été¢ séparés en 3 groupes nourris ad libitum avec
différents régimes. Un groupe est nourri avec le régime High-Fat Lard, un groupe est nourri
avec un régime Cafétéria et un troisieme groupe est nourri avec un régime standard A04.
Chaque groupe est ensuite divisé en deux sous-groupes : la moiti¢ des rats permettra la
mesure de I’insulino-résistance (groupe 6DIG) et I’autre moitié (groupe Dosage) permettra
d’étudier ’effet des différents régimes alimentaires sur certains parameétres sanguins (Figure
35).

I ] ]
Groupe Controle Groupe Cafétéria Groupe Lard
n=10 n=11 n=11
[ [ [
I ] I | I ]
Groupe 6DIG Groupe Dosage Groupe 6DIG Groupe Dosage Groupe 6DIG Groupe Dosage
n=5 n=>5 n=5 n=6 n=5 n=6
Mesure de IR Dosages plasmatiques Mesure de IR Dosages plasmatiques Mesure de IR Dosages plasmatiques
Figure 35. Répartition des animaux entre les différents groupes expérimentaux.

Les mesures de I’insulino-résistance sont effectuées sur les animaux du groupe « 6DIG ». Le groupe « Dosage »
subira des prises de sang réguliéres afin de mesurer certains paramétres d’intéréts.

Le poids des rats et leur consommation calorique ont ét¢ mesurés trois fois par
semaine. Les rats Cafétéria sont nourris en alternance tous les 2-3 jours avec 1'un des régimes

(2 a 5) présentés dans le Tableau 6.

2.2. Prélevements et analyses biologiques

2.2.1 Prélevements sanguins

Des prélévements sanguins sont réalisés en début de régime (JO), et apres 1, 2 et 3

mois de régime (Figure 36) afin de permettre le dosage et le suivi au cours du temps de
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différentes molécules d’intérét : glucose, insuline, cholestérol, triglycérides et de deux

adipokines (la leptine et I’adiponectine).

J -7 JO J 30 J 60 J 90
‘ Stabulation l Régimes ’
Arrivée a Prise de sang Prise de sang Prise de sang Prise de sang

‘animalere

Figure 36. Protocole général de I’étude des paramétres sanguins d’intérét.
Les dosages plasmatiques sont réalisés tous les mois. En fin de protocole, les animaux sont euthanasiés afin de
procéder a des prélevements tissulaires.

Les rats sont mis a jeun environ 10 heures avant le début de I’expérience. Pendant
toute la durée du prélévement sanguin, les rats sont enveloppés dans un tissu et maintenus par
un expérimentateur, dans un environnement calme. Un cathéter a ailette 24G (BD Insyte-N)
préalablement hépariné est alors placé dans une veine caudale. Le sang est récolté dans des
tubes Eppendorf également héparinés. Apres 15 min a 4°C, les échantillons sont centrifugés
10 minutes a 3000g a 4°C puis aliquotés (100 uL) et congelés a -90°C jusqu’au jour de

I’analyse biologique.

En fin de protocole, différents tissus adipeux sont prélevés et pesés : épididymal,
rétropéritonéal, périrénal, sous-cutan¢, abdominal. Le cceur et le tissu adipeux brun inter-

scapulaire, une partie du foie et du muscle squelettique sont également prélevés.

2.2.2 Dosages plasmatiques

L’insuline, I’adiponectine et la leptine sont dosées par RadiolmmunoAssay (RIA). Le
radioélément utilis¢ dans les kits RIA est I’iode 125. Le comptage de la radioactivité se fait a
I’aide d’un compteur gamma (Cobra II auto-gamma, Packard). Les kits de dosage sont fournis
par Linco Research Inc. (Etats-Unis). Les dosages de 1’adiponectine sont réalisés sur 5 uL. de

plasma et les dosages de la leptine et de I’insuline sont réalisés sur 50 uL de plasma.

Les dosages du cholestérol, des triglycérides et de la glycémie sont réalisés sur 100 pL
de plasma par un automate (Equipement Modular Roche Diagnostics) au Département de
Biologie Intégré du Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble (Dr Anne-Sophie Gauchez).
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2.2.3 Extraction et dosage des triglycérides ectopiques
2.2.3.1 Extraction des triglycérides intramusculaires

L’extraction des triglycérides intramusculaires est réalisée selon la méthode de Folch
(Folch, 1957). Environ 100 mg de muscle quadriceps sont pesés et écrasés au potter manuel,
dans un mortier en porcelaine. La préparation, additionnée de 2 mL d’un mélange
dichlorométhane/méthanol (2:1) est incubée 1h30 a température ambiante. Les échantillons
sont centrifugés pendant 10 min a 3000g et la phase liquide est récupérée. Apres ajout de 0,4
mL de NaCl 0,9 %, la solution est centrifugée pendant 10 min & 1000g. La phase supérieure
est alors éliminée par aspiration et la phase inférieure est éliminée par évaporation (environ 1h
a 50°C). Les triglycérides sont ensuite remis en suspension dans 60 uL de tertbutanol et 40

uL d’un mélange de triton X-114/méthanol (2:1).

2.2.3.2 Extraction des triglycérides hépatiques

Les triglycérides hépatiques sont extraits selon la méthode décrite par Xu et al. (2006).
Environ 100 mg de foie sont pesés et écrasés au potter manuel puis sont recouverts par 1 mL
d’éthanol. La solution est ensuite homogénéisée au vortex pendant 2 min, puis centrifugée 10

min a 14000g. Le surnageant contenant les triglycérides est utilisé pour réaliser le dosage.

2.2.3.3 Méthode de dosage des triglycérides

La méthode de dosage des triglycérides est équivalente pour le dosage des
triglycérides intramusculaires et hépatiques. Il s’agit d’une méthode enzymatique qui repose
sur le dosage du glycérol issu de I'hydrolyse des triglycérides par la lipoprotéine lipase, selon

les réactions suivantes :

Glycérol kinase
glycérol + ATP > glycérol-1-phosphate + ADP

Glycérol phosphate oxydase
glycérol-1-phosphate + O, > DAP +H,0,

Péroxydase
H,0, + 4-AAP + ESPA > quinonéimine + H,0

DAP : dihydroxyacetone phosphate; AAP : 4-aminoantipyrine; ESPA :4 aminoantipyrine and sodium N-ethyl-N-
(3-sulfopropyl) m-anisidine.
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L’ajout de glycérol kinase, de glycérol phosphate oxydase et de peroxydase produit
une suite de réactions enzymatiques couplées qui conduit a la formation de quinoémine, un
colorant qui absorbe la lumicre a 540 nm. L'absorbance a cette longueur d’onde est donc

directement proportionnelle a la concentration de glycérol.

Le dosage est réalisé avec le kit GPO-TG (Glycerol Phosphate Oxidase-Triglyceride)
commercialisé¢ par Sigma-Aldrich (France). Le dosage est effectu¢ sur 10 uL d’eau, de
Glycerol Standard ou d’échantillons, ajoutés a 800 uL de Free Glycerol Reagent. Aprés une
incubation de 15 minutes a température ambiante, 1’absorbance initiale (Al) a 540 nm est
mesurée. 200 uL de Triglyceride Reagent sont alors ajoutés dans chaque cuve, et aprés une

nouvelle incubation de 15 min a température ambiante, 1’absorbance finale (AF) est lue a 540

nm.
Le calcul de la concentration se fait via la formule (Flamment, 2009) :
AF¢chantition — (Alschantition X F) Vhomogénat
[TG] = [standard] x X fdilution X
AFtandard — (Alplane X F) Qltissu

[standard] : concentration du standard = 0,26 mg/mL

Al : absorbance initiale correspondant au glycérol présent avant hydrolyse des triglycérides
AF : absorbance finale correspondant au glycérol présent aprés hydrolyse des triglycérides
F : facteur permettant de rapporter I’ Al mesurée dans 0,8 mL a I’AF mesurée dans 1 mL.
F=0,81/1,01 =0,8

failution - facteur de dilution de 1’échantillon dans le milieu réactionnel. fy;jy50n = 100
Vhomogenat : Volume de I’homogénat = 1 mL

Qrissu - quantité de tissu (hépatique ou musculaire) en g

2.3. Mesure de I’insulino-résistance

2.3.1 Protocole général

La mesure de I’insulino-résistance avec le 6DIG est réalisée 3 fois pendant
I’expérience. La premicre mesure a lieu avant le début du régime, la seconde apres 60 jours de
régime et la dernicre apres 90 jours de régime (Figure 37). La période entre les acquisitions
est suffisamment importante pour éliminer 1’activité résiduelle due au 6DIG injecté lors des
mesures précédentes. Entre les différentes acquisitions, les animaux sont reconduits a

I’animalerie dans une armoire ventilée plombée.
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Figure 37. Protocole général de I’étude de I’insulino-résistance.

Trois mesures de 1’insulino-résistance sont réalisées avec le 6DIG. En fin de protocole, les animaux sont
euthanasiés afin de procéder a des prélévements tissulaires.

2.3.2 Préparation des animaux

Les rats sont mis a jeun environ 10h avant le début de I’expérience. Le jour de la
mesure, un cathéter a ailettes 22G (BD Insyte-N) est placé dans une veine latérale de la queue
du rat vigile, afin de permettre les injections de 6DIG et d’insuline. Un prélévement sanguin
est immédiatement réalisé pour la mesure de 1’insulinémie et de la glycémie de 1’animal. Le
rat est ensuite anesthési¢ par une injection intra-péritonéale de Pentobarbital Sodique (54,7
mg.mL™") a raison de 100 uL/100 g soit 54,7 mg.kg". La chambre du cathéter est alors coupée
et le conduit du cathéter est raccordé a un cathéter en polyuréthane (référence 800/100/200,
Portex, Kent, UK) d’une vingtaine de centimétres de long, préalablement rempli de sérum
physiologique hépariné (Heparine Choay, Sanofi Aventis, 5 %, soit 25000 UI dans 100 mL).

Ce dispositif permet de faciliter les manipulations lors de I’expérience (Figure 38).

Figure 38. Pose du cathéter dans la veine caudale.

Montage est réalisé pour permettre les injections en voie intraveineuse.

L’extrémité de la queue de I’animal est légerement coupée a 1’aide d’un scalpel afin de
pouvoir réaliser les prélévements sanguins nécessaires a la mesure de la glycémie durant
I’expérience. En fin de protocole, le cathéter est retiré de la queue de I’animal et un
pansement est appliqué sur la plaie afin de permettre une cicatrisation rapide de la queue. Un

nouveau cathéter est mis en place a chaque nouvelle mesure de I’insulino-résistance.
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2.3.3 Protocole d’acquisition de la radioactivité

L’animal est installé¢ sous la y-caméra afin d’imager le myocarde, la cage thoracique
étant placée au plus pres du collimateur. Une sonde Nal est placée au-dessus du quadriceps de
la patte postérieure droite de I’animal (Figure 39).

Figure 39. Acquisition de la radioactivité cardiaque et musculaire

Le rat est positionné de telle fagon que sa cage thoracique se situe sous la y-caméra et sa patte postérieure droite
sous la sonde Nal, afin de mesurer simultanément le transport du glucose dans le ceeur et dans le muscle
squelettique.

Les injections de traceur sont effectuées sur une période d’une minute a I’aide d’un
pousse-seringues (Harvard Pump 11 Plus, Harvard Apparatus) : une premicre injection de
6DIG d’environ 9,25 MBq est réalisée. La deuxiéme injection de 6DIG (9,25 MBq
également) est réalisée 5 minutes aprés 1’injection d’un bolus d’insuline de 2,5 ULkg"
(Actrapid, 100 ULml" Novo Nordisk, France). Chaque injection est suivie d’une période
d’acquisition de la radioactivité cardiaque et musculaire de 20 minutes (Figure 40). Deux
mesures de glycémie sur sang total sont réalisées avant et apres 1’injection d’insuline avec un

analyseur de glycémie (ACCU-CHEK performa, Roche, France).

0 20’ 25’ 45
Acquisition Basale 20’ Acquisition Insuline 20’
1 t ¢
Injection de 6DIG Injection de 6DIG
Injection d’'insuline 2,5 Ul/Kg

Figure 40. Protocole de mesure de I’insulino-résistance avec le 6DIG

\

Ce protocole d’acquisition est réalis¢ a chaque mesure de 1’insulino-résistance (JO,
J60, J90). A I’issue de la dernieére mesure (J90), le rat est sacrifié par une injection létale de 1
mL de Pentobarbital Sodique par voie intraveineuse. Le ceeur, les tissus adipeux épididymal,

sous-cutané, rétropéritonéal, périrénal, abdominal et brun sont prélevés et pesés.
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2.3.4 Analyse des résultats
2.3.4.1 Analyse des cinétiques cardiaques du 6DIG

L’acquisition de la radioactivité avec la gamma-caméra permet 1’obtention d’une
image scintigraphique. Les données sont traitées par analyse factorielle grace au logiciel
Pixies. Une analyse factorielle & 3 compartiments permet de mieux délimiter le cceur et de
tracer une région d’intérét sur celui-ci. La Figure 41 donne un exemple de cinétique du 6DIG
dans le myocarde. La cinétique cardiaque du traceur peut-étre ajustée par une fonction

« double exponentielle ».
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Figure 41. Exemple de cinétiques cardiaques obtenues avec le 6DIG.

Les données extraites de la région d’intérét sont exprimées en coups par minutes et
rapportées a la dose injectée. Les données obtenues lors de ’acquisition de la radioactivité
sous insuline doivent étre corrigées de la radioactivité résiduelle due a I’injection réalisée
pour ’acquisition basale. La courbe obtenue en condition basale est donc extrapolée entre 26
et 45 minutes a I’aide du module « numerical » du logiciel SAAMII. Les données ainsi

extrapolées sont soustraites aux données obtenues sous insuline.

Un descripteur empirique cardiaque permettant d’estimer ’insulino-résistance dans le
myocarde d’un animal a été développé et testé sur des rats sains Wistar et obéses Zucker fatty
(Thése de J.Vollaire, 2010). Le descripteur empirique cardiaque est calculé selon la formule :

[AO _ Al] insuline

DE =
[AO_Al]basal
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Ou A0 représente I'ordonnée a 1'origine de la fonction mono-exponentielle d'équation ya(t) =
A0*exp™™, calculée entre le pic d'activité tissulaire et t = 10 minutes, et Al représente
I'ordonnée a l'origine de la fonction linéaire d'équation ya(t) = al*t +Al, calculée entre 10 et
15 minutes (Figure 42). Les valeurs de A0 et de Al sont calculées en conditions basale et sous
insuline. Les parametres A0 et Al sont calculés grace au module « numerical » du logiciel
SAAMIL.
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Figure 42. Calcul du descripteur empirique a partir de la cinétique cardiaque par analyse graphique.

2.3.4.2 Analyse des cinétiques musculaires du 6DIG

De la méme fagon que pour le cceur, un descripteur empirique basé sur 1’analyse
graphique des courbes de la cinétique musculaire du 6DIG a été développé. L’acquisition de
la radioactivit¢é musculaire avec la sonde Nal permet d’obtenir des valeurs numériques
exprimées en coups par 10 secondes, sur une zone d’intérét délimitée par une plaque de
plomb. Afin de pouvoir calculer le descripteur empirique, les données sont normalisées en
coups par minute par millilitre (cpm.mL™") grice a une gamme étalon effectuée au préalable

avec des activités connues diluées dans 1 mL.

La formule suivante permet le calcul du descripteur empirique musculaire :
[al ] insuline % [a 2] insuline

[p ]basal

Ou al représente la pente de la droite d'équation ya(t) = al*t +Al, calculée entre 1 et 5

DE =

minutes sur la courbe d'acquisition sous insuline, a2 représente la pente de la droite d'équation
ya(t) = a2*t +A2, calculée entre 5 et 10 minutes, également lors de l'acquisition sous insuline,
et p représente la valeur du plateau moyen calculé entre 15 et 20 minutes sur la courbe lors de

l'acquisition basale (Figure 43). Les pentes al et a2 sont calculées avec le logiciel Excel.
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Figure 43. Calcul du descripteur empirique a partir de la cinétique musculaire.

2.4. Expression des résultats et analyses statistiques.

Les données sont exprimées sous forme de moyenne + écart-type. Une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs a été utilisée pour mettre en évidence ’interaction entre
I’effet du temps et celui du régime. Une ANOVA simple été utilisée pour comparer les 3
groupes entre eux a différents temps. Enfin, un test post hoc Fischer PLSD nous a permis de
déterminer les interactions entre les groupes. La comparaison des groupes a différents temps a
ét¢ effectuée par des tests ¢ de Student (valeurs non appariées) lorsque deux groupes
seulement étaient comparés. La limite de significativité est fixée a 5 % (p < 0,05). Toutes les
analyses ont été réalisées grace au logiciel StatView (StatView, ASA institute inc. Version
5.0.1, Cary Caroline du nord USA).
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II. RESULTATS

1. Effets du régime sur la croissance, la prise alimentaire et la masse
adipeuse des animaux.

L’évolution de la masse corporelle des animaux est présentée ci-dessous (Figure 44).
Au début du régime, les animaux pésent en moyenne 307 + 2 g et les différents groupes ne
présentent aucune différence significative de masse corporelle. Dés la troisieme semaine de
régime, les animaux du groupe Cafétéria présentent une masse corporelle significativement
plus importante que les animaux du groupe Contrdle (p < 0,05). Cette différence n’est plus
observable entre les semaines 6 et 7 suivant le début du régime, mais elle redevient
significative de la 8™ semaine a la fin du régime. La différence entre les deux groupes
augmente avec le temps : ainsi, les rats du groupe Cafétéria ont une masse corporelle 5% plus
¢élevée que les animaux du groupe Contrdle aprés 5 semaines de régime et 10% plus élevée
aprés 14 semaines de régime. Les rats du groupe Lard présentent également une masse
corporelle plus importante que les rats du groupe Contrdle. Cette différence de masse
corporelle est significative dés la 3™ semaine de régime (p < 0,05), puis entre la septiéme et
la neuviéme semaine (p < 0,05) et enfin de la onziéme semaine jusqu’a la fin du régime (p <
0,05). Au terme des 14 semaines de régime, les animaux nourris avec des régimes
hypercaloriques présentent une masse corporelle significativement supérieure aux animaux
nourris avec un régime Contrdle. En effet, les rats du groupe Cafétéria et Lard pésent

respectivement 537 + 30 g et 516 + 39 g en fin de régime contre 484 + 27 g pour les rats

contrdles.
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Figure 44. Evolution de la prise de poids des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard.

Moyennes exprimées en grammes. * p < 0,05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001 : Cafétéria vs. Contrdle, # p < 0,05 :
Lard vs. Controle. Les écart-types n’ont pas été présentés dans un souci de lisibilité. Certains sont reportés dans
le texte.
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La consommation calorique des animaux nourris avec des régimes hypercaloriques est
plus importante que celle des animaux nourris avec le régime Controle (Figure 45). La
consommation calorique moyenne durant les 14 semaines de régime des animaux des groupes
Controle, Cafétéria et Lard est respectivement de 65 + 3 kcal.jour™, 93 + 13 kcal.jour™ et 100
+ 25 keal.jour”, ce qui représente environ 43 % et 54 % d’énergie supplémentaire ingérée

chaque jour pour les groupes Cafétéria et Lard par rapport aux animaux du groupe Contrdle.
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Figure 45. Evolution de la consommation calorique des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard.

Moyennes exprimées en kcal.j'+ ET. ** p < 0,01 et *** p < 0,001 : Cafétéria vs. Controle, # p < 0,05 et ### p <
0,001 : Lard vs. Controle.

Apres 14 semaines de régime, le pourcentage des différents tissus adipeux blancs
prélevés est significativement plus élevé chez les animaux des groupes Cafétéria et Lard par
rapport a ceux du groupe Controle (Figure 46). La quantité de tissu adipeux épididymal est
augmentée de 86 % chez les animaux nourris avec le régime Cafétéria et de 92 % chez ceux
nourris avec le régime Lard par rapport aux animaux du groupe Controle. Les autres tissus
adipeux présentent un pourcentage d’augmentation moins important que le tissu adipeux
¢pididymal, mais ils restent élevés chez les animaux nourris avec des régimes hypercaloriques
par rapport aux animaux nourris avec le régime Controle. Le rapport du poids du cceur sur le
poids de I’animal est significativement plus faible dans le groupe Cafétéria comparé au
groupe Contrdle (0,23 £+ 0,01 % vs. 0,25 £ 0,01 %). Cette différence n’est pas observée entre
les groupes Contrdle et Lard (0,25 = 0,01 % vs. 0,24 = 0,01 %). Enfin, le pourcentage de tissu

adipeux brun n’est pas significativement différent entre les trois groupes.
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Figure 46. Tissu adipeux en fin de régime.

Pourcentage de tissu (cceur et tissus adipeux) rapporté au poids de ’animal des groupes Contrdle, Cafétéria et
Lard en fin de régime. Rétropérit. : rétropéritonéal. Moyennes + ET. * p < 0,05, ¥ p < 0,01 et { p < 0,001 : vs.
Contréle.

2. Effets du régime sur différents parametres d’intérét.

2.1. Glycémie et insulinémie plasmatiques

La Figure 47 représente les valeurs de la glycémie (A) et de I’insulinémie (B) des

groupes Contrdle, Cafétéria et Lard avant le début du régime, ainsi qu’apres 1, 2 et 3 mois de

régime.
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Figure 47. Evolution de la glycémie et de I’insulinémie plasmatiques.

Glycémie (A) et insulinémie (B) plasmatiques des animaux nourris avec un régime Controle, Cafétéria ou Lard,
au début du régime et aprés 1, 2 et 3 mois de régime. Moyennes exprimées en g.L”' + ET et en ng.mL™" + ET.
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La glycémie a jeun des animaux des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard ne varie pas
entre le début et la fin du régime. Elle est en moyenne de 1,31 + 0,20 g.L'l, 1,32 £ 0,20 g.L'1
et 1,23 + 0,18 g.L"' respectivement et n’est pas significativement différente entre les groupes
d’animaux. A jeun, I’insulinémie moyenne des rats des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard
est respectivement de 0,24 + 0,17 ng.mL'l, 0,31 + 0,20 ng.mL'1 et 0,20 = 0,08 ng.mL'1 en
début de régime. Apres 3 mois de régime, ’insulinémie est en moyenne de 0,46 + 0,21
ng.mL", 0,70 + 0,10 ng.mL™" et 0,77 + 0,29 ng.mL", ce qui correspond & un pourcentage
d’augmentation respectivement de 92 %, 126 % et 285 %. La tendance a 1’augmentation de
I’insulinémie observée entre les groupes Cafétéria et Lard vs. Contréle n’est cependant pas

significative.

2.2. Cholesterol et triglycérides plasmatiques

Les concentrations plasmatiques en cholestérol total (HDL + LDL) et en triglycérides
sont présentées Figure 48. En moyenne, la concentration en cholestérol en début de régime est
de 0,97 £ 0,11 gL'. Aprés 1 et 2 mois de régime, elle est significativement plus élevée chez
les animaux du groupe Lard (p < 0,05) par rapport aux animaux du groupe Contréle : 1,09 +
0,13 g.L " vs. 0,95+ 0,06 g.L". Elle est identique entre les animaux Cafétéria (0,96 + 0,07 g.L”
") et ceux du groupe Controle. Au terme de 3 mois de régime, les concentrations en
cholestérol pour les groupes Contrdle, Cafétéria et Lard sont respectivement de 0,97 + 0,08
g.L'l, 1,03 £ 0,08 g.L'1 et 1,07 £ 0,17 g.L'l. La différence entre les groupes n’est pas

significative.
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Figure 48. Evolution de la cholestérolémie et de la triglycéridémie plasmatiques.

Concentration en cholestérol et en triglycéride chez les animaux nourris avec un régime Contrdle, Cafétéria ou
Lard, au début du régime et aprés 1, 2 et 3 mois de régime. Moyennes exprimées en g.L™' £ ET. * p < 0,05 : vs.
Controle.

La concentration en triglycérides plasmatiques ne varie pas de fagon significative au
cours du régime, quel que soit le groupe d’animaux considéré. En début de régime, elle est en
moyenne de 0,70 £+ 0,23 g.L'l, 0,82 £ 0,21 g.L'l et 0,88 + 0,20 g.L'l, pour les animaux des
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groupes Controle, Cafétéria et Lard respectivement et en fin de régime, elle est en moyenne
de 0,76 £ 0,14 gL, 0,85+ 0,11 gL' et 0,73 £ 0,10 g.L".

2.3. Adiponectine et leptine

Les concentrations en adiponectine et en leptine ont été mesurées en début de régime
et aprés 1, 2 et 3 mois de régime. Les résultats sont présentés Figure 49 (A). Au début du
régime, les concentrations plasmatiques en adiponectine sont de 5 + 1,32 mg.mL™, 4,21 +
0,57 mgmL"' et 4,15 + 1,42 mgmL" pour les groupes Controle, Cafétéria et Lard
respectivement. En fin de régime, elles sont de 3,69 = 1,11 mg.mL™ pour les animaux du
groupe Contrdle, 4,58 + 1,32 mg.mL™" pour les animaux du groupe Cafétéria et 3,88 + 0,58
mg.mL™" pour les animaux du groupe Lard. Pendant toute la durée du régime, aucune

différence significative entre les groupes n’est observée.
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Figure 49. Concentrations plasmatiques en adiponectine et en leptine.

Concentration en adiponectine (ng.mL™) et en leptine (ng.mL™"), chez les animaux nourris avec un régime
Controle, Cafétéria ou HF-Lard, en début de régime et aprés 1, 2 et 3 mois (fin du régime). Moyennes + ET. * p
<0,05, T p<0,01 : vs. Contrdle.

La concentration en leptine dans le plasma est présentée Figure 49 (B). En début de
régime, elle est en moyenne de 2,12 + 0,25 ng.mL’' pour les trois groupes. Cette
concentration reste identique chez les rats du groupe Contrdle tout au long de I’expérience. En
revanche, dés le premier mois de régime, la concentration en leptine augmente
significativement dans le groupe Lard par rapport au groupe Contrdle (4,6 + 1,19 ng.mL™" vs.
2,68 £ 0,58 ng.mL™", p < 0,05). Au terme de 2 et 3 mois de régime, les animaux des groupes
Cafétéria et Lard présentent une leptinémie supérieure a celle des animaux du groupe
Controle : ainsi, la concentration en leptine est de 4,23 + 0,75 ng.mL'l (p < 0,05, vs. Controle)
et 5,25 + 1,14 ngmL™" (p < 0,01, vs. Contrdle) pour les groupes Cafétéria et Lard
respectivement, contre 2,75 + 0,5 ng.mL™" pour le groupe Contrdle. Aprés 3 mois de régime,
la leptinémie reste significativement plus élevée chez les rats des groupes Cafétéria et Lard
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par rapport a celle du groupe Contréle, puisqu’elle atteint respectivement 5,08 + 1,58 ng.mL™
(p < 0,05, vs. Contréle) et 6,63 + 1,68 ng.mL™" (p < 0,01, vs. Controle).

En fin de régime, les concentrations plasmatiques en leptine corrélent avec le
pourcentage de tissus adipeux €pididymal (r = 0,609 ; p = 0,01), sous-cutané (r = 0,508 ; p <
0,05) et rétropéritonéal (r = 0,648 ; p <0,01).

2.4. Triglycérides ectopiques

Le dosage des triglycérides dans le foie et le muscle squelettique en fin de protocole
ne permet pas de mettre en évidence de différences significatives de quantité de triglycérides

ectopiques dans ces organes entre les différents groupes d’animaux (Figure 50).
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Figure 50. Concentrations en triglycérides hépatique et musculaire

Concentration en triglycérides (mg.g d’organe™) dans le foie (A) et dans le muscle squelettique (B) chez les
animaux nourris avec un régime Contrdle, Cafétéria ou HF-Lard, aprés 3 mois de régimes. Moyennes = ET.

2.5. Evaluation de I’insulino-résistance globale par calcul de I’index
HOMA

Les moyennes des index HOMA obtenus pour les rats des groupes Controle, Cafétéria

et Lard en début de régime et apres 2 et 3 mois, sont présentées Figure 51.
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Figure 51. Insulino-sensibilité globale des animaux estimée par HOMA.
Index HOMA des groupes Controle, Cafétéria et Lard, en début de régime et aprés 2 et 3 mois (fin du régime).
Moyennes + ET.

La moyenne des index HOMA pour les rats du groupe Contrdle varie de 2,26 + 2,07
en début de régime a 3,85 + 2,12 en fin de régime ; pour le groupe Cafétéria, cette méme
moyenne varie de 3,73 + 4,15 a 5,53 + 0,86. Enfin, la moyenne des index HOMA des
animaux nourris avec un régime HF-Lard passe de 1,37 = 0,64 a 5,63 + 1,35 entre le début et
la fin du régime. Aucune différence significative de ’index HOMA n’est observée entre les
trois groupes, et ce a tous les temps du régime.

3. Effets des régimes Cafétéria et Lard sur la sensibilité a I’insuline du
muscle cardiaque et du muscle squelettique.

3.1. Mesure de I’insulino-résistance cardiaque avec le 6DIG

Les résultats obtenus lors de la mesure de I’insulino-résistance cardiaque avec le 6DIG
a différents temps du régime sont présentés Figure 52. Les descripteurs empiriques cardiaques
des groupes Controle, Cafétéria et Lard en début de régime sont respectivement de 1,32 +
0,33, 1,60 = 0,91 et 1,70 + 0,81. Au bout de 2 mois de régime, les valeurs du descripteur
empirique sont de 1,77 = 1,20, 1,58 £ 0,29 et 0,98 + 0,66 pour les groupes Contrdle, Cafétéria
et Lard respectivement. En fin de régime, ces valeurs sont respectivement de 1,02 + 0,38, 1,47

+ 0,91 et 0,87 + 0,26. Ces valeurs ne présentent aucune différence significative entre elles.
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Figure 52. Descripteur empirique cardiaque des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard.

L’insulino-résistance cardiaque est mesurée en début de régime, aprés 2 mois et 3 mois de régime. Moyennes +
ET.

3.2. Mesure de I’insulino-résistance musculaire avec le 6DIG

La mesure de I’insulino-résistance musculaire avec le 6DIG, réalisée en début de
régime et apres 2 et 3 mois de régimes est présentée Figure 53. Le descripteur empirique
musculaire des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard en début de régime est respectivement de
7,03 £ 1,26, 8,03 + 1,16 et 6,84 £ 1,08. Au bout de deux mois de régime, les valeurs du
descripteur empirique muscle sont de 5,62 + 0,81 pour le groupe Contrdle, 6,91 + 0,54 pour le
groupe Cafétéria et 7,37 £ 1,09 pour le groupe Lard. En fin de régime, ces valeurs sont
respectivement de 5,52 + 0,35, 5,12 + 0,86 et 7,33 + 0,65. Aucune différence significative
n’est observée entre les trois groupes Contrdle, Cafétéria et Lard tout au long du régime.

10 - B contrsle (n=5)
| Cafétéria (n=6)
@ [ Lard (n=6)
(&)
3 | T
=2
£
£ k]
=] i ,
(=2
T
€
[
5
3
=
]
(7]
[}
a
2 3

Temps (mois)

Figure 53. Descripteur empirique musculaire des groupes Contrdle, Cafétéria et Lard.

L’insulino-résistance musculaire est mesurée en début de régime, aprés 2 mois et 3 mois de régime. Moyennes +
ET.
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II1. DISCUSSION

L’objectif de ce travail était d’étudier le développement de 1’insulino-résistance sur un
modele de rats rendus obeéses par modification du régime alimentaire, en réalisant un suivi
longitudinal de la sensibilit¢ a I’insuline a I’aide d’un traceur du transport du glucose, le
6DIG. Plusieurs régimes enrichis en graisses ou en sucres ont ét¢ utilisés pour nourrir pendant
3 mois de jeunes rats Sprague-Dawley de 8 semaines. Des dosages plasmatiques ont
¢galement ¢été réalisés, afin de suivre 1’évolution de différents parametres d’intéréts :
glycémie, insulinémie, triglycéridémie, cholestérolémie, leptinémie et adiponectinémie. Les
dosages plasmatiques nécessitant le prélévement d’une quantité importante de sang, il nous
était impossible de réaliser les prélevements sanguins et la mesure de I’insulino-résistance sur
les mémes animaux. Deux lots d’animaux ont donc été étudiés en paralléle, un lot « dosages »
et un lot « 6DIG ». Dans chaque lot, trois groupes de rats ont ét¢ nourris avec différents
régimes : Controle, Cafétéria et Lard. Les paramétres des expérimentations (age des rats en
début de protocole, nature des régimes hypercaloriques) ont été¢ déterminés grace au travail

exposé dans la premiére partie « mise au point du modele expérimental ».

La prise de poids est régulicre tout au long du régime. Les poids des animaux du lot
« 6DIG » et celui des animaux du lot « dosages » ne sont pas significativement différents.
L’anesthésie nécessaire a la mesure de 1’insulino-résistance avec le 6DIG ne perturbe pas la
prise alimentaire et la prise hydrique des animaux. Les régimes hypercaloriques utilisés
induisent une différence de masse corporelle dés la 3°™ semaine de régime entre les rats
nourris avec un régime Cafétéria ou Lard comparés aux animaux du groupe Contrdle. Lors
des études de mise en place du modele expérimental, la différence entre les animaux Controle
et Cafétéria apparaissait au bout 9 semaines de régime. Cette différence entre les deux études
peut s’expliquer par le nombre plus faible d’animaux utilisés dans 1’étude de validation du
modele expérimental. Aprés 3 mois de régime, les tissus adipeux épididymal, sous-cutané,
rétropéritonéal, périrénal et abdominal sont plus développés chez les animaux nourris avec un
régime Cafétéria ou Lard par rapport aux animaux nourris avec un régime standard. La prise
de poids générale observée est donc associée a une augmentation de la masse adipeuse.
L’¢énergie ingérée par les animaux des groupes Cafétéria et Lard est significativement plus
importante que chez les animaux du groupe Contrdle, ce qui peut expliquer la survenue d’une

obésité rapide.

Chaque mois, plusieurs parameétres sanguins ont été mesurés sur les animaux a jeun.
La glycémie, I’insulinémie ainsi que la concentration plasmatique en triglycérides restent
statistiquement identiques quel que soit le régime alimentaire des animaux. L’insulinémie
tend a augmenter chez les animaux Cafétéria et Lard par rapport au groupe Controle, mais
aucune différence statistique n’est mesurable. Les grandes variabilités observées au sein des

groupes pourraient expliquer ces résultats. Une augmentation de la cholestérolémie est
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observée chez les animaux du groupe Lard (par rapport au groupe Contrdle), apres 1 et 2 mois
de régime. Cette différence n’est cependant plus statistiquement présente aprés 3 mois de

régime.

Les adipokines sont des molécules sécrétées par le tissu adipeux. L’ hyperplasie ou
I’hypertrophie du tissu adipeux en cas d’obésité conduit a la dérégulation de sa fonction
endocrine (De Ferranti, 2008 ; Skurk, 2007). L adiponectine et la leptine sont deux molécules
ayant un rdle particulierement important dans le développement de I’insulino-résistance. Chez
les individus insulino-résistants ou obeses, la concentration plasmatique en adiponectine est
diminuée (Kadowaki, 2003) alors que dans la grande majorité des cas, la concentration en
leptine est augmentée. L’adiponectine favorise I’insulino-sensibilité et joue un rdle anti-
inflammatoire. La leptine agit sur la régulation de la balance énergétique via des récepteurs
spécifiques, les récepteurs a la leptine et module la prise alimentaire. Durant notre étude, les
concentrations de ces deux adipokines ont été évaluées en début de régime puis chaque mois
jusqu’a la fin de I’expérience. Les concentrations en adiponectine sont identiques pour les
trois groupes, Controle, Lard et Cafétéria. En revanche, les concentrations en leptine
plasmatique augmentent chez les animaux nourris avec des régimes Cafétéria ou Lard alors
qu’elles restent stables pour les animaux du groupe Contrdle. En outre, les concentrations en
leptine au terme des 4 mois de régimes sont assez bien corrélées au pourcentage de tissus

adipeux épididymal, rétropéritonéal et sous-cutané.

Le défaut d’action de I’insuline, lors de 1’insulino-résistance, conduit a une altération
de I’inhibition de la lipolyse sous insuline. Les sujets obeses ont également une lipolyse
accrue. Cela peut se traduire par une augmentation de 1’abondance des acides gras dans la
circulation sanguine, mais aussi par une accumulation de triglycérides ectopiques dans le foie
et le muscle squelettique. Les analyses réalisées sur ces deux organes n’ont cependant pas

permis de mettre en évidence une telle accumulation.

Les méthodes de mesure de I’insulino-résistance sont nombreuses. La technique de
référence, le clamp euglycémique hyperinsulinémique permet d’obtenir des informations sur
I’insulino-résistance systémique d’un animal mais cette technique met en jeu un protocole
lourd pour 1’animal. De plus, I'utilisation du ['*C]-2-DG pour obtenir des informations
spécifiques sur le cceur et le muscle nécessite le prélévement de ces organes. D’autres
méthodes, basées sur ’insulinémie ou la glycémie existent, mais elles sont peu sensibles
(Pacini, 2003). Une méthode de mesure de 1’insulino-résistance par organe a été¢ développée
au laboratoire « Radiopharmaceutiques Biocliniques ». Elle repose sur [’utilisation d’un
traceur du transport du glucose, le 6DIG, utilisable en imagerie nucléaire. Cette technique non
invasive permet donc d’envisager des mesures répétées de 1’insulino-résistance par organe sur

un méme animal.
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Le but de notre étude était de déterminer si une insulino-résistance apparaissait au
cours de I’induction de 1’obésité par régime alimentaire de 3 mois chez le rat Sprague-
Dawley. Aucune différence de sensibilit¢ a 1’insuline dans les muscles cardiaque et
squelettique n’a été observée avec le 6DIG entre les groupes Controle, Cafétéria et Lard.
Comme attendu compte tenu de sa faible sensibilité, le calcul de ’index HOMA n’a pas non
plus permis de mettre évidence une altération de la sensibilit¢ a I’insuline systémique.
L’action de I’insuline semble donc étre normale apreés 3 mois de régime Cafétéria ou Lard,
malgré une importante prise de poids. Nos résultats suggérent ainsi que la durée du régime
n’était pas assez longue pour induire 1’insulino-résistance cardiaque ou musculaire et que
I’apparition de I’insulino-résistance serait ultérieure a celle de 1’obésité. Cependant, la
variabilité¢ dans la réponse a un régime hypercalorique est importante : d’une part, tous les
animaux ne présentent pas la méme sensibilité aux régimes (ceci s’observe également dans la
prise de poids des animaux) et d’autre part, tous les individus obéses ne sont pas forcément
insulino-résistants. La comparaison des valeurs individuelles d’insulino-résistance (JO vs. J60
et J90) n’a pas non plus permis de mettre en évidence une diminution de I’insulino-sensibilité
au cours du temps. Enfin, une autre explication de ces résultats pourrait étre une sensibilité du
descripteur empirique trop faible pour mettre évidence de petites variations d’insulino-
sensibilité. L utilisation du mod¢le mathématique, plus robuste, pourrait peut-&tre mettre en
¢vidence des variations d’insulino-sensibilit¢ mais cette méthode requiert des prélévements
sanguins qui rendent son utilisation répétée difficile. Nos resultats sont en contradiction avec
certaines publications et en accord avec d’autres. L’insulino-résistance a ainsi été mise en
évidence par clamp euglycémique hyperinsulinémique chez des rats aprés 8 semaines de
régime High-Fat Lard 61 %, mais cette étude était réalisée sur des animaux femelles (Park,
2001). Cependant il est tres difficile de comparer les résultats d'études différentes. En effet, de
nombreux parameétres entrent en jeu tant dans le développement de 1’obésité que dans celui de
I’insulino-résistance. La souche et le sexe des animaux, leur dge en début de régime, les
caractéristiques nutritives du régime, l’environnement pré- et post-natal des animaux,
I’environnement au moment des expérimentations sont autant de facteurs pouvant expliquer
les différences entre les études. Par ailleurs, les techniques d’évaluation de 1’insulino-
résistance sont plus ou moins sensibles et plus ou moins fiables et ne sont en aucun cas

« normalisées » d’une étude a I’autre.

Les études métaboliques sont complexes et il est indispensable pour leur interprétation
de tenir compte de la grande variabilité métabolique des individus. De la méme fagon que des
rats de méme poids peuvent grossir de manieres tres différentes lorsqu’ils sont soumis a des
régimes alimentaires identiques, I’évolution des parameétres métaboliques peut étre diverse.
Afin de minimiser I’importance des valeurs individuelles, il est nécessaire de réaliser les
expériences sur un grand nombre d’individus. Sur un plan logistique, il nous était impossible

de mener les expérimentations sur un grand nombre d’animaux simultanément. Afin
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d’augmenter le nombre d’individus dans chaque groupe, nous avons mené une deuxiéme série
d’expériences dans les mémes conditions. Cependant, il s’est révélé impossible de regrouper
les animaux en fin d’expérimentation : les tests statistiques réalisés montraient des différences
significatives entre la premieére et la deuxiéme série d’expérimentation pour la plupart des
mesures. Ces différences étaient surtout visibles dans le cas du groupe Contrdle, dont les
paramétres métaboliques étaient proches de ceux des groupes nourris avec un régime
hypercalorique. Ces variations peuvent s’expliquer par le fait que les conditions
expérimentales étaient différentes d’une fois sur 1’autre, d’importants travaux de rénovation
ayant eu lieu a 1’étage au-dessus de 1’animalerie. Un probléme de méme type a déja été
évoqué dans la littérature : des travaux réalisés dans un batiment proche d’une animalerie ont
provoqué chez les animaux étudiés un stress comparable au stress induit volontairement par
injection de dexaméthasone (O’Regan, 2010). Ce stress a entrainé entre autre une insulino-
résistance et de I’hypertension chez les animaux contrdles, réduisant ainsi les différences entre
les animaux traités et les animaux controles. Le protocole expérimental était certes différent
dans notre étude, mais les travaux pourraient expliquer le fait que nous n’ayons pas réussi a

reproduire nos expériences.

Notre étude suggere que dans nos conditions expérimentales, 1’insulino-résistance, si
elle doit se développer, se développerait aprés trois mois de régime hypercalorique. Il serait
donc intéressant de maintenir des animaux sous régime hypercalorique au-dela de ces 3 mois
et de réaliser d’autres mesures de 1’insulino-résistance. Toutefois, notre étude a permis de
prouver la faisabilité du protocole expérimental pour mesurer de fagon chronique 1’insulino-
résistance avec le 6DIG, en terme de protocole expérimental. Nous avons réalisé¢ 3 mesures
sur chaque animal, mais d’autres mesures auraient été possibles, sous réserve d’avis favorable
d’un comité d’éthique : le protocole étant faiblement traumatique, les animaux récuperent

rapidement apres les expérimentations.

Les régimes Cafétéria et Lard utilisés pour nourrir nos animaux ont donc permis la
mise en place d’une obésité dés la 3°™ semaine d’expérimentation. L’apparition de ’obésité
est accompagnée d’une augmentation de la leptinémie chez ces animaux qui n’apparait pas
chez les animaux du groupe Contrdle. Cependant, aucune insulino-résistance n’a été mise en

¢vidence dans le coeur ou dans le muscle squelettique durant les 3 mois de régimes.
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INTRODUCTION

Parallelement aux études physiopathologiques présentées dans la premicre partie de ce
document, un travail sur ’optimisation du traitement des données a été effectué¢ afin de
répondre a plusieurs difficultés rencontrées lors de leur analyse.

Détermination de la région d’intérét cardiaque

Le traitement des données acquises en imagerie planaire pour la mesure du transport
du glucose dans le myocarde avec le 6DIG nécessite I’extraction de la cinétique du traceur
dans I’organe. Celle-ci est obtenue en délimitant de fagon manuelle une région d’intérét (ROI)
sur le cceur, en se basant sur les images aux temps courts de 1’acquisition, grace au logiciel y-
vision +, couplé au y-imager. Le fait de tracer une ROI manuellement suppose que le
compartiment d’intérét soit bien délimité spatialement des autres compartiments
physiologiques. Or dans le cas du 6DIG, la cinétique cardiaque décroit trés rapidement et le
ceceur n’apparait pas de manic¢re évidente a I’image. Le traitement des données par deux
observateurs indépendants a montré une faible reproductibilité inter-observateurs de la
méthode, liée au positionnement de cette région d’intérét (Thése de J.Vollaire, 2010). Nous
avons donc dans un premier temps cherché a améliorer le positionnement de la ROI, en
utilisant une technique de traitement d’image : I’analyse factorielle.

Optimisation de I’utilisation de 1a modélisation mathématique

L’analyse des données cardiaques et musculaires obtenues avec le 6DIG peut étre
réalisée de deux fagons. La premi¢re méthode de traitement développée est basée sur
I’utilisation d’un modéle mathématique, qui tient compte a la fois de la cinétique tissulaire et
de la cinétique sanguine du traceur. Cette derniere est obtenue par de nombreux prélévements
sanguins, qui nécessitent la pose invasive d’un cathéter intra-artériel. De plus, I'utilisation du
modele mathématique dans le muscle squelettique exige des acquisitions de la radioactivité de
90 minutes par condition (basale et insuline). Une étude préliminaire visant a tester la
faisabilit¢ de la mesure de I’insulino-résistance répétée avec le 6DIG nous a permis de

montrer un faible taux de survie des animaux lorsque les prélévements sanguins sont
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effectués. Cette mortalit¢ importante semble étre due au caractére invasif de la pose de
cathéters et aux durées des anesthésies nécessaires a la mise en ceuvre du protocole
expérimental. La prise alimentaire des animaux est de plus fortement perturbée aprés chaque
mesure. Cette étude nous a permis de montrer que le protocole contraignant nécessaire a
I’utilisation du modele mathématique ne pouvait pas étre réalis¢ de maniere chronique. Ces
résultats nous ont donc conduits a utiliser la seconde méthode de traitement des données,
basée sur une simple analyse graphique des cinétiques tissulaires du 6DIG (méthode du
« descripteur empirique ») pour évaluer I’insulino-résistance des animaux rendus obé¢ses par
des régimes hypercaloriques. Cependant, il apparait que si le descripteur empirique
musculaire, calculé pour des animaux sains, correle fortement a 1’index d’insulino-résistance
musculaire, il ne présente pas une sensibilité suffisante pour mesurer de faibles variations

d’insulino-résistance.

Nous avons donc cherché a adapter le traitement des données afin de permettre
’utilisation du modele mathématique sur la base d’acquisitions de la radioactivité dans le
muscle squelettique de 20 minutes d’une part et de s’affranchir des prélévements sanguins

d’autre part.

L’objectif de cette troisiéme partie est donc :

- Pour la mesure de ’'insulino-résistance cardiaque, d’¢tudier I’utilisation d’une nouvelle
méthode de détermination de la région d’intérét cardiaque sur les images scintigraphiques
obtenues avec le 6DIG

- Pour la mesure de I’insulino-résistance musculaire, d’adapter la méthode existante de
traitement des données afin de pouvoir réaliser des acquisitions n’excédant pas 20 minutes
pour chaque condition

- Pour 'utilisation des modéles mathématiques, essayer de s’affranchir des prélévements

sanguins en obtenant la cinétique sanguine du traceur a partir de I’image scintigraphique.
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I. DETERMINATION DE LA REGION D’INTERET SUR LE
MUSCLE CARDIAQUE — UTILISATION DE L’ANALYSE
FACTORIELLE DES SEQUENCES D’IMAGES MEDICALES

1. Introduction

Afin d’améliorer la reproductibilité du placement de la région d’intérét cardiaque, une
approche par analyse factorielle a été utilisée. Le principe de 1’analyse factorielle en imagerie
scintigraphique a été mis au point au début des années 1980 par deux équipes de recherche en
France et en Angleterre (Barber, 1980). L’Analyse Factorielle des Séquences d’Images
Medicales (AFSIM) est une méthode permettant 1’extraction, a partir d’une séquence
d’images, des principales variations de signal contenues dans cette séquence. Elle permet de
mettre en évidence des informations a priori non discernables, et de les résumer en un petit
nombre d’images et de cinétiques associées, qui décrivent 1’évolution du signal au cours du
temps dans le compartiment. Elle permet donc de résumer la séquence d’images initiale en
quelques images dont chacune d’entre elles va correspondre a un compartiment
physiologique. Dans chaque pixel, le signal (et donc la valeur du pixel) va varier de facon
caractéristique et donc différente des autres pixels au cours du temps. L’ AFSIM fait ressortir
tous les pixels qui suivent de maniére plus ou moins fidéle une cinétique décrite par un facteur

spécifique.

L’AFSIM met en jeu une suite d’équations nombreuses et complexes. Le logiciel
Pixies® permet de réaliser des analyses factorielles sur les images scintigraphiques de fagon

semi-automatique. Les grandes étapes réalisées par le logiciel sont les suivantes.

La premicére étape est une étape d’agrégation qui consiste a modifier I’échantillonnage
spatial des images en rassemblant les pixels voisins. Cette étape permet d’augmenter le
rapport signal sur bruit. La taille de la matrice utilisée par le logiciel pour I’agrégation est
définie par le logiciel. Plus la matrice sera de taille importante, plus le signal sera important,

moins la résolution spatiale sera précise.

La seconde étape est la sélection de trixels (le terme de trixel est employé pour
désigner la variation de I’intensité d’un pixel au cours du temps) : elle consiste a sélectionner
des données sur lesquelles 1’analyse factorielle sera réalisée. Pour cela, on choisit soit un
nombre de trixel a conserver, soit un seuil tel que les trixels dont ’intensité est supérieure au
seuil déterminé soient conservés, soit un pourcentage de trixels comportant la plus forte
intensité de signal a conserver. La notion d’intensité¢ du signal correspond a 1’aire sous la

courbe temporelle.

> Apteryx 2004 Pixies: image sequence processing software, version 1.11,
http://imagerie.apteryx fr/pixies
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L’¢étape d’analyse orthogonale est ensuite réalisée sur les données sélectionnées. Cette
étape va principalement servir a séparer le signal utile du bruit. Elle est réalisée par analyse en
composante principale (ACP) ou par analyse factorielle des correspondances (AFC), suivant
la nature du bruit retrouvé dans la séquence d’images. En imagerie scintigraphique planaire, le
bruit suit une loi de Poisson, c’est donc I’AFC qui sera utilisée. L’analyse orthogonale permet
d’obtenir une série d’images propres auxquelles sont associés des vecteurs propres et des
valeurs propres. Elle permet d’obtenir des informations sur le nombre d’images propres (et
donc de composantes physiologiques) suffisantes pour résumer les informations contenues
dans la séquence d’images originales. Elle permet 1’obtention d’un repére orthogonal dans

lequel seront situées les solutions finales.

L’analyse oblique va ensuite permettre d’identifier de nouvelles fonctions qui
combinent des vecteurs propres résultant de ’analyse orthogonale et ainsi permettre des
interprétations physiologiques. Cette étape nécessite la connaissance d’un certain nombre de
parametres a priori, ainsi que 1’opposition d’un certain nombre de contraintes. Par exemple,
dans le cas de la médecine nucléaire, le signal est positif ou nul dans chaque compartiment.
Cette contrainte est donc appliquée au modele. Le nombre de facteurs est déterminé a la fois
par les premiers résultats tirés de [’analyse orthogonale et par les connaissances
physiologiques relatives. L’analyse oblique est basée sur un algorithme d’optimisation itératif.
Il peut étre arrété¢ par I’utilisateur aprés un certain nombre d’itération ou s’arréter
automatiquement lorsque la convergence est atteinte, c'est-a-dire que la solution est définie
par un ensemble de données positives ou nulles. Dans le cas du traitement d’images
scintigraphiques, certains parameétres sont déterminés a 1’avance tels que la positivité des

courbes ou des images factorielles.

Enfin, I’étape de projection permet de revenir a 1’échantillonnage spatial initial des

données.

Nous avons voulu donc savoir si I'utilisation de I’AFSIM pour traiter nos résultats
pouvait permettre de tracer une zone d’intérét sur le cceur de fagon plus reproductible et donc
plus fiable que par I’utilisation de la technique manuelle.

2. Matériel et méthodes

2.1. Protocole expérimental

Les données utilisées pour cette étude sont les données acquises lors de la premicre
mesure de I’insulino-résistance des animaux des groupes Lard, Cafétéria et Controle. Le

protocole est expliqué en détail p. 112 et suivantes.
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Brié¢vement, les expériences sont menées sur des rats males Sprague-Dawley (Harlan,
France), normoglycémiques et normoinsulinémiques, agés de 9 semaines et nourris ad libitum

avec un régime standard A04.

L’animal est installé¢ sous la y-caméra afin d’imager le cceur, la cage thoracique étant
placée au plus pres du collimateur. Les injections du 6DIG sont effectuées sur une période
d’une minute a ’aide d’un pousse-seringue : une premiére injection de 6DIG est réalisée. La
deuxiéme injection est réalisée 5 minutes aprés ’injection d’un bolus d’insuline. Chaque

injection est suivie d’une période d’acquisition de la radioactivité cardiaque de 20 minutes
(Figure 40).

Deux séries de données ont été utilisées pour étudier la faisabilité de la méthode. Dans
la premiere, la quantité de radioactivité injectée a I’animal était d’environ 9,25 MBq en
condition basale et 9,25 MBq sous insuline. Dans le second, la radioactivité injectée était
d’environ 11 MBq pour les deux conditions.

2.2. Analyse des images

2.2.1 Placement de la ROI apres analyse factorielle

Les données obtenues par la y-caméra sont traitées par une analyse factorielle a I’aide
du logiciel Pixies. L’échantillonnage temporel des images est de 60 secondes. Une matrice
4x4 est utilisée pour I’étape d’agrégation des pixels. L’analyse factorielle est réalisée pour 3

compartiments. La ROI cardiaque est déterminée comme le contour de la région la plus dense.

2.2.2 Placement manuel de la ROI

Le placement manuel de la ROI cardiaque est réalisé sur les temps courts d’acquisition
(Figure 54), a I’aide du logiciel y-vision plus. Pour des raisons de normalisation de traitement,
la taille des ROI a été fixée a 40,74 mm®. Cette taille correspond a la taille moyenne (n=20)

des ROI réalisées sur le cceur lors du développement de la méthode d’analyse.
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Coeur
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Figure 54. Exemple de scintigraphie obtenue avec le 6DIG chez le rat.

L’image de gauche est obtenue 20 minutes aprées une injection d’un bolus de 6DIG. Une image aux temps courts
d’acquisition (ici a 30 secondes) est nécessaire au traitement des données (a droite).

2.3. Etude de reproductibilité inter-observateur

Cette étude est réalisée en calculant le descripteur empirique cardiaque apres
traitement des données par analyse factorielle grace au logiciel Pixies. Une analyse factorielle
a 3 compartiments permet de mettre en évidence le cceur et de tracer une région d’intérét sur
celui-ci. Les cinétiques du 6DIG sont alors obtenues en coups par minutes. Le traitement des
données est expliqué p.113. Pour rappel, le descripteur empirique cardiaque, basé sur

I’analyse graphique des courbes est calculé par la formule :
[AO _ Al] insuline
- [AO _ Al] basal

Ou A0 représente l'ordonnée a l'origine de la fonction mono-exponentielle d'équation ya(t) = AO*exp

DE

(-al*t)
b

calculée entre le pic d'activité tissulaire et t=10 minutes, et Al représente I'ordonnée a l'origine de la fonction
linéaire d'équation ya(t) = al*t +Al, calculée entre 10 et 15 minutes. Les valeurs de A0 et de Al sont calculées
en conditions basale et sous insuline. Les paramétres AO et Al sont calculés grace au module "numerical" du

logiciel SAAMIL.

Les données sont traitées par 2 observateurs indépendants et un test de Kappa est
effectué.

3. Résultats

3.1. Reproductibilité inter-observateur apres placement de la ROI grace
a ’analyse factorielle des séquences d’images médicales

Un exemple représentatif des résultats obtenus par ’AFSIM a 3 compartiments est
présenté Figure 55.
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Figure 55. Résultat de 1’analyse factorielle sur des images scintigraphiques obtenues aprés injection de
6DIG.

L’analyse factorielle a 3 compartiments permet I’obtention de 3 images (ou compartiments), dans lesquelles le
signal change de fagon caractéristique au cours du temps. Les courbes associées décrivent I’évolution du signal
au cours du temps.

L’interprétation des images obtenues par analyse factorielle se fait en fonction des
connaissances des structures anatomiques de I’animal, ainsi que sur les cinétiques associées a
chaque composante attendue. L’un des compartiments correspond au ceeur, le second au foie
et le troisieme aux autres parties anatomiques de I’animal. Les cinétiques associées a ces
compartiments sont différentes : les images associées au coeur et au foie présentent une
cinétique décroissante en fonction du temps alors que I’image associée au « reste du corps »

de I’animal présente une cinétique croissante.

Pour une injection de 9,25 MBq de traceur, la moyenne des valeurs des descripteurs
empiriques obtenus par le premier observateur est de 1,5 + 0,56 contre 1,48 + 0,40 pour le
second observateur (Tableau 7). Pour une injection de 11 MBq, les descripteurs sont en
moyenne de 1,58 + 0,31 et 1,55 + 0,30 respectivement pour 1’observateur 1 et I’observateur 2.

Observateur 1 Observateur 2

1°" série (n=15)

1,50 + 0,56 1,48 £ 0,40
injection de 9,25 MBq

2°™ série (n=12)

1,58 + 0,31 1,55+ 0,30
injection de 11 MBq
Tableau 7. Reproductibilité inter-observateur aprés placement de la ROI en utilisant ’analyse factorielle

des séquences d’images médicales.

La quantité de radioactivité injectée pour chaque acquisition était de 9,25 MBq (n=15) et 11 MBq (n=12). Les
descripteurs empiriques sont calculés indépendamment par deux observateur. Résultats exprimés en moyenne =+
ET.

Le test statistique de Kappa fournit un coefficient permettant d’étudier Ia
reproductibilité pour des variables aléatoires non continues. Plus ce coefficient est proche de
1, plus les séries sont en accord. Le tableau suivant permet d’estimer [’accord entre

observateurs en fonction du coefficient Kappa obtenu.
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Coefficient Kappa Accord
<0,2 Trés faible
0,21-0,40 Faible
0,41 - 0,60 Moyen
0,61 - 0,80 Bon
0,81-1 Trés bon

Les coefficients de Kappa obtenus pour les deux séries d’animaux traités sont les

suivants :

1% série : 0,382 - intervalle de confiance & 95 % [0,0752 - 0,690] — Faible
2°™e série : 0,686 - intervalle de confiance a 95 % [0,551 - 0,821] — Bon

3.2. Reproductibilité inter-observateurs apres placement manuel de la
ROI

La moyenne des valeurs des descripteurs empiriques cardiaques obtenus par le premier
observateur est de 1,39 + 1,06 contre 1,40 + 1,23 pour le second observateur pour une
injection de 9,25 MBq de traceur (Tableau 8). Les descripteurs sont en moyenne de 1,52 +
0,41 et 1,65 £ 0,72 respectivement pour 1’observateur 1 et I’observateur 2, pour une injection
de 11 MBgq.

Observateur 1 Observateur 2

1°" série (n=15)

1,39 £ 1,06 1,40 £1,23

injection de 9,25 MBq

2°™ série (n=12)

1,52 + 0,41 1,65 + 0,72

injection de 11 MBq
Tableau 8. Reproductibilité inter-observateurs apres placement manuel de la ROI

La quantité de radioactivité injectée pour chaque acquisition était de 9,25 MBq (n=15) et 11 MBq (n=12). Les
descripteurs empiriques sont calculés indépendamment par deux observateurs. Résultats exprimés en moyenne =+
ET.

Les coefficients de Kappa obtenus pour les deux séries d’animaux traités sont les

suivants :

1° série : 0,36 - intervalle de confiance a 95 % [0,184 - 0,538] - Faible
2°™¢ série : 0,24 - intervalle de confiance & 95 % [0,075 - 0,385] - Faible
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4. Discussion

Pour pouvoir réaliser une analyse factorielle sur les images scintigraphiques, il est
nécessaire de déterminer 1’échantillonnage temporel de la séquence d’images sur lesquelles
cette analyse va étre réalisée. Le choix de I’échantillonnage doit donc se faire en fonction des
connaissances a priori de la cinétique recherchée et dans notre cas, de la dose de radioactivité
injectée a I’animal. En effet, si un échantillonnage toutes les 10 secondes peut étre intéressant
au regard de la cinétique du traceur dans le cceur puisque le 6DIG arrive dans cet organe
rapidement par le systétme veineux, il présente I’inconvénient de fournir des images sur
lesquelles la quantité de désintégrations mesurées est peu important. Le nombre de coups
recueillis dans les images est faible puisque la concentration du 6DIG dans 1’organe diminue
rapidement apres injection et I’iode 125 est un élément radioactif de faible énergie (35 keV).
La statistique de comptage est donc mauvaise et I’analyse factorielle est alors impossible.
Dans notre cas, 'utilisation d’un échantillonnage temporel de 60 secondes est plus adaptée.

L’ AFSIM permet alors d’identifier le compartiment cardiaque.

Les données de deux séries de rats ont été traitées par deux observateurs indépendants,
avec le logiciel y-vision plus ou avec le logiciel Pixies. Ces deux séries difféerent uniquement
par la quantité de radioactivité injectée pour chaque condition (basale et insuline) : 9,25 MBq
ou 11 MBgq. Le positionnement de la ROI de fagon manuelle donne une faible reproductibilité
du calcul des descripteurs empiriques, et ce quelle que soit la quantit¢ de radioactivité
injectée. En utilisant I’AFSIM pour positionner la ROI cardiaque, la reproductibilité inter-
observateur est faible pour une injection de 9,25 MBq et bonne pour une injection de 11 MBq
d’activité. Ces résultats peuvent étre expliqués par une amélioration de la statistique de
comptage du fait de la plus grande quantité de radioactivité injectée : le placement de la ROI
cardiaque est alors plus facile. L utilisation de 1’analyse factorielle permet donc d’améliorer la
reproductibilité inter-observateur du placement de la région d’intérét lorsque la quantité de
radioactivité injectée est suffisante. Par ailleurs, une étude de reproductibilité précédemment
réalisée avec le calcul des index cardiaques par modé¢lisation mathématique aprés placement
manuel de la ROI a montré une reproductibilité « moyenne » (2,17 + 1,41 vs. 2,56 = 1,61 ;
test de Kappa: 0,44) de la méthode (Thése de J.Vollaire, 2010). L’utilisation du modele
mathématique au lieu du descripteur empirique pour traiter les données améliore donc la
reproductibilité inter observateur. Ceci s’explique par le fait que le descripteur empirique est
beaucoup plus sujet aux variations que l’index obtenu par modélisation mathématique,
puisqu’il est calculé a partir de rapport de pentes et ne tient pas compte de 1’activité sanguine.
La reproductibilité inter-observateur pourrait donc encore &tre améliorée avec 1’utilisation du

modele mathématique pour traiter les données extraites par analyse factorielle.
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II. TRAITEMENT DES DONNEES POUR L’ETUDE DE
L’INSULINO-RESISTANCE DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE

1. Contexte

Des études antérieures menées au sein du laboratoire ont permis de mettre au point et
de valider une méthode de mesure du transport du 6DIG dans le muscle squelettique chez le
rat (These de J.Vollaire, 2010). Cette mesure repose sur deux injections de traceur séparées
par I’injection d’un bolus d’insuline. Le transport de la molécule est donc étudié¢ en condition
basale puis sous insuline. La cinétique du transport du 6DIG dans le muscle squelettique est
différente de celle observée dans le myocarde : elle peut étre décomposée en deux phases, la

premicre rapide et la seconde, plus lente, correspondant a un plateau (Figure 56).
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Figure 56. Cinétique de transport du 6DIG en condition basale puis sous insuline dans le muscle
squelettique.

Afin de traiter les données obtenues par acquisition de la radioactivité, une
modélisation mathématique est nécessaire. L’équipe d’A.Bertoldo a développé un modéele
mathématique permettant d’estimer le transport du glucose dans le muscle squelettique
humain en TEP (Bertoldo, 2005). Dans ce modéle, le traceur, le [''C]-30MG, est injecté a
I’équilibre lors d’un clamp euglycémique hyperinsulinémique. Le comportement cellulaire du
['*1]-6DIG étant proche de celui du [''C]-30MG, un modéle mathématique, dérivé du
modéle utilisé pour le [''C]-30MG, a été mis au point au laboratoire (E. Pellegrini, L. Slimani
et P. Millet). Ce modele, développé a partir du module « compartmental » du logiciel
SAAMII, permet de quantifier le transport du glucose a partir de données biologiques et
d’obtenir un index chiffré du transport du glucose in vivo chez le rat, reflétant 1’insulino-

résistance musculaire (Figure 57). Il comporte trois compartiments: un compartiment
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plasmatique (Cp), un compartiment interstitiel (Ci) et un compartiment intracellulaire (Ce).

Les échanges entre ces compartiments sont caractérisés par des constantes de transfert k.

s2
sl
&
k{2,1) KkK(3,2)
k(1,2) k(2,3)
Figure 57. Modéle mathématique a trois compartiments développé pour I'étude du transport du 6DIG dans

le muscle squelettique chez le rat in vivo.

Cp représente le compartiment plasmatique, Ci représente le compartiment interstitiel et Ce représente le
compartiment tissulaire. Les coefficients de transfert fractionnel sont représentés entre chaque compartiment,
notés par les constantes k.

Les fonctions sl et s2 représentent les fonctions d’observation, respectivement dans le
compartiment plasmatique et dans le compartiment musculaire qui comprend le compartiment
interstitiel et le compartiment intracellulaire. Ce modele utilise également une fonction forcée
(FF) appliquée aux valeurs de la courbe d’activité plasmatique. Les échanges entre les
différents compartiments sont supposés linéaires et sont estimés a partir des coefficients de
transferts : k(1,2), k(2,1), k(3,2) et k(2,3). Les coefficients de transfert k(2,1) et k(1,2)
représentent les flux de 6DIG respectivement du compartiment plasmatique vers le
compartiment interstitiel et du compartiment interstitiel vers le compartiment plasmatique.
Les coefficients k(3,2) et k(2,3) représentent le flux entre le compartiment interstitiel et le
compartiment intracellulaire d’une part et le flux inverse, entre le compartiment intracellulaire
et le compartiment interstitiel d’autre part. L’index d’insulino-résistance musculaire (Index)

est calculé selon la relation suivante :

Index = k(3,2) insuline / k(3,2) basal

Il correspond donc au rapport de I’entrée du traceur dans le compartiment interstitiel
en condition sous insuline sur I’entrée du traceur dans le compartiment interstitiel en

condition basale. Donc, plus I’index est élevé, plus le sujet est sensible a 1’insuline.

Il a ét¢ montré que les constantes cinétiques k(i,j) pouvaient étre estimées de manicre
fiable a partir de 90 minutes d’acquisition pour chaque condition (basale et insuline), c’est

donc ce temps d’acquisition qui a été fixé pour chaque condition.
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Figure 58. Exemple de calcul des coefficients de variation des constantes cinétiques du modéle

mathématique en fonction du temps.
Jusqu'a 90 minutes, les pourcentages d’erreurs associés aux valeurs k calculées sont trés élevés et ne permettent
pas une détermination précise de ces coefficients. (Thése de J.Vollaire, 2010)

La durée des acquisitions et les nombreux prélévements sanguins nécessaires au
fonctionnement du modéle ne permettent pas d’envisager son utilisation répétée chez
I’animal. Un descripteur empirique, basé uniquement sur 1’analyse des courbes d’acquisitions
dans le muscle de 20 minutes chacune, a été¢ développé. Ce descripteur empirique musculaire
tient compte des pentes entre 1 et 5 minutes et entre 5 et 10 minutes sous insuline, ainsi que
du plateau moyen calculé entre 15 et 20 minutes en condition basale. Cependant, si ce
descripteur empirique, calculé pour des animaux sains, correle fortement a 1’index d’insulino-
résistance musculaire, il ne présente pas une sensibilité suffisante pour mesurer de faibles

variations d’insulino-résistance.

Le but de cette étude est donc d’une part d’extrapoler les données entre 20 et 90
minutes afin de permettre 1’utilisation du modele mathématique et d’autre part de vérifier que
I’utilisation des données extrapolées est équivalente a celle des données expérimentales

acquises sur 90 minutes.

2. Matériel et méthodes

Les données utilisées pour 1’optimisation du traitement des données musculaires sont

issues d’un travail précédemment réalisé au laboratoire (Thése de J.Vollaire, 2010).
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2.1. Animaux

8 rats males Wistar d’environ 340 g et 7 rats males Zucker d’environ 470 g ont été
utilisés. Le 6DIG est injecté a 1’aide d’un pousse-seringue (Harvard Pump 11 Plus, Harvard
Apparatus). L’insuline (Actrapid, 100 Ul/mL) est fournie par Novo Nordisk (Paris, France).
Les cathéters en polyuréthane sont fournis par Portex (Ref 800/100/200, Angleterre). La
radioactivité dans le muscle squelettique est détectée a 1’aide d’une sonde Nal (P14, Bicron
Corp., USA), couplée a un analyseur multicanaux fonctionnant en multi-échelles (SM512,
Novelec, France).

2.2. Préparation des animaux

Les rats, a jein depuis une dizaine d’heures environ, sont anesthésiés par une injection
intrapéritonéale de Pentobarbital Sodique (54,7 mg.mL™") & raison de 100 mL/100 g, soit 54,7
mg.kg"'. Deux cathéters, préalablement remplis de sérum physiologique hépariné (Heparine
Choay, Sanofi Aventis, 5 % soit 25000 UI dans 100 mL) sont placés : le premier dans la veine
jugulaire droite, afin de permettre les injections, le second dans I’artére carotide gauche afin
de réaliser les prélévements sanguins. Les cathéters sont ensuite « tunnélisés » sous la peau et
ressortent sur le dos de I’animal, entre les omoplates. La température corporelle des animaux
est stabilisée durant toute 1’expérience a 1’aide d’une couverture chauffante régulée par un
thermometre rectal contrdlant la température interne du rat (Homeothermic blanket control

unit, Harvard Apparatus, UK).

2.3. Acquisition de la radioactivité

La sonde permettant la mesure de la radioactivité est placée au plus preés du quadriceps
de la patte postérieure droite de I’animal. La zone de détection est délimitée par un
collimateur en plomb (3 cm de diamétre) fabriqué dans une plaque de plomb de 5 mm
d’épaisseur. L’échantillonnage temporel de D’acquisition de la radioactivité est de 10
secondes. La cinétique sanguine est suivie grace a des prélévements sanguins de 10 pL (n=2),
effectués a 0, 10, 20, 30, 40, 50 secondes puis a 1, 1,5, 2, 2,5, 3,4, 5, 10, 15, 30, 45, 60 et 90
minutes post-injection. La radioactivité contenue dans les échantillons sanguins est mesurée a

I’aide d’un compteur gamma (Cobra II auto-gamma, Packard).

Une premiére injection de 6DIG (condition basale) (9,25 MBq) est infusée sur une
période d’une minute a I’aide d’un pousse-seringue. La radioactivité est mesurée pendant 90
minutes, puis un bolus d’insuline (2,5 Ul/kg) est injecté. Cinq minutes aprés, une deuxieme
injection de 6DIG est réalisée et un nouvel enregistrement de 90 minutes est effectué
(condition insuline) (Figure 59).
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Figure 59. Protocole de mesure du transport du 6DIG dans le muscle squelettique en condition basale et
en condition insuline.

Ce protocole de 185 minutes permet ’utilisation du modeéle mathématique pour traiter les données.
2.4. Traitement numérique des données

2.4.1 Expression des données

Les données sanguines et tissulaires sont exprimées en coups par minute par millilitre
-1 . . . , .
(cpm.mL™). La normalisation s’effectue par une conversion des données fournies par la sonde
-1 A \ . ‘ ’ ’
(coups/10 secondes) en cpm.mL™~ grace a une courbe étalon ¢élaborée au préalable avec des

activités connues diluées dans 1 mL de sérum physiologique.

2.4.2 Mod¢lisation mathématique

Le traitement des données est effectué grace au module « compartmental » du logiciel
SAAM II. L’index d’insulino-résistance musculaire est calculé par le rapport des k(3,2)
insuline et basal et correspond au rapport d’entrée du traceur dans le compartiment interstitiel
en condition sous insuline sur I’entrée du traceur dans le compartiment interstitiel en

condition basale (Figure 57).

Le mod¢le mathématique est décrit par le systeme d’équations suivant:

Ci(t) = k(2,1)* Cp(t) - (k(1,2) + k(3,2)) = Ci(t) + k(2,3) * Ce(t) Ci(0)=0
Ce(t) = k(3,2) % Ci(t) — k(2,3) * Ce(?) Ce(0)=0

C(t) = (1=Vb)* (Ci(t) + Ce(t)) + Vb Cp(t)

ou Cp est la concentration plasmatique, Ci la concentration interstitielle (extracellulaire), Ce
la concentration intracellulaire en traceur, C est l'activité totale mesurée dans la région
d'intérét et Vb représente la fraction de sang qui occupe le volume imagé. Ce dernier
parametre étant tres faible, il est négligé dans le calcul.
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L'activité mesurée est décrite par :
Cobs(tj)=C(tj)+e(tj) j=12..N

ou e(#) est l'erreur de mesure au temps ¢, Cette erreur est estimée indépendante, de répartition
Gaussienne et de moyenne nulle.

La précision des paramétres fournis par le modele est évaluée par la somme des
résidus pondérés au carré (WRSS). Les résidus sont calculés a différents temps comme les

différences entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculées :

N 2
WRSS(p) = Swj |C™ (1) - C(p,1)
j=1

ou N est le nombre de mesure, p est le paramétre estimé, w; la pondération donnée par
w=At/C*"(t;) (ol At; est I’intervalle d’acquisition relatif a C*())) .

Le module « compartmental » de SAAMII calcule pour chaque coefficient de transfert
un intervalle de confiance, un écart-type et un coefficient de variation (CV) en %.

2.4.3 Extrapolation des données

Les extrapolations des cinétiques sanguines et musculaires sont effectuées avec le

module « numerical » du logiciel SAAMII.

3. Résultats

3.1. Extrapolation des données musculaires entre 20 et 90 minutes a
partir des cinétiques mesurées pendant 90 minutes.

La cinétique du 6DIG dans le muscle squelettique présente deux phases successives :
une phase de croissance rapide, suivie d’une phase de croissance lente assimilable a un
plateau. En utilisant le module « numerical » du logiciel SAAM II, les 20 premiéres minutes
d’acquisition ont été extrapolées jusqu’a 90 minutes par I’équation : yb(t) = B1*(1-exp™"™)

+B2*(1-exp ™).

Les résultats obtenus (Figure 60) montrent la moyenne des courbes réelles et la
moyenne des courbes extrapolées, pour les rats Wistar et Zucker en condition basale. On peut
voir sur cette figure que 1’extrapolation sous-estime 1’augmentation de la radioactivité dans le

muscle.
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Figure 60. Extrapolation des cinétiques musculaires.

Cinétiques musculaires moyennes mesurées entre 0 et 90 minutes (en noir) et cinétiques musculaires moyennes
extrapolées a partir des 20 premiéres minutes d’acquisition (en bleu), chez le rat Wistar et chez le rat Zucker. Ces
données sont acquises en condition basale.

Nous avons donc « imposé » au modele une valeur pour le temps = 90 minutes. Le
pourcentage d’augmentation entre 20 et 90 minutes a été calculé pour chaque rat. Les
augmentations moyennes obtenues en condition basale pour les rats Wistar et les rats Zucker
¢taient respectivement de +16 % et +23 % et ne présentaient pas de différences significatives.
Nous avons donc utilisé la moyenne des valeurs obtenues pour les rats Wistar et Zucker, soit
19 %, pour calculer, pour chaque rat, une valeur théorique a 90 minutes qui nous a permis de

« simuler » I’extrapolation vers le haut. Les courbes obtenues sont présentées Figure 61.
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Figure 61. Extrapolation des cinétiques musculaires apres correction de la valeur a 90 minutes.

Cinétiques musculaires mesurées entre 0 et 90 minutes (en noir) et cinétiques musculaires extrapolées a partir
des 20 premiéres minutes d’acquisition (en bleu), chez le rat Wistar et chez le rat Zucker. La valeur & 90 minutes
est imposée lors du calcul de I’extrapolation. Ces données sont acquises en condition basale.

Nous avons utilisé une approche similaire pour les acquisitions obtenues sous insuline.

Les valeurs obtenues étaient respectivement de 9 % et 12 %. La encore, il n’y avait pas de
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différences significatives entre ces valeurs, et c¢’est donc leur moyenne qui a été utilisée par la

suite.

Ainsi, la valeur théorique a 90 minutes est définie comme la valeur a 20 minutes,

augmentée de 19 % en condition basale et de 11 % en condition insuline.

3.2. Extrapolation des données sanguines entre 20 et 90 minutes a partir
des cinétiques mesurées, par prélevements de sang, pendant 90 minutes

Une approche similaire a été effectuée afin d’obtenir la cinétique sanguine du traceur
pendant 90 minutes a partir de la cinétique sanguine mesurée pendant 20 minutes par
prélévements sanguins (Figure 62). La cinétique sanguine est extrapolée en utilisant une

double exponentielle décroissante d’équation : ya(t) = Al*exp(-al*t) + A2%*exp(-a2*t). Le

pourcentage de diminution appliqué est de 41 % en basal et 20 % sous insuline.
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Figure 62. Extrapolation des cinétiques sanguines obtenues apres injection du 6DIG.

Cinétiques sanguines mesurées entre 0 et 90 minutes (en noir) et cinétiques sanguines extrapolées a partir des 20
premiéres minutes d’acquisition (en bleu), chez le rat Wistar et chez le rat Zucker. La valeur a 90 minutes est
imposée lors du calcul de I’extrapolation. Ces données sont acquises en condition basale (en haut) et sous
insuline (en bas).
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3.3. Calcul des index d'insulino-résistance avec le modéle
mathématique

Afin de valider I'utilisation des données extrapolées entre 20 et 90 minutes, le calcul

des index a été effectué de plusieurs maniéres :

- en utilisant les données musculaires et sanguines réelles mesurées pendant 90
minutes,

- en utilisant les données musculaires extrapolées entre 20 et 90 minutes et les
données sanguines réelles,

- en utilisant les données musculaires réelles et les données sanguines extrapolées
entre 20 et 90 minutes,

- en utilisant les données musculaires et sanguines extrapolées entre 20 et 90

minutes.

Les résultats sont présentés Figure 63. Lorsque les index sont calculés a partir de
valeurs réelles, la valeur moyenne de ces index est de 2,47 £ 0,20 pour les rats Wistar et de
1,40 £ 0,08 pour les rats Zucker. Le calcul des index avec les valeurs musculaires extrapolées
et les valeurs sanguines réelles ne change pas significativement les valeurs des index.
L’utilisation des données musculaires réelles et les données sanguines extrapolées semble
diminuer la valeur de I’index musculaire pour les rats Wistar. Cependant les moyennes ne
sont pas significativement différentes (valeurs réelles vs. valeurs extrapolées). Les index sont
significativement différents entre les animaux Wistar et Zucker, lorsque les index sont
calculés avec les cinétiques réelles (2,47 + 0,20 et 1,40 + 0,08, p < 0,001) ou avec les
cinétiques musculaires extrapolées et les cinétiques sanguines réelles (2,53 + 0,16 et 1,45 +
0,11, p <0,001). Lorsque I’index est calculé a partir des cinétiques musculaires réelles et les
cinétiques sanguines extrapolées, les index pour les animaux Wistar et Zucker ne sont pas
significativement différents. Les index calculés avec les données sanguines et musculaires
extrapolées, mettent en évidence une différence significative entre les animaux Wistar et
Zucker (2,10 £ 0,24 vs. 1,50 £ 0,07, p < 0,05).
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Figure 63. Index d’insulino-résistance musculaire

Valeurs de I’index d’insulino-résistance musculaire calculé a partir des données réelles ou extrapolées (extrap.).
*p <0,05et fp<0,001: Wistar vs. Zucker

4. Discussion

Le modele mathématique permettant le calcul d’un index d’insulino-résistance
musculaire avec le 6DIG nécessite des données tissulaires acquises sur 90 minutes ainsi que la
cinétique sanguine du traceur. Dans un premier temps, nous avons voulu savoir s’il était
possible, a partir d’acquisitions de la radioactivité dans le muscle squelettique durant
seulement 20 minutes, de calculer un index d’insulino-résistance fiable. Nos résultats
suggerent qu’une extrapolation des données musculaires a partir des 20 premiéres minutes
d’acquisition jusqu’a 90 minutes est possible mais le facteur permettant d’estimer la valeur a
90 minutes utilisée pour I’extrapolation des données, a été calculé sur un petit nombre
d’animaux : il est nécessaire de vérifier que ce facteur serait identique pour un plus grand
nombre d’animaux et sur d’autres séries expérimentales. L’utilisation d’une fonction plus
précise que la fonction « double exponentielle » et donc plus adaptée a la courbe réelle peut
¢galement étre envisagée par des études mathématiques plus completes. Enfin, il est
nécessaire de vérifier que 1’extrapolation des données est réellement applicable dans le cas
d’acquisitions de deux fois 20 minutes en démontrant la reproductibilité et la sensibilité¢ de la

méthode.
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II1. ESTIMATION DE LA CINETIQUE SANGUINE A PARTIR DE
LA CINETIQUE HEPATIQUE DU TRACEUR.

1. Contexte

Afin de pouvoir réaliser des études longitudinales chez I’animal, il est nécessaire de
s’affranchir des prélévements sanguins. Les images obtenues n’ont pas une résolution
suffisante pour tracer une ROI sur 1’aorte ou le ventricule gauche qui nous permettrait
d’obtenir la cinétique sanguine du traceur. Une approche envisageable est I'utilisation d’une
cinétique sanguine théorique déduite a partir de la courbe d’activité observée dans le foie. En
effet, le foie est un organe fortement irrigué par le sang et son positionnement sur 1’image
scintigraphique est aisé. Des biodistributions ont permis de montrer que la cinétique du 6DIG
dans le foie était décroissante et proche de celle observée dans le sang. De plus, il a été
montré que le transport hépatique du 6DIG était identique en condition basale ou apres
injection d’insuline (Perret, 1999).

Nous avons donc réalisé¢ une étude en utilisant un protocole expérimental similaire a
celui décrit dans les parties précédentes, pour voir s’il était possible, a partir de I’image

hépatique, d’extraire la cinétique sanguine du traceur.

2. Matériel et méthodes

2.1. Animaux et matériel

5 rats males Wistar (Charles River, France) d’environ 300 g ont été utilisés. Le 6DIG
est injecté a 1’aide d’un pousse-seringue ("Harvard Pump 11 Plus", Harvard Apparatus).
L’insuline (Actrapid, 100 ULmL") est fournie par Novo Nordisk (Paris, France). Les
cathéters en polyuréthane sont fournis par Portex (Ref 800/100/200, Angleterre). La
radioactivité est enregistrée au moyen d’une y-caméra dédiée au petit animal (y Imager,

Biospace).

2.2. Préparation des animaux

Les expériences sont réalisées sur des animaux a jeun depuis une dizaine d’heures.
Afin de réaliser les différentes injections et les prélévements sanguins requis par le protocole
expérimental, des cathéters sont placés sur I’animal. Les injections et les prélévements
sanguins sont réalisés via des cathéters placés respectivement dans une veine caudale et dans

une artére carotide.
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2.3. Protocole d’acquisition de la radioactivité par imagerie

Le protocole d’acquisition de la radioactivité est le méme que celui utilisé pour les
expériences précédentes : il consiste en deux injections de 6DIG séparées d’un bolus
d’inuline. Chaque injection est suivie d’une acquisition de la radioactivit¢ pendant 20
minutes. Des prélévements sanguins sont réalisés a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 13, 15 et 20
minutes post-injection lors de chaque acquisition afin d’obtenir la cinétique sanguine du

traceur.

2.4. Obtention de la cinétique hépatique

La cinétique hépatique du O6DIG est obtenue aprés traitement des images
scintigraphiques par AFSIM réalisée grace au logiciel Pixies, qui permet de définir une ROI
sur le foie de I’animal.

3. Résultats

Le pic d’activité du 6DIG dans le sang apparait en moyenne une minute apres
l'injection du traceur. Dans le foie, le pic d’activité est visible en moyenne deux minutes apres

I’injection du traceur (Figure 64).
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Figure 64. Comparaison entre une cinétique sanguine réelle et une cinétique obtenue a partir d’une région

d’intérét hépatique.

La cinétique sanguine réelle est obtenue par prélévement sanguin et la cinétique hépatique est obtenue aprés

positionnement d’une région d’intérét au niveau du foie sur I’image scintigraphique. Les données obtenues sont
. . g P -1

ensuite corrigées et exprimées en cpm.mL.
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4. Discussion

La nécessité de réaliser des prélévements sanguins pour obtenir la cinétique sanguine
du traceur est un facteur limitant pour utiliser le modele mathématique de fagon chronique
chez I’animal. Nous avons donc voulu voir s’il était possible d’obtenir la cinétique sanguine
du traceur grace a l’activité hépatique mesurée directement sur l’image. Nos résultats
montrent qu’il existe un décalage du pic d’activité entre le compartiment hépatique et le
compartiment sanguin. Les valeurs aux temps précoces de la cinétique sanguine étant
fondamentale pour le calcul des index, I’utilisation de la cinétique extraite du foie ne permet

pas I’estimation des constantes de transfert du modele mathématique.

Ainsi, en 1’état de nos connaissances, les prélévements sanguins restent indispensables
pour utiliser un modéle mathématique pour déterminer un index d’insulino-résistance

tissulaire avec le 6DIG.

Pour résumer cette troisiéme partie :

« L’utilisation de I’AFSIM améliore la reproductibilité dans le positionnement de la
région d’intérét cardiaque, a condition que la quantité de radioactivité injectée soit
suffisante. Ces résultats obtenus par analyse graphique des courbes sont a

confirmer avec I’utilisation du mode¢le mathématique.

« L’extrapolation des données de ’activité musculaire entre 20 et 90 minutes permet
le calcul de I’index d’insulino-résistance musculaire avec le modele mathématique,
mais cette méthode est trop peu sensible pour envisager son utilisation pour la

mise en évidence de faibles variations d’insulino-résistance.

« L’utilisation de la cinétique hépatique ne permet pas d’obtenir la cinétique
sanguine du 6DIG. La cinétique sanguine obtenue par prélévements sanguins reste

donc indispensable a I’utilisation du mode¢le mathématique.

Il est donc possible d’obtenir un index d’insulino-résistance cardiaque avec deux
acquisitions de la radioactivit¢ de 20 minutes (condition basale et sous insuline), mais les

prélévements sanguins restent nécessaires entre 1 et 20 minutes.
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Conclusions et perspectives

L’obésité et I’insulino-résistance, deux éléments centraux du syndrome métabolique,
touchent chaque année de plus en plus d’individus: ces pathologies sont devenues de
véritables problémes de santé publique. L’existence d’un nouvel outil de mesure de I’insulino-
résistance en imagerie nucléaire, le 6DIG, permet d’envisager de nombreuses études pour
mieux comprendre I’apparition de ces perturbations métaboliques.

Ce travail de thése a permis de montrer la faisabilit¢ d’une mesure chronique de
I’insulino-résistance dans le cceur et dans le muscle squelettique en imagerie nucléaire avec le
6DIG. Aucune insulino-résistance n’a ét¢ mise en évidence au cours des trois mois de régime
sur le modele animal d’obésité induite par régime alimentaire. Dans ce contexte, il serait
intéressant d’une part d’augmenter le nombre d’animaux de 1’étude et d’autre part de
reproduire ces expériences sur plus de trois mois, afin de savoir si 1’utilisation de ces régimes
alimentaires conduit ou non au développement d’une insulino-résistance plus tardive.

Des études visant a améliorer la sensibilité de la méthode de mesure de I’insulino-
résistance dans le cceur et dans le muscle ont également été réalisées et les résultats sont les
suivants :

1- L’utilisation de I’Analyse Factorielle des Séquences d’Images Médicales pour
délimiter une région d’intérét cardiaque permet d’améliorer la reproductibilité inter-
observateur de la méthode, lorsque la quantité¢ de radioactivité injectée est suffisamment
élevée.

2- L’optimisation du traitement des données musculaires permet une réduction des
durées d’acquisition de la radioactivité de 90 a 20 minutes. Ces résultats restent cependant a
confirmer sur un plus grand nombre d’animaux et la sensibilité de cette technique est a
évaluer avec précision : en effet, cette technique pourrait étre trop peu sensible pour mettre en
¢évidence de faibles variations d’insulino-résistance.

3- En I’état actuel de nos connaissances, il est impossible de s’affranchir des
prélévements sanguins permettant I’obtention de la cinétique sanguine pour [’utilisation du

modele mathématique.
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Résumé

Les prévalences de I’obésité et du diabéte de type 2 sont en nette augmentation et ces deux
pathologies sont étroitement liées. Le diabete de type 2 est caractérisé par une incapacité des
cellules B du pancréas a sécréter de 1’insuline et par un défaut de transport du glucose en
réponse a ’insuline dans les tissus insulino-sensibles (ou insulino-résistance, IR) : le muscle
squelettique, le cceur et le tissu adipeux. L’utilisation d’un traceur du transport du glucose
marqué a I’iode radioactif, le 6DIG, permet d’évaluer I’IR de fagon non-invasive dans le coeur
et le muscle squelettique. L objectif de ce travail était d’étudier le développement éventuel de
I’IR chez des animaux rendus obeéses par des régimes enrichis en lipides et/ou en glucides.
Aucune IR n’a été mise en évidence au cours des trois mois d’expérience dans le modéele
animal d’obésité induite par régime alimentaire. Des études visant a optimiser le traitement
des données obtenues avec le 6DIG ont également été réalisées. Celles-ci nous ont permis de
montrer : 1- une amélioration de la reproductibilité¢ de la méthode de mesure de I’IR cardiaque
par utilisation de 1’Analyse Factorielle des Séquences d’Images Médicales, 2- la faisabilité
d’une diminution de la durée des acquisitions de la radioactivité pour la mesure de I'IR
musculaire, 3- la nécessité¢ de réaliser des prélévements sanguins pour l’utilisation de la
modélisation mathématique afin de traiter les données.

Mots-clés : Obésité — Insulino-résistance — Régimes enrichis en graisses et en sucres —
Imagerie nucléaire — 6DIG

Abstract

Prevalence of obesity and type 2 diabetes are in constant augmentation worldwide and these
pathologies are closely associated. Type 2 diabetes represents a combination of pancreatic [3-
cell dysfunction and insulin-regulated glucose uptake impairment in insulin-sensitive tissues:
heart, skeletal muscles and adipose tissues. The novel tracer of glucose transport ['**1]-6DIG
allows the non invasive determination of insulin resistance (IR) in the heart and skeletal
muscle. The aim of this study was to evaluate the development of IR in rats fed a high-fat
and/or high-carbohydrate diets. No insulin resistance was observed during the 3 month of
experimentation in our animal model. Study to optimize 6DIG obtained data reduction was
also made. The results show: (1) improvement of the method data reduction reproducibility in
the heart with Factor Analysis of Medical Image Sequences technique, (2) a possibility to
reduce radioactivity acquisition time to muscle IR measurement, (3) the need of blood sample
to use mathematical modeling in the data reduction.

Key-words : Obesity — Insulin resistance — High-fat/High carbohydrate diets — Nuclear
imaging — 6DIG

169



