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A.  Problématique et objectifs

La triade entre diabéte de type 2 (DT2), stéatose hépatique non alcoolique ou Non-
alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) et inflammation adipocytaire, entretient un état
physiopathologique critique, subtil (Yilmaz et al, 2014), et devient plus complexe lorsqu’elle
est associée au trouble de sécrétion des incrétines (Scheen, 2014). Ces différentes relations
sont tres peu décrites dans la littérature ou souvent incompletement élucidées. Parmi la
famille des incrétines, le Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) a été le plus étudié pour ses
multiples effets physiologiques entéro-hormonaux. Les plus cruciaux ont d’ailleurs fait I’objet
de cibles pharmacologiques, ouvrant la voie a de nouvelles classes thérapeutiques d’anti-

diabétiques, tels le Liraglutide et I’Exanatide (Tian et al, 2018 ; Kenny et al, 2010).

Le GLP-1 est produit via I’expression du geéne codant le pro-glucagon, sécrété par les
cellules L entéro-endocrines duodeno-jéjunales. Il est libéré en réponse a l'ingestion de
nutriments, particuliérement les glucides et les lipides monoinsaturés. La demi-vie du GLP-1
plasmatique est tres courte (2 minutes), car il est inactivé rapidement par la dipéptidyl
peptidase 1V (DPP-1V). Le GLP-1 se lie a ses récepteurs spécifiques cellulaires heptahélicaux
couplés a I’activation de 1’adénylate-cylase qui stimule la synthése d’AMP cyclique via la
voie de signalisation de la protéine kinase A - glucose dépendante (Holz, 2004). Les
récepteurs du GLP-1 s’expriment dans différents tissus tels que pancréas, foie, ceeur, poumon,

tissu adipeux, muscle lisse, rein et cerveau (hypothalamus).

Le GLP-1 exerce plusieurs effets physiologiques dont la satiété, en freinant la vidange
gastrique. Il potentialise I'insulinosécrétion post prandiale avec plus de 70% des effets
insulinotropes sans hypoglycémie (le GLP-1 n’a pas d’action directe sur la sécrétion
d’insuline en absence de glucose), et inhibe la libération du glucagon (Andersen et al, 2018).
La majorité des travaux qui ont exploré les relations entre NAFLD et DT2 ont décrit
séparément les associations DT2-NAFLD (Lallukka et al, 2016); DT2-GLP-1 (Gupta et al,
2017) et NAFLD- GLP-1 (Armstrong et al, 2016). Ces interactions ont été le plus souvent
liées a I’insulinorésistance hépatique (Birkenfeld et al, 2014) et les marqueurs du syndrome
métabolique. L’ensemble des méta-analyses publiées confirme la prévalence de la NAFLD
dans le DT2, et mentionne que 1’hyperactivité du tissu adipeux viscéral est celle qui a été la

plus incriminée dans la genése des désordres métaboliques en rapport avec la dysfonction
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hépatique et les troubles vasculo-inflammatoires (Tchernof et al, 2013). Cependant, durant la
derniére décennie, les travaux publiés suggerent que le véritable primum movens des
dysfonctionnements physiologiques observes au cours de la NAFLD et du DT2 trouvent leur
origine au niveau du tractus gastro-intestinal car le flux de sécrétion du GLP-1 devient

inapproprié (Zarrinpar et al, 2012), avec implication du microbiote (Bischoff et al, 2017).

Le concept d’axes anatomiques physiologiques entre les organes a permis d’éclaircir les
mécanismes impliqués. En effet, le tube digestif entretient des interactions multiples avec
d’autres organes, tels que le pancréas endocrine (entéro-insulaire via la prolifération des
cellules béta et I’inhibition de leur apoptose) (Ranganath et al, 2008), le foie (entéro-
hépatique via D’atténuation de la néoglucogenese et la stimulation de la
glycogénogenése) (Visschers et al, 2013), le tissu adipeux (entéro-adipocytaire via la
réduction du flux des acides gras libres) (Musso et al, 2009) et le cerveau (entéro-cérébro
spinale via les effets physiologiques du nerf vague) (Latorre et al, 2016). Dans la famille des
adipokines : la leptine, ’adiponectine et la résistine sont celles qui ont été les plus incriminées
dans la coexistence DT2-NAFLD (Hui et al, 2013) via la modulation des incrétines (Cox et
al, 2018). Le processus inflammatoire vient se greffer a cette association de dysglycémies et
de stéatose, activé par la voie de signalisation des cytokines pro-inflammatoires du TNFa,
(Tumor Necrosis factor alpha) (Nielsen et al, 2013) et des interleukines, particulierement
I’IL6 (Donath et Konrad, 2018).

L’objectif de cette thése est de mettre en évidence la relation entre le profil de sécrétion
du GLP-1 et les facteurs de risque cardiovasculaires retrouves chez le patient diabétique de
type 2 atteint d’une stéatose hépatique non alccolique ou non. Parrallelement, nous
aborderons I’hypothese si le GLP-1 peut étre considéré comme un biomarqueur modulateur
de transition entre la NAFLD isolée et le DT2. Les effets pléiotropes du GLP-1 seront
argumentés vis-a-vis des marqueurs du syndrome métabolique et les concentrations sériques
en adipokines et cytokines pro inflammatoires. Tres peu d’études décrivent ces interactions,

motivant 1’exploration de cet aspect de la question.
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B. REVUE DE LA LITTERATURE

I - SYNDROME CARDIOMETABOLIQUE

1. Historique

Plusieurs dénominations ont été proposées pour le SCM. En 1988, Reaven crée le terme
de syndrome X pour désigner une constellation d’anomalies liées a 1’insulinorésistance et a
I’hyperinsulinémie. Il en résulte un mécanisme de compensation face a la résistance cellulaire
vis-a-vis de I’action de I’insuline : exces pondéral, une diminution de la tolérance au glucose,
une hypertriglycéridémie, un abaissement du taux de cholestérol HDL et une hypertension

artérielle (Reaven, 1988).

Par la suite le SCM a été dénommé : syndrome d’insulinorésistance, syndrome
métabolique, Quatuor mortel, pluri- ou poly-métabolique. Cependant, Kylin en 1923 décrit un
syndrome associant hypertension artérielle, hyperglycémie, et 1I’hyperurécémie (Abate et al,
2004), mais n’insiste pas sur le caractére androide de I’obésité. Et dés 1956, Vague a mis
I’accent sur la relation étroite entre obésité « masculine », diabéte sucré, goutte et

athérosclérose (Vague, 1956).

Plus tard, le syndrome SCM s’est diversifié et de nombreuses anomalies s’y sont
intégrées, toutes étant des facteurs, ou des marqueurs de risques cardiovasculaires incluant
I’obésité de type androide, la microalbuminurie, le défaut de fibrinolyse et 1’état pro-
thrombotique. Cependant la résistance a I’insuline est le critére principal qui n’est pas
mesurable en pratique courante, et on consideére la présence d’une obésité androide
(également nommée abdominale ou centrale) un élément de diagnostic et un facteur
pathogénique du SCM (Traxer et al, 2006). Actuellement on caractérise le syndrome SCM
par la présence d’un ensemble de désordres métaboliques dont la coexistence chez un méme
individu peut correspondre d’une part a un mécanisme physiopathologique commun et d’autre
part expose le sujet a un risque accru de survenance ultérieure de diabete de type2 et de
maladies cardiovasculaires (Ford et al, 2002).

2. — Définitions du Syndrome Cardiométabolique
Les experts ont établis des facteurs de risques incontournables dont 1’association définit le

syndrome cardiométabolique (Tableau I)
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Tableau I : Criteres du syndrome SCM selon I’OMS, la NCEP-ATPIIL, I’EGIR, I’IDF et ’ESC/ESH.

Critéres OMS NCEP-ATPIII EGIR IDF ESC/ESH
1998-1999 2001-2002 2002 2005 2007
Facteurs de Insulinorésis_tqnce > 3criteres !nsulinémie a Obésité +2 2 > 3criteres
risques + 2 autres critéres jeun+ 2 autres | autres critéres
critéres
Obésité IMC>30kg/m’ Non Non Non Non
Insulinémie & jeun >quartile supérieur | Non >qu§1r_tile Non Non
supérieur
Rapport T/H > 0.90H Non Non Non Non
Taille/Hanche T/H>085F
Non TT>102cmH TT>94cmH TT>94cmH TT >102cmH
Tour de taille TT>88cm F TT>80cm F | (%) TT >88cm F
TT >80cm F
Pression artérielle | >140/90 mmHg(*) | >130/85mmHg | >140/90mmHg | >130/85mmHg | >130/85mmHg
Triglycérides >1,50g/1 >1,50g/1 >1,80g/1 >1,50g/1 >1,50g/1
) <0.35g/I H <0.40 g/l H <0.40 g/l H <0.40 g/l H <0.40 g/l H
Cholestérol HDL | _ /1 £ <050 g/l F <0409/l F | <0.50g/l F <0.46 g/l F
>1.10g/1 (**) >1.10 g/l >1.10g/1 >1.00g/1 >1.00g/1 (***)
Glycémie & jeun ou traité ou DT2 connu
pour une
hyperglycémie
Microalbuminurie | Oui Non Non Non Non

(*)=160/90 dans la premiére version de 1998, puis >140/90 dans la version finale de 1999.
(**) et /ou >1.40g/l a 2heures d’une HGPO dans la définition de ’OMS
(***) présence obligatoire dans la définition de I'IDF, mais seuil variable selon I’ethnie (valeurs du tableau valable pour les sujets européens, et
population arabe du moyens orient, sub Sahara africain et Este méditerranéens)
(****) valeur seuil abaissée a 1.00g/l dans la version remaniée retenue en 2005
T/H : rapport tour de taille sur tour de hanches ; TT : tour de taille ; H : homme ; F : Femme
Delarue et al, 2005 ; Luyckx et Scheen, 2004 ; Lameria et al, 2008 ; Scheen et Luyckx, 2003 ; Traxier et al, 2006 ; Guize et al, 2008.

2.1. Définition du SCM selon I’Organisation Mondiale de la Santé

L’O.M.S. fut la premiere organisation a établir une définition de ce syndrome (Alberti et

al, 1998) ; elle avait pour principal objectif de fournir un outil dans la prévention du risque

cardiovasculaire. De plus, elle a également eu pour effet d’ouvrir le débat entre les

associations qui ont alors pu s’appuyer sur une base commune. Cependant, cette définition

reste encore complexe est difficilement applicable en pratique clinique quotidienne. Elle

propose en effet de réaliser un clamp euglycémique hyperinsulinique qui ne peut se prévoir

qu'au cours d'une hospitalisation encadrée et ne peut donc s’appliquer qu’a une minorité de

patients et non a I’ensemble d’une population comme le voudrait I’objectif de prévention.

La régulation du glucose est un €lément clé selon I’O.M.S. ; son évaluation reste difficile

en dehors d’un contexte de recherche et I’utilisation d’un marqueur intermédiaire (insulinémie

a jeun, index HOMA - homeostasis model assessment qui estime 1’insulino resistance). Un

état d’insulinorésistance est patent si le HOMA est > 1,64 (Tableau Il). La micro-

albuminurie, critere présent uniquement dans la définition de I’O.M.S., est en pratique d’une

fréquence faible chez les sujets non diabétiques (Junquero et Rival, 2005). De plus, I’indice
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de masse corporelle (IMC) n’est pas I’indice le plus fiable concernant la mesure du risque
cardiovasculaire. Le tour de taille se révélera étre un meilleur indicateur, car il est mieux
corréelé avec la masse grasse viscerale. Cette définition présente donc de nombreuses limites

qui font qu’elle n’est pas la plus utilisée.

Tableau Il ; Définition du SCM selon ’OMS

INSULINORESISTANCE et/ou des anomalies de la glycémie

Un diabete de type 2 > 1,26 g/L

Et/ou une hyperglycémie modérée a jeun 6,1 - 7,0 mmol/L (1,09 - 1,25 g/L)

Et/ou une intolérance au glucose HGPO a 2 heures entre 7,8 et 11,1 mmol/L (1,40 - 2 g/L)
Et/ou une glycémie a jeun normale, Captation du glucose en deca du quartile inférieur

mais une réponse au clamp
hyperinsulinémigue euglycémique anormale

et au moins deux des criteres suivants

Hypertension artérielle PAS > 140 mmHg ; PAD > 90 mmHg

ou la prise d’un traitement anti-hypertenseur

Dyslipidémie TG > 1,7 mmol/L (>1,50 g/L)

ou la prise d’un traitement hypolipémiant et/ou HDL-Cy < 0,9 mmol/L (< 0,34 g/L),
HDL-Cg< 1,0 mmol/L (< 0,38 g/L)

IMC > 30 kg/m?

RTH > 0,90 (H), > 0,85 (F)

Microalbuminurie Albuminurie > 20 pug/min ; ou Alb/créa > 30 mg/g

HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale ; PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pression artérielle diastolique;
TG : triglycérides ; HDL-C : High density lipoprotein cholesterol ; H : Hommes ; F : Femmes ; IMC : indice de masse
corporelle ; RTH : Rapport taille sur hanche.

2.2. Definition du SCM selon ’European Group for the Study of Insulin Resistance

La définition de I’EGIR est proche de celle de I’'OMS car elle privilégie elle aussi le
mécanisme de I’insulinorésistance, et comporte des alternatives (et/ou pour plusieurs criteres)
ce qui en limite le caractére opérationnel (Tableau I11). Cependant, cette définition
européenne exclu de sa définition les personnes diabétiques et considere le diabéte de type 2

plutét comme la conséquence du syndrome métabolique (Eschwege et al, 2005).

De plus, elle ne considére pas 'IMC comme un marqueur en soi, contrairement a la
proposition de ’0O.M.S. Elle ne retient pas non plus le rapport tour de taille sur tour de
hanches, de plus en plus abandonné, mais simplement le tour de taille. Par ailleurs, elle retient
des valeurs quelque peu différentes pour la pression artérielle (en distinguant la pression
artérielle systolique et diastoliqgue comme des criteres distincts), le taux de triglycérides et le
niveau de cholestérol HDL (Luyckx et al, 2004).
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Tableau Il : Critéres de diagnostique du syndrome SCM selon la définition de PEGIR

UNE HYPERINSULINEMIE A JEUN :

Insulinémie & jeun > 75¢me percentile

ET AU MOINS DEUX DES CRITERES SUIVANTS :

Une hyperglycémie modérée a jeun Entre 6,1 et 6,94 mmol/L (1,09 et 1,25 g/L)
Hypertension artérielle systolique PAS > 140 mmHg

ou diastolique ou traitement anti-hypertenseur PAD > 90 mmHg

Dyslipidémie TG > 2,0 mmol/L (>1,76 g/L)

ou traitement de I’anomalie lipidique HDL-C < 1,0 mmol/L (0,38 g/L)

Tour de taille >94 ¢cm (H) ; >80 cm (F)

PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pression artérielle diastolique ; TG : triglycérides ; HDL-C : high density
lipoprotein cholesterol ; H : Hommes ; F : Femmes.

2.3. Définition du SCM selon la NCEP-ATP 111

En 2001, le groupe d'experts américains du National Cholesterol Education Program
(N.C.E.P.) rédige un troisieme rapport traitant de la prise en charge des dyslipidémies de
I'adulte, intitulé Adult Treatment Panel 111 (ATP I1I) (Tableau 1V). 1l concerne la prévention
primaire de coronaropathie chez des patients ayant de multiples facteurs de risque
cardiovasculaire. La premiere anomalie a considérer est I'augmentation du LDL-cholesteérol.
En second lieu, il identifie les sujets dont I'association de plusieurs facteurs de risque, le SM,
nécessite une prise en charge intensifiee. Selon ces experts, un individu entre dans la
définition du syndrome métabolique s’il présente trois anomalies parmi les cinq recensées.
Elle n’inclut pas les individus traités pour un diabéte, une hypertension ou une dyslipidémie

(NCEP, 2001).

Tableau 1V : Critéres de diagnostique du syndrome SCM selon la définition du NCEPATP-III

Obésité abdominale : Tour de taille >102 cm (H), > 88 cm (F)

Dyslipidémie TG > 1,7 mmol/L (>1,50 g/L) ;
HDL-C < 1,04 mmol/L (< 0,40 g/L) ;
HDL-C ¢ < 1,29 mmol/L (< 0,49 g/L)

Hypertension artérielle PAS > 130 mmHg; PAD > 85 mmHg

Glycémie a jeun > 6,1 mmol/L (1,09 g/L)

H : Hommes ; F : Femmes ; TG : triglycérides ; HDL-C : high-density lipoprotein cholesterol ; PA : pression artérielle.

Cette définition du syndrome métabolique par la NCEPATP-III ne prend en compte ni le
taux d’insulinémie, ni le niveau de sensibilit¢ a 1’insuline, contrairement a la définition de
I’O.M.S. ou de EGIR. Elle a cependant le mérite de permettre son application dans la
pratique clinique quotidienne, mais il faut bien se rendre compte qu’il n’est pas clairement

établi actuellement que les cing composantes du syndrome entraine un risque comparable de
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complications cardiovasculaires (Luyckx et al, 2004). Il est important de noter que cette
définition du syndrome métabolique par la NCEPATP-III est celle qui a été retenue par la
troisieme Task Force européenne pour la prévention des maladies cardiovasculaires
(Debacker et al, 2003).

La Task Force, regroupe une série impressionnante de sociétés européennes impliquées a
des titres divers dans la lutte contre 1’athérosclérose, a reconnu nominalement le SM comme
un facteur de risque de mortalité cardiovasculaire prématurée alors que les deux premiers
consensus de la Task Force en 1994 et 1998 n’en faisaient pas mention. Ce choix européen
dans la définition du SM ajoute un crédit considérable a celle proposée par le NCEP-ATP llI.
Ceci est d’autant plus vrai que la définition du syndrome métabolique proposée par le NCEP-
ATP III a également regu I’aval de la communauté cardiologique lors d’une conférence du

National Heart, Lung, and Blood Institute/American Heart Association (Grundy et al, 2005).
2.4. Définition du SCM selon PAACE

En 2003, I'American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) fournit une
nouvelle définition du SM (Einhorn et al, 2003), envisagé par les auteurs comme le
syndrome d’insulinorésistance. Les critéres apparaissent comme un compromis entre ceux
proposes par les définitions du NCEP-ATPIII et I’O.M.S. (Tableau V). Les experts de la
A.A.C.E considérent qu’il existe des individus « a risque » de développer le syndrome
d’insulinorésistance. Ils établissent une liste indicative de ces facteurs de risque et considerent
que plus le patient présente de facteurs, plus il est a risque de présenter le SM. Toutefois, ils
précisent que seul le clinicien décidera du diagnostic en tenant compte des antécedents, de
I’examen clinique et des résultats de biologie. Cette liste n’est pas limitative. Les facteurs de
risque pris en compte sont les suivants :

- Excés de poids corporel : IMC > 25 kg/m? ;

- Tour de taille > 102 cm (H), > 88 cm (F) ;

- Age>40ans;

- Appartenance ethnique des non-Caucasiens ;

- Antécédents familiaux (diabéte de type 2, hypertension, maladies cardiovasculaires) ;
- Antécédents d’intolérance au glucose ou de diabéte gestationnel ;

- Diabete ;

- Acanthosis nigricans ;

- Syndrome des ovaires polykystiques (SPOPK) ;

- Stéatose hepatique non alcoolique.
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Les experts de la AACE considérent que si un patient a risque présente deux anomalies ou

plus, il entre dans la définition du syndrome d’insulinorésistance. Cependant, il n'existe aucun

test disponible pour définir I’insulinorésistance dans la pratique clinique courante, et ’HGPO

constitue une meilleure preuve d’insulinorésistance que I’hyperglycémie modérée a jeun.

Cette définition ne permet pas la réalisation d’études épidémiologiques car les criteres fournis

sont trop imprécis, mais elle a le mérite de laisser une plus grande liberté d’action au clinicien

dans son diagnostic.

Tableau V : Critéres de diagnostique du syndrome SCM selon la définition de ’AACE

Hyperglycémie modérée a jeun ou 2h apreés ’HGPO

6,1 - 7,0 mmol/L (1,09 g/L); 7,8 - 11,1 mmol/L(1,09 g/L)

Dyslipidémie

TG > 1,7 mmol/L (>1,50 g/L);
HDL-Cy < 1,04 mmol/L (0,40 g/L) ;
HDL-Cr < 1,29 mmol/L (0,49 g/L)

Hypertension artérielle

PA >130; PAD > 85 mmHg

HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale ; TG : triglycérides ; HDL-C : high-density lipoprotein cholesterol ; H :

Hommes ; F : Femmes ; PA : pression artérielle.

2.5. Définition du SCM selon I’American Heart Association

En 2005, I’A.H.A. publie dans Circulation, le journal de I’association, un article qui valide

la définition proposée pas le NCEP-ATP Il mais qui lui apporte quelques modifications

(Tableau V).

Tableau V1 : Critéres de diagnostique du syndrome SCM selon la définition de ’AHA.

Obésité abdominale : Tour de taille

>102 cm (H) ; > 88 cm (F)

Dyslipidémie ou traitement hypolipémiant

TG > 1,7 mmol/L ; HDL-C < 1,03 mmol/L (H) ; < 1,30 mmol/L
(F)

Hypertension artérielle systolique ou diastolique
ou traitement anti-hypertenseur

PAS > 130 mmHg
PAD > 85 mmHg

Glycémie a jeun ou traitement hypoglycémiant

> 5,6 mmol/L

H : Hommes ; F : Femmes ; TG : triglycérides ; HDL-C : high-density lipoprotein cholesterol ; PAS : pression Artérielle

systolique ; PAD : pression artérielle diastolique.

Concernant le seuil de la glycémie a jeun, il est abaissé a 5,6 mmol/L suite aux nouvelles

recommandations de 1’American Diabetes Association (ADA). De plus, on consideére ici que

la prise d’un traitement médicamenteux correcteur d’une anomalie lipidique, tensionnelle ou

glycémique constitue un critére d’inclusion.
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2.6. Définition du SCM selon P’International Diabetes Federation
La Fédération internationale du Diabete ou IDF regroupe en 2005 un comité d’experts, de
différentes spécialités en rapport avec le risque cardiovasculaire et de nationalites différentes,

afin de proposer une définition « universelle » du SCM (Alberti et al, 2005).

Pour établir le diagnostic de syndrome métabolique a I’aide de cette définition, le patient
devra présenter une obésité centrale ainsi que deux criteres parmi lesquels on retrouve ceux
proposés par I’AHA, ainsi que les traitements des anomalies qui sont également pris en
compte. L’IDF a donc identifié¢ un besoin de rationaliser les différentes définitions qui avaient
été¢ formulées. Ce besoin s’étendait de la pratique clinique a la recherche. La nouvelle
définition de I'IDF tient compte de 1’évidence croissante que I’adiposité abdominale est
commune & chacun des composants du SM. Selon cette nouvelle définition, une augmentation
du tour de taille constitue un élément nécessaire au diagnostic du SCM. Cette nouvelle
définition de I’IDF inclut pour la premicre fois des points critiques d’obésité spécifiques aux
différents groupes des populations. Des points critiques de tour de taille spécifiques ont été
inclus dans la nouvelle définition de I’IDF (Tableau VII) y compris 1’origine du continent
(Tableau VIII). En effet, la nouvelle définition repose sur un critére indispensable qu’est
I’obésité centrale mesurée grace au tour de taille. Cependant, cette mesure n’est pas nécessaire
si le patient présente un IMC supérieur a 30 kg/m?. De plus, elle propose d’adapter le critére
du tour de taille en fonction de 1’appartenance ethnique du patient ce qui permet une
utilisation pratique de cette définition, tout en gardant en téte les spécificités métaboliques de

I’individu en fonction de son ethnie.

Tableau VII : Critéres de diagnostique du syndrome SCM selon la définition de I’IDF

Obésité centrale Tour de taille* — propre au groupe ethnique
Hypertriglycéridémie ou traitement hypolipémiant >1,7 mmol/L (150 mg/dL)
Hypocholestérolémie & HDL <1,03 mmol/L (40 mg/dL) chez les hommes

ou traitement spécifique de ce trouble lipidique <1,29 mmol/L (50 mg/dL) chez les femmes
Hypertension ou traitement d’une hypertension Systolic : >130 mmHg ou diastolic : >85 mmHg
Intolérance au glucose ou diabéte de type 2 Glycémie veineuse a jeun >5,6 mmol/L (>1g/L)

* Si 'IMC est >30kg/m2, il n’est pas nécessaire de mesurer le tour de taille.

Tableau VIII : Valeurs du tour de taille pa rapport a I’origine ethnique

Continent Tour de taille (cm)
Europoides > 94 (Homme) ; > 80 (Femme)
Sud-asiatiques > 90 (Homme) ; > 80 (Femme)
Chinois > 90 (Homme) ; > 80 (Femme)
Japonais > 85 (Homme) ; > 90 (Femme)
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2.7. Définition du SCM selon la «Québec Cardiovascular Study»

Parmi les nombreux facteurs de risque impliqués dans le SCM, la QCS a particulierement
insisté sur la triade athérogénique ou I’hyperinsulinémie reste un facteur de risque coronarien
indépendant (Luyckx et al, 2004). Elle comporte 1’association d’une élévation de
I’insulinémie a jeun, d’une augmentation de I’apolipoprotéine B (apo-B) et d’une diminution
de la taille des particules LDL, anomalies fréqguemment rencontrées chez les sujets masculins
avec obésité viscérale. Il a été rapporté que les sujets porteurs de cette triade ont un risque
vingt fois supérieur de coronaropathie que les sujets non porteurs, alors que le risque relatif
n’est accru que de quatre fois environ si I’on prend en considération la triade lipidique

classique (taux de LDL et triglycérides accrus et de HDL abaissé).

C’est dans ce but qu’il a été introduit le concept du tour de taille hypertriglycéridémique
ou « hypertriglyceridemic waist ». En effet, plus de 80% des hommes avec simultanément un
tour de taille accru (> 90 cm) et une hypertriglycéridémie (> 1,50 g/L) sont porteurs de cette
triade métabolique et présentent donc un risque tres élevé de développer une maladie
coronarienne. A I’inverse, parmi les sujets avec un tour de taille < 90 cm et des triglycérides

< 1,50 g/L, seulement 10% sont porteurs de la triade athérogénique (Lemieux et al, 2000).
2.8. Harmonisation de la définition du Syndrome Cardiométabolique

En octobre 2009, six sociétés savantes, compétentes dans le domaine du risque
cardiovasculaire, se sont regroupées pour établir un état des lieux de la situation concernant
I’identification du SCM (Tableau 1X) et harmoniser sa définition (Alberti et al, 2009). Ainsi,
I’International Diabetes Federation Task Force on Epidemiology and Prevention, le National
Heart, Lung, and Blood Institute, 1’American Heart Association, la World Heart Federation,
I’International Atherosclerosis Society et 1’International Association for the Study of Obesity
sont d’accord sur le fait qu’il faut accorder une plus grande attention aux complications de
I’obésité et au SCM. De plus, un consensus a été établi quant a la terminologie et le terme de
«SCM» est désormais adopté. Cependant, un désaccord considérable persiste entre les
différents groupes d’experts concernant les critéeres de diagnostic. Différentes définitions
ayant été proposées, cela a conduit a une certaine confusion des cliniciens quant a
I’identification des sujets porteurs du SCM. Il existe également une controverse sur le fait de
classer le SCM en tant que syndrome a part entiére ou bien en tant qu’ensemble de

phénotypes non apparentés.
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Tableau IX : Critéres diagnostiques du syndrome SCM selon la définition harmonisée de ’OMS

03 Criteres parmi les suivants :

Obésité abdominale : Tour de taille Selon le groupe ethnique

Dyslipidémie ou traitement de I’anomalie lipidique TG > 1,7 mmol/L (> 1,50 g/L) ;
HDL-Cy, < 1,00 mmol/L (< 0,38 g/L) ;
HDL-Cg < 1,30 mmol/L (< 0,50 g/L)

Hypertension artérielle ou traitement de 'HTA PAS > 130 mmHg ; PAD > 85 mmHg

Glycémie a jeun ou traitement de I’anomalie >5,6 mmol/L (>1g/L)

Concernant les criteres de diagnostic, la physiopathologie du SCM reste mal connue et de
ce fait la discussion porte sur la place la plus importante a accorder a tel ou tel critere.
Cependant, a propos du risque cardiovasculaire, les experts s’accordent sur le role des
dyslipidémies athérogenes, et concernant le risque de diabéte, sur I’importance de
I’insulinorésistance, sans pour autant pouvoir relier ces deux risques au niveau des
mécanismes physiopathologiques. Finalement, une définition commune a pu étre
temporairement trouvée, avec toutefois quelques réserves. Le SCM est diagnostiqué lorsque
I’individu présente trois critéres parmi les cing. En revanche, la mesure du tour de taille devra
tenir compte du groupe ethnique du patient. De plus, les définitions du SCM tiendront compte
de I’éthnie des individus (Tableau X).

Tableau X : Tour de taille selon le continent et les définitions du syndrome SCM.

Groupe ethnique Organisations Tour de taille
Europoides IDF >94 cm (H), >80 cm (F)
Caucasiens O.M.S. >94 cm (H), > 80 cm (F)
> 102 cm(H), > 88 cm (F)
Etats unis, Canadiens, Européens | AHA; Health Canada, > 102 cm(H), > 88 cm (F)
European Cardiovascular Societies
Asiatiques (dont japonais) IDF ; OMS >90 ¢cm (H), > 80 cm (F)
Japonais Japanese Obesity Society > 85 ¢cm (H), > 90 cm (F)
Chinois Cooperative Task Force > 85 ¢cm (H), > 80 cm (F)
Moyen orient, méditerranéens, IDF >94 cm (H), > 80 cm (F)
africains subsahariens
Ethnies d’Amérique centrale et du | 1.D.F. >90 cm (H), > 80 cm (F)
sud

I.D.F. : International Diabetes Federation ; O.M.S. : Organisation Mondiale de la Santé ; A.H.A. : American Heart
Association ; H : Hommes ; F : Femmes.

Ainsi, un nouveau rapport de consultation des experts de I’O.M.S. a été publié en avril
2010 dans la revue Diabetologia (Simmons et al, 2010), présentant les conclusions des
experts qui ont évalué I'utilite du concept de SCM par rapport a quatre domaines clés : la
physiopathologie, 1I’épidémiologie, la clinique et la santé publique. Les conclusions de ce
rapport précisent que l’utilité pratique du concept est trés limitée et modifie ses

recommandations quant aux objectifs des études scientifiques a poursuivre. Le SCM est
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désigné ici comme une condition pré-morbide plutét que comme diagnostic clinique, et devra

exclure les personnes atteintes de diabéte ou de maladies cardiovasculaires.

La politique de I’O.M.S. concernant le SCM ne sera donc plus la recherche d’une
définition consensuelle, mais d’insister sur certains points : (i) approfondir les connaissances
sur I’étiopathogénie du SCM : voies metaboliques communes, développement du diabéte, des
maladies cardiovasculaires; (ii) recherche de déterminants génétiques prédisposant au risque
métabolique en début de vie ; (iii) développement et I’évaluation de stratégies spécifiques
pour identifier et réduire les risques de maladies cardiovasculaires et de diabéte, en fonction
des ressources disponibles ; (iv) développement et 1’évaluation des stratégies de prévention

basées sur la population.

3. Facteurs de risques initiaux du SCM
3.1. Insulinorésistance

3.1.1. Historique de I’insulinorésistance liée au SCM

En 1987, Ferrannini émet I’hypothése que I'hypertension essentielle résulterait d’un état de
résistance a 1’action de l'insuline (Ferrannini et al, 1987). En 1988, dans la Banting Lecture
de I'American Diabetes Association, Reaven décrivait le concept de I'altération de I'action de
I'insuline comme point central d'une constellation d'anomalies métaboliques. Ces derniéres
associaient les désordres de la glycorégulation, les perturbations du bilan lipidique
(diminution du HDL-cholestérol, augmentation des triglycérides) et les troubles de la pression
artérielle. C'est ce qu'il appella syndrome d'insuline-résistance cardiovasculaire (Reaven
1988). Cependant, Reaven n’incluait pas 1'obésité dans ce syndrome. En 1989, Kaplan décrit
le « quatuor mortel »: I’association entre obésité abdominale, intolérance au glucose,
hypertriglycéridémie et hypertension artérielle (Kaplan et al, 1989). Depuis 1985, la notion

d’insulinorésistance s’est considérablement élargie (Haffner et al, 2000).

3.1.2. Définition de I’insulinorésistance

La résistance a I’insuline ou insulinorésistance est fréquente dans la population générale
adulte, ou elle est souvent associée a des troubles de I’homéostasie glucidique, a une
dyslipidémie et/ou a une hypertension artérielle. Le phénotype le plus fréquemment associé a
I’insulinorésistance est le syndrome métabolique avec ou sans trouble de 1’homéostasie

glucidique. L’OMS I’a codifié sous la nomenclature : ICD9 Code 277.7.
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La forme d’insulinorésistance la mieux étudiée est celle associée au diabéte de type 2
(DT2), mais n’est pourtant pas la plus fréquente dans la population générale. Le phénotype le
plus fréquent de I’insulinorésistance est associé au syndrome métabolique. L’importance de
reconnaitre ce syndrome chez un sujet par le facteur de I’insulinorésistance, permet d’éviter le
risque  majeur de développer une pathologie cardio-vasculaire athéroscléreuse.
L’insulinorésistance est considérée comme un concept qui recouvre des situations
physiopathologiques au cours desquelles les tissus-cibles a I’insuline ne répondent pas
suffisamment a la présence de taux circulants normaux ou élevés d’insuline. Les marqueurs
prédictifs de risque de développer une résistance a 1’insuline comportent des facteurs
génétiques, 1’origine ethno-géographique, la sédentarité, le tabagisme, la malnutrition feetale
et/ou un poids de naissance faible, une surcharge pondérale et une obésité a caractére androide

ou viscérale.

3.1.3. Insulinorésistance et autres facteurs de risque cardiovasculaires

I1 existe d’autres facteurs de risque dont on a suggéré ou démontré ’association avec un
risque cardiovasculaire accru. Parmi eux, il a etait retenu le fibrinogéne, la CRPus «
ultrasensible », les facteurs de I’hémostase (VII, VIII), leucocytose, hypoalbuminémie, la
lipémie postprandiale, hyper-homocystéinemie, Lp(a) (Hermans et Amoussou-Guenou,
2003).

3.2. Intolérance au glucose

L’intolérance au glucose qui accompagne 1’insulinorésistance résulte d’une diminution du
transport du glucose vers les tissus périphériques, particulierement le muscle squelettique.
Dans le muscle et dans le foie, la diminution de stockage du glucose en glycogene est due en
partie a ’altération de la glycogénolyse et a la néoglucogenése (Virtanen et al, 2005).
L’intolérance au glucose s’accompagne d’une augmentation de la lipogenése et d’une

inhibition de la lipolyse dans le tissu adipeux avec obésité viscérale (Gastaldelli et al, 2005).

Au niveau hépatique, la production de lipoprotéines VLDL riches en triglycérides est
rehaussée avec diminution de la concentration en HDL-cholestérol et augmentation de celle
en LDL-cholestérol athérogene. Les conséquences sont une altération des fonctions
endothéliales et I’accumulation de graisse dans des localisations ectopiques (cceur, arteres,
muscle, foie) (Steinberg et al, 2002). L’intolérance au glucose contribue également a
I’¢lévation de la tension artérielle par le biais de mécanismes impliquant I’augmentation de

I’activité du systéme nerveux sympathique et un trouble du métabolisme hydrosodé. Il s’en
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suit une altération de la vasodilatation périphérique liée a une diminution de production de
NO (Cooper et al, 2007).

3.3. Tissu adipeux dans le syndrome SCM
3.3.1. Acides gras saturés et masse grasse corporelle

Le déséquilibre de la balance énergétique en faveur d’un apport alimentaire ¢levé par
rapport aux dépenses de 1’organisme, conduit a un exces de masse grasse et au développement
de I’obésité. L’évolution de cet exces peut étre la conséquence d’une hyperplasie et d’une

hypertrophie des adipocytes ou I’association des deux phénomeénes (Ailhaud, 1997).

La nature des lipides consommés dans 1’alimentation peut influencer ces mécanismes
de développement du tissu adipeux et étre la cause du syndrome métabolique. Ainsi, lors d’un
apport alimentaire lipidique important et permanent, 1’adipocyte accumule les graisses et
s’hypertrophie. Au dela d’un certain point, cette capacité de stockage est dépassée et il y a
alors recrutement de nouveaux adipocytes : ¢ ’est le phénomene d’hyperplasie d’entrainement.
Ce recrutement et cette différenciation ne sont possibles que grace a 1’action de facteurs de
transcription activés par les acides gras. En effet, les acides gras alimentaires se comportent
comme de véritables hormones adipogéniques capables d’influencer le développement des
préadipocytes. Plusieurs études ont démontré cette propriété en utilisant la culture de cellules
préadipocytaires immortalisées ou des biopsies de tissus adipeux chez I’homme ou le rongeur
(Ailhaud, 2002). En effet, les adipocytes posseédent des récepteurs nucléaires spécifiques aux
métabolites d’acides gras, appelés PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptors)
(Yogosawa et al, 2012). Cependant, tous les acides gras ne présentent pas la méme

potentialité¢ dans I’activation de ces récepteurs (Ailhaud, 2006).

En effet, dans le développement du tissu adipeux chez le rat, il a été démontré que des
rattes gestantes nourries avec un régime hyperlipidique riche en acides gras saturés, donnaient
des ratons qui présentaient au sevrage un développement du tissu adipeux blanc de type
hyperplasique et hypertrophique. En revanche, lorsque les rattes étaient nourries par un
régime enrichi en huile de poisson avec présence d’acides gras polyinsaturés, tels que 1’acide
eicosapentaénoique (EPA) et I’acide docosahexaénoique (DHA) n’entrainaient pas d’obésité

chez les rats nés (Hassanali et al, 2010).
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3.4. Tissu adipeux viscéral et insulinorésistance
3.4.1. Effets des adipokines (cette partie sera reprise dans le chapitre Adipocytokines)

La localisation intra-abdominale et viscérale du tissu adipeux, appréciée par le tour de
taille, permet d’identifier une population d’individus présentant les caractéristiques du SCM
(Despres et Lemieux, 2006). Ce groupe de patients obéses est par ailleurs celui chez lequel
on observe 1’état de résistance a I’insuline le plus sévere. L’implication du tissu adipeux
viscéral dans la régulation de la balance énergétique, et de maniere plus large dans la
physiopathologie du syndrome métabolique, s’explique par deux voies : une altération du

métabolisme des acides gras non estérifiés ou libres (AGL) et la production d’adipokines.

Le tissu adipeux est spécialisé dans le stockage et la mobilisation des lipides, mais son
métabolisme différe selon qu’il est de localisation sous cutanée ou viscérale. A ’opposé du
tissu adipeux sous-cutané, les adipocytes contenus au sein de la graisse viscérale, notamment
intra-abdominale, sont drainés directement dans le systéme porte. Moins sensibles a 1’action
anti-lipolytique de I’insuline et sont en cas d’obésité viscérale le si¢ge d’une lipolyse accrue
(Montague et al, 2000). Les catécholamines libérées par 1’activation des nombreuses fibres
sympathiques qui innervent le tissu adipeux favorisent cette lipolyse (Bartness et al, 2007).
L’élévation du flux portal d’AGL qui en résulte entraine une élévation de la production

hépatique de glucose (Arner et al, 2001).

Ce ratio métabolique liant 1’obésité viscérale a I’intolérance glucidique et aux anomalies
lipidiques observées dans le SCM, rend compte de toutes les altérations observées chez les
individus présentant un surpoids (Jensen et al, 2006). En dehors de sa fonction de stockage le
tissu adipeux viscéral produit de nombreuses molécules regroupées sous le nom d’adipokines
ou adipocytokines ou cytokines proinflammatoires. Les adipokines ont un role d’interface
entre I’obésité et les événements moléculaires qui conduisent a la résistance a I’insuline,
I’inflammation, la dyslipémie, I’hypercoagulabilité et les anomalies endothéliales associées a
I’athérosclérose (Matsuzawa et al, 2006). Parmi les cytokines proinflammatoires sécrétées
par le tissu adipeux, le TNFa et les interleukines IL-1p et IL-6 sont les plus prépondérants
(Shoelson et al, 2006).

La production excessive de TNFa observée chez I’obése, joue un role important dans le
développement du SCM. Le TNFa stimule la lipolyse, favorisant la résistance a I’insuline,

I’hyperinsulinémie et 1’élévation de la pression systolique (Porter et al, 2002).
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Le TNFa module également la production d’autres adipokines. I augmente ainsi la
production d’interleukine IL-6, de leptine, de resistine et diminue celle de 1’adiponectine
(Hutley et Prins, 2005). La leptine agit sur la régulation centrale de la balance énergétique en
diminuant la prise alimentaire (Correia et Rahmouni, 2006). A 1’opposé I’adiponectine
(Kadowaki et al, 2006) dont les taux sanguins sont diminués chez 1’obése, a une action
insulinosensibilisante, anti-inflammatoire (production d’IL-10), immunosuppressive sur le

systéme immunitaire et antiathérogene (Bokarewa et al, 2005).

D’autres adipokines comme la résistine, la visfatine, 1’omentine, 1’apeline ou la vaspine,
sont potentiellement impliquées dans la physiopathologie du SCM, mais leur réle est moins
clairement établi. En outre le tissu adipeux viscéral favorise les effets thrombogenes (état
d’hypercoagulabilité) en produisant le PAIF-1 (Plasminogen-activator inhibitor factor 1)

(Shimomura et al, 1996), prédisposant a 1’athérosclérose et au risque cardio-vasculaire.

3.5. Insulinorésistance et inflammation

L’inflammation est souvent présente dans 1’obésité, la résistance a I’insuline et dans le
diabete de type 2. Les patients qui présentent le plus grand nombre de facteurs de risque du
SCM sont ceux qui ont les taux sériques les plus élevés des protéines de la phase aigué de
I’inflammation, dont la CRP (protéine C réactive). La production hépatique de CRP est
induite majoritairement par 1’IL-6 (Pickup et al, 2006). Les mécanismes qui conduisent a
I’activation de I’inflammation dans le tissu adipeux ne sont pas complétement €lucidés.
Toutefois, ’accumulation d’AGL dans les adipocytes viscéraux pourrait initier le processus
inflammatoire. Le réle des macrophages, dont les monocytes, recrutés au sein du tissu
adipeux est incriminé également (Kanda et al, 2006). Il est important de noter que la
résistance a ’insuline peut également par elle-méme promouvoir ’inflammation du fait de
I’action potentiellement anti-inflammatoire de I’insuline. L’inflammation est également
intimement liée a la pathogénie du diabéte de type 2, des pathologies cardiovasculaires et de

I’athérosclérose (Hansson et al, 2006).

3.6. Cas des sujets normopondéraux mais métaboliqguement obeéses

Il faut donc retenir que le SCM n’est pas systématiquement associé a une prise de poids.
En effet, un individu de poids normal peut étre concerné de la méme fagon par le SCM qu’un
sujet obese. Plusieurs études ont montré qu’il existe un sous-groupe d’individus de corpulence

normale, mais présentent des caractéristiques métaboliques associées habituellement a
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I’obésité, et qui seraient donc également exposées a un risque accru de complications
cardiovasculaires, au méme titre que I’individu obése. Ce syndrome est décrit sous le nom de

syndrome MONW pour « metabolically obese normal-weight » (Ruderman et al, 1998).

3.7. Pathologies cardiovasculaires dans le Syndrome Cardiométabolique

L’augmentation du risque cardiovasculaire est une des premieres observations concernant
le SCM. Il est bien établi que plus un individu regroupe un des dysfonctionnements
métaboliques, plus le risque sera important d’atteinte cardiovasculaire. L’étude de
Framingham a établi un Score de risque, particulierement a la base de 1’étude Kuopio
Ischemic Heart Disease Risk Factor Study (Hong et al, 2007). Le Score de risque de
Framingham semble étre un meilleur indicateur de maladies coronariennes et d'accident
vasculaire cérébral que le syndrome métabolique. La physiopathologie de I’hypertension
artérielle dans le SCM reste assez mal connue et sera dans la plupart des cas qualifiée
d’essentielle (Bonora et al, 2008). D’un autre coté, la relation entre 1’insulinorésistance et

I'hypertension artérielle a été décrite comme étant liée a 1’action vasodilatatrice de l'insuline.

Les acides gras peuvent également entrainer par eux-mémes une vasoconstriction
(Tripathy et al, 2003) par activation du systéme nerveux sympathique (Grekin et al, 1995).

En outre, I’angiotensinogéne produit par le tissu adipeux favorise un hyperaldostéronisme
associé a une hypertension artérielle (Cornier et al, 2008). Des données récentes suggerent
que des élévations de la résistine et de la leptine produites par les adipocytes peuvent
contribuer a la pathogenése de la I'hypertension chez les patients insulinorésistants (Takata et
al, 2008). Par ailleurs, I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et le systeme sympathique

provoquent une élévation du taux de cortisol avec un effet hypertensif.

4. Syndrome inflammatoire lié a la masse grasse et syndrome SCM

La relation entre syndrome inflammatoire a bas grade et SCM au cours de 1’obésité est
médiée par le tissu adipeux, considéré comme un lien entre les différents facteurs de risque du
syndrome métabolique et le DT2. Comme nous 1’avons décrit précédemment, 1’obésité est
associée a une production anormale d’adipokines et une activation de voies de signalisation
pro-inflammatoires (Bastard et al, 2002), tels que celle de la CRP, du TNF-a et de I’'IL-6
(Albert et al, 2003).

A T’opposé, une réduction pondérale permet une normalisation de ces marqueurs de

I’inflammation. Cette relation entre inflammation et obésité est retrouvée dans plusieurs
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modéles expérimentaux et ’on a montré que I’insulinorésistance, le DT2 et certaines
pathologies cardiovasculaires lui sont fréquemment associés. Certaines cytokines pro-
inflammatoires telles que 1’IL-6 voient leur taux augmenter dans le tissu adipeux des
individus obeses qui stimule la production hépatique de CRP (Castell et al, 1988). Un taux
augmenté de CRP chez un individu obése majore le risque de survenue du DT2 (Barzilay et
al, 2001).

En outre, d’autres molécules intervenant dans le controle du métabolisme énergétique et
produites spécifiquement par I’adipocyte peuvent influencer la réponse immunitaire, telle que
la leptine. Ainsi, une deficience ou une résistance a la leptine provoque une altération de
I’immunité, et cela pourrait étre la raison de la baisse d’immunité retrouvée en cas de jeline
qui est associée a une réduction du taux de leptine (Farooqgi et al, 2002). Cette relation entre
la Ieptinémie et un état inflammatoire chronique dans 1’obésité suggére que le récepteur de la
leptine fait partie de la classe | de la famille des récepteurs des cytokines (Ahima et al, 2000).
D’autre part, I’adiponectine pourrait intervenir dans les processus inflammatoires liés a
I’obésité. Son action sur la sensibilit¢ a I’insuline a été décrite avec un effet protecteur
vasculaire. De plus, I’adiponectine pourrait agir sur 1’inflammation en diminuant la réponse
induite par le TNF-o. (Ouchi et al, 2000). Les propriétés anti-inflammatoires de 1’hormone
résulteraient en grande partie de ses effets anti-TNF-a, et cela pourrait expliquer son rdle
protecteur dans [’athérosclérose, car le TNF-a et I'[L-6 diminuent I’expression de

I’adiponectine dans les adipocytes (Bruun et al, 2003).

5. Traitement du Syndrome Cardiométabolique

Malgré le nombre colossal de travaux sur le SCM, ses causes ne sont pas clairement
¢lucidées a ce jour, méme s’il est reconnu comme entité a part entiere. En conséquence le
SCM ne peut étre traité. Cependant, 1’insulinorésistance décrite dans le SCM peut étre
modulée par une hygiéene de vie correcte pour arriver a perdre du poids chez les sujets obeses
en favorisant I’activité physique et une alimentation a forte densité nutritionnelle. Néanmoins,
certaines molécules pharmacologiques ont été utilisées pour corriger les symptomes du SCM,
il s’agit des Thiazolidinediones (TZD) et la Metformine. Ces drogues semblent favoriser
I’insulinosensibilité. D’autres molécules ont été prescrites aussi pour permettre la perte
pondérale, telles que 1’Orlistat, la Sibutramine et le Rimonabant. Il faut attendre encore

longtemps pour savoir si ces différents traitements préviennent les risques cardio-vasculaires
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chez les sujets présentant un SCM (Hillier et al, 2006). D’ailleurs le Rimonabant a été

supprimé du marche.

Il -DIABETE DE TYPE 2 : Role de ’insulinorésistance
1. Epidémiologie

La prévalence du diabete de type 2 (DT2) a triplé au cours de ces trente derniéres années
(Cornier et al, 2008). Il s’agit d’une maladie complexe causée a la fois par des facteurs
environnementaux et génétiques. L enquéte réalisée en 2011 par la fédération internationale
du diabete annonce que la prévalence du diabéte a atteint 8,3 % soit un nombre de diabétiques
de 366 millions dans le monde en 2011, alors que ce chiffre était donné pour I’année 2030 et
que la prévalence atteindra 9,9 % soit un nombre de diabétiques a 552 millions en 2030
(Visten et al, 2009). Cet accroissement du nombre des diabétiques est essentiellement dd au
changement de I’hygi¢ne de vie. Les pays les plus pauvres seront les plus touchés avec une
augmentation de 92% du nombre de diabétiques, alors que les pays a haut revenu observeront
une augmentation de 25%. En Algérie, la prévalence du diabéte est en élévation progressive.
L’enquéte épidémiologique Tahina réalisée par I’'INSP (Institut National de Santé Publique)
(INSP, 2007) et I’é¢tude STEPwise réalisée par 1’Organisation Mondiale de la Sante (OMS,
2005) estiment que la prévalence du DT2 est respectivement de 7 a 9% et de 12,9% lorsqu’il
est associé a I’hypertension artérielle (Temmar et al, 2007). En termes de morbi-mortalité, le
diabéte engendre des complications vasculaires dégénératives importantes sans cesse
croissante (Boudiba, Mimouni-Zerguini, 2008 ; Malek et al, 2001), et par conséquent un

codt financier élevé aux assurances maladies.

2. Définition et Physiopathologie du DT2

Anciennement appelé diabéte non insulinodépendant (DNID), diabete de la maturité,
diabete pléthorique, diabéte de 1’age, le diabéte sucré de type 2 (DT2) est la forme la plus
fréquente chez I’adulte. Le DT2 se définit par une élévation chronique de la glycémie au-dela
de 1,26 g/l, résultant soit d’un défaut de production d'insuline, ou d’une altération de 1’action
de l'insuline, ou d’une combinaison des deux phénomeénes en méme temps.
L'insulinorésistance est considérée aujourd’hui comme un signe de pré-diabéte (Hanssel et al,
2007), mais les défauts de sécrétion d'insuline restent la principale caractéristique
physiopathologique du DT2. De plus, bien que le DT2 soit une maladie hétérogéne et

multifactorielle, la plupart des diabétiques présentent une résistance a l'insuline et un SCM
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avant l'apparition de leur diabéte (Reaven, 2005). En fait, la résistance a l'insuline,
I'nyperinsulinémie, la dyslipidémie et I'obésité précédent I’apparition du diabéte de type 2
dans 75 a 85% des cas (Lebovitz et al, 1999).

L’American Diabétes Association (ADA, 2006) et ’OMS proposent une classification
basée sur 1’étiologie du diabéte (Tableau XII1).

Tableau XI : Critéres pour le diagnostic du diabéte selon I’American Diabetes Association

Diabéte ou troubles de la glycorégulation Etat nutritionnel g/L
Diabéte ajeun >1.26

2h aprés charge de glucose™ >2.00
Intolérance au glucose ajeun <1.26
75 g charge en glucose lors de "THGPO 2h aprés charge de glucose >1.40
Hyperglycémie modérée a jeun ajeun >1.10 et <1.26

2h aprés charge de glucose <1.40

Le DT2 résulte a la fois d’un déficit de I’insulinosécrétion et d’une insulino-résistance. Il
est associé a une obésité dans 80 % des cas. Il est le plus souvent polygénique et
plurifactoriel, résultant de 1’association d’une prédisposition génétique et de facteurs
environnementaux, en particulier le surpoids, la sédentarité, plus accessoirement la nature des
glucides et des lipides de I’alimentation. L’association de déficits & la fois de sécrétion et
d’action de [Iinsuline est génétiquement pré-déterminée. Ce sont les facteurs
environnementaux, en particulier nutritionnels et le manque d’activité physique qui exprime

cet aspect épigénétique du diabéte.

Le déficit de I’insulino-sécrétion (pulsatilité, pic précoce de sécrétion de l’'insuline) est
probablement d0 a une anomalie de un ou plusieurs maillons des voies de régulation de
I’insulino-sécrétion (glucokinase, mitochondrie, canaux ioniques, facteurs de transcription).
Lorsque le diabéte s’aggrave viennent se surajouter les phénomenes de glucotoxicité et de
lipotoxicité. La production hépatique de glucose est excessive du fait d’une néoglucogénése
accrue et d’une surexpression de la glucose 6 phosphatase. L’augmentation de la production
hépatique de glucose a jeun explique I’hyperglycémie basale. Le principal tissu siege de
I’insulino-résistance périphérique est le muscle squelettique. Il existe un déficit de transport
du glucose associ¢ a un déficit de la synthése de glycogeéne. Le déficit d’oxydation du glucose
est moins marqué et en partie expliquée par la compétition glucose-acides gras. Une partie des
anomalies observées de I’insulino-sécrétion et de la sensibilit¢ a I’insuline résulte de

I’hyperglycémie chronique et de troubles chroniques du métabolisme lipidique.
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2.1.1. Mode de sécrétion d’insuline

Les effets de I’insuline sur le métabolisme cellulaire ne peuvent s’observer que si le
récepteur a ’hormone reste intact et bien enchassé dans la membrane plasmique, vu qu’il
posséde deux domaines extra et intracellulaire. Dans la cellulep, suite a I’hyperglycémie, le
glucose est hydrolysé en glucose 6P sous I’action de la glucokinase puis continu sa
dégradation totale dans le cycle de Krebs, la formation d’ATP fait augmenter le potentiel
phosphate cytoplasmique (ATP/ADP). Ce dernier entraine la fermeture des canaux
potassiques, lorsque le potentiel de membrane atteint un certain seuil, les canaux calciques
dépendants du voltage s’ouvrent, permettant une entrée intermittente de calcium. Les
oscillations de la concentration cytoplasmique de calcium qui en résultent déclenchent des

oscillations synchrones de la sécrétion d’insuline (Henquin et al, 1995).

Chez I’individu sain, I’insulinémie basale est comprise entre 3 etl5 mUI/L. La pulsatilité
basale de I’insuline se fait toutes les 10 minutes dans la veine porte. Sous I’effet de
I’hyperglycémie, la sécrétion d’insuline est biphasique : le premier pic est rapide (1min) et
moins important, il correspond a la réserve insulinique et le second, d’amplitude plus élevée
et de sécrétion tardive (10 min) correspond a la synthese de novo d’insuline a partir de la pro-
insuline. Il est important de souligner que le premier pic d’insuline n’est pas retrouvé chez le
diabétique de type 2 a sa découverte. La sécrétion d’insuline par le glucose est soumise a une
relation dose-effet jusqu’a un certain seuil. La réponse de la sécrétion d’insuline est observée
a des concentrations physiologiques de la glycémie et ne peut augmenter continuellement. La
courbe de I’insulinosécrétion est d’allure sigmoide. Il est enregistré¢ 0,9 a 1,08 g/l pour 12

Ul ; 1,62 a 1,98 g/l pour 20UI/1 et 3,60 g/l de glucose pour 35 Ul/I.

Devant des situations chroniques d’hyperglycémie, la cellule $ est exposée a perdre son
adaptation a des concentrations encore plus élevees et le glucose devient a long terme toxique
(glucotoxicité), ce qui est observé d’ailleurs dans le diabéte de type2. Chez le sujet normal,

I’injection de 20 g de glucose donnée en intraveineux stimule 1’insulinosécrétion apres 3 min

(Chen et Porte, 1976).

Néanmoins, il a été rapporté que le pancréas peut s’adapter aux fortes hyperglycémies,
situation variable d’un individu a ’autre. 1l a été suggéré 1’existence d’une population
hétérogéne de cellulesp, celles a forte et faible sécrétion. Selon le nombre de cellules § a forte

sécrétion, 1’organisme peut se maintenir longtemps adapter a des hyperglycémies ou alors
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basculer dans le diabéte de type 2 (Portha, 1996). Une fois I’internalisation de I’insuline est
terminée, 1’hormone est tres vite dégradée selon une cinétique michaelienne (Km voisin de
0,3 uM). La dégradation de I’insuline se fait selon deux mécanismes : (i) rupture des ponts
disulfures par la glutathion-insuline transhydrogénase avec protéolyse des chaines a. et B. (ii)
dégradation totale de I’insuline par des protéases spécifiques dites "insulinases™” (Sonne et al,
1988).

2.1.2. Voies de signalisation de I’insuline

La transmission du signal insulinique dans la cellule met en jeu des modules protéiques de
reconnaissance présents sur les protéines substrats et capables de les positionner a proximité
du récepteur activé (RI). Au moins 9 substrats intracellulaires communs aux récepteurs de
I’insuline et de I’IGF1 ont été identifiés (Capeau, 2005). La stimulation du récepteur de
I’insuline est a I’origine de ’activation de deux grandes voies de signalisation (Figure 1) : (i)
Voie des MAP kinases ; (ii) Voie de la P1-3 kinase, qui conduisent de maniére respective aux
effets mitogéniques et métaboliques de 1’hormone. Les protéines IRS se placent au niveau
cytosolique de la membrane plasmatique. IRS2 va en outre interagir avec le domaine tyrosine-
kinase du RI. La moitié carboxyterminale des protéines IRS se trouve, de ce fait, a proximité
du domaine tyrosine kinase du récepteur, qui phosphoryle des résidus tyrosine spécifiques sur
les IRS. Les protéines IRS, ainsi phosphorylées, sont a leur tour reconnues par les domaines
SH2 (src homology 2) de protéines relais. Les principales sont la sous-unité régulatrice de la
phosphatidyl-inositol 3 (PI3) kinase, les protéines adaptatrices Grb2 (growt factor receptor-
bound protein 2) et Crk Il, la tyrosine-kinase Fyn, et la phosphotyrosine phosphatase SHP2

(SH2 domain protéin tyrosine phosphatase-2).

2.1.2.1. Voie de la PI3 kinase

La PI3 kinase catalyse la phosphorylation de phospho-inositides membranaires, induisant
une augmentation rapide de phosphatidyl inositol 3, 4, 5-triphosphate (PIP3). Un effecteur clé
de la PI3 kinase est la protéine kinase B (PKB) (appelée aussi Akt). Elle est activée par
phosphorylation par I’intermédiaire de la PDK1/2 (phosphatidylinositol-dependent kinase
1/2). PKB est a son tour phosphorylée et, sous cette forme, elle active d’autres relais

intracellulaires impliqués en priorité dans les effets métaboliques de 1’hormone.

2.1.2.2. Voie des MAPK
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Les MAP kinases sont des sérine/thréonine kinases activées par une tres grande variété de
signaux extracellulaires. Les protéines IRS permettent la liaison de la voie Grb2 sur des
phosphotyrosines spécifiques et permet d’activer le facteur d’échange nucléotidique SOS (son
of sevenless) qui active la protéine G Ras dans la membrane plasmique en stimulant 1’échange
GDP contre GTP. Ces différentes voies de signalisation permettent d’activer les facteurs de
transcription impliqués dans la prolifération et la différentiation cellulaire.
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Figure 1. Voies de signalisation de I’insuline (Capeau, 2005).
2.1.3. Tissus insulino et non insulinodépendants

On distingue deux types de tissus en rapport avec I’action de I’insuline :

- Tissus insulinodépendants et qui sont en méme temps non glucodépendants : c’est le cas du

tissu adipeux, le muscle squelettique, le myocarde, le foie, la cortico-rénale. Ces différents
tissus utilisent pour leur besoin énergétique les acides gras et secondairement le glucose. Ce
dernier nécessite la présence de 1’insuline pour qu’il pénétre dans les cellules de ces tissus.

- Tissus non insulinodépendants et qui sont en méme temps glucodeépendants : c’est le cas du

tissu nerveux en général, le cerveau a 1’état nourri et avant 3 jours de jeline, la rétine et les

autres organes des sens, la médullaire rénale, les cellules sanguines, l’intestin gréle, le
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pancréas, la rate. Ces différents tissus ne nécessitent pas la présence de !’insuline pour la

pénétration du glucose dans leurs cellules.

2.1.4. Transporteurs de glucose

La pénétration du glucose dans les cellules des différents tissus de I’organisme nécessite
le passage a travers la membrane plasmique et par conséquent un transporteur. On distingue
deux types de transporteurs : les transporteurs de la famille des GLUT (Glucose Transporter)
dont le transport est passif ou par diffusion facilitée et les transporteurs de la famille des
SGLT (Sodium Glucose Transporter) dont le transport est actif lié au co-transport du sodium-
ATP dépendant. Parmi les GLUT on retrouve : GLUT1 dans les cellules sanguines, GLUT 2
dans le foie et le pancréas, GLUT 3 dans le tissu nerveux et le cerveau, GLUT 4 dans le
muscle squelettique et le tissu adipeux et GLUT 5 dans I’intestin gréle (c6té vasculaire). Les

SGLT sont retrouvés dans le rein et I’intestin gréle (coté luminal).

2.2. Effets physiologiques de I’insuline

On distingue trois types d’effets physiologiques de I’insuline (figures 1 et 2).
Effets rapides (quelques secondes) : L’insuline induit rapidement la translocation du GLUT4
vers la membrane plasmique puis I’entrée du glucose dans la cellule (muscle squelettique,
tissu adipeux), la modification covalente de diverses enzymes (phosphorylation /
déphosphorylation), synthése de glycogéne, la stimulation de la lipogenése, inhibition de la
néoglucogenese, transport transmembranaire d’acides aminés, d’ions. Il faut rajouter que
I’augmentation de 1’insulinémie est associée a une activité lipoprotéine-lipase (LPL) élevée
dans le tissu adipeux et basse dans les autres tissus. Ceci favorise le stockage préférentiel des

substrats énergétiques dans le tissu adipeux et accroit son volume.

Effets intermédiaires : Modulation de I’activité de certains génes par inhibition de la
transcription de certains geénes, tel que ’ARNm de la PEPCK (effet observé 5-60 min aprés
exposition de la cellule hépatique a I’insuline). Effets & long terme (plusieurs heures) : Ces
effets favorisent les synthéses d’ADN et protéique, la différentiation cellulaire, la syntheése du
monoxyde d’azote (relaxation endothélial et par conséquent la régulation de la pression
artérielle). Dans le diabéte de type 2, I’insulinorésistance est a I’origine d’altérations a la fois

métabolique et vasculaire, nous allons décrire ces différents désordres.
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Figure 2. Modeéle simplifié de la signalisation intracellulaire de la molécule d'insuline (Capeau, 2005).

2.3. Role des incrétines dans la physiopathologie du DT2: Nouveaux marqueurs du DT2
(Cette partie sera reprise dans le chapitre INCRETINES)

L’axe entéro-insulaire a pris regain d’intérét ces dix dernieres années, particulieérement
dans les nouvelles thérapies du DT2. Les incrétines sont des hormones intestinales libérées en
réponse a une prise alimentaire en potentialisant la réponse insulinique induite par le glucose.
Parmi les incrétines identifiées, le glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) et le
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) ont été les plus étudiées. Le GIP est sécrété par les cellules
K du duodénum et le GLP-1 est sécrété par les cellules L de I’iléon distal. Les incrétines sont
libérées sous Deffet de la digestion des aliments et 1’absorption des nutriments,
particulierement le glucose et les acides gras. Le GLP1 agit comme stimulant de la sécrétion
d’insuline (insulinotrope). Parmi ses effets physiologiques, on retrouve un ralentissement de
la vidange gastrique, une chute de la sécrétion de glucagon et une insulinosécrétion stimulée
avec équilibre glycémique.

Il a été clairement démontré qu’au cours du diabéte de type 2, I’effet incrétine est
fortement altéré (Virally et al, 2008). Cet effet est considérablement diminué chez le

patient diabétique de type 2 par comparaison a une personne non diabétique. Apres
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I’administration orale de glucose, 1’effet incrétine n’est responsable que de 20% a 35% de
I’insulino-sécrétion chez le diabétique de type 2 (Nauck et al, 1986 ; Ahren, 2013). Des
études ont montré que les anomalies de la sécrétion d'incrétine sont peu susceptibles de
constituer un facteur pathogéne primaire dans le développement du DT2, mais plut6t une
consequence de I'état diabétique (Vaag et al, 1996; Meier et al, 2005; Knop et al, 2007 ;
Toft-Nielsen et al, 2001). L’altération de la sécrétion du GLP-1 peut étre expliquée par
deux mécanismes : un défaut de sécrétion ou un défaut d’action du GLP-1. Des études
ont montré que la diminution de la libération du GLP-1 chez le diabétique de type 2 est
un phénomeéne secondaire a d'autres anomalies métaboliques (Nauck et al, 2011 ; Knop
et al, 2007), il s’agit de la résistance a I'insuline (Rask et al, 2001), l'intolérance au
glucose (Muscelli et al, 2008) ainsi que 1’obésité (Toft-Nielsen et al, 2001). D’autres
facteurs semblent influencer la sécrétion du GLP-1. Parmi ceux-ci on retrouve la qualité
des nutriments (Deacon, 2005), la durée et la gravité du DT2 (contréle glycémique faible,
taux élevés d'HbAlc, réserve sécrétoire d'insuline insuffisante) (Muscelli et al, 2008;
Toft-Nielsen et al, 2001). De plus, I’existence des différences de vidange gastrique entre
les sujets témoins et les patients diabétiques de type 2 (Vollmer et al, 2009) peut
entrainer des différences dans les réponses au GLP-1 (Ahren, 2013). Les patients atteints
de diabete de type 2 ont toujours été caractérisés par un effet incrétin réduit. La
détérioration de 1’action du GLP-1 apparait précocement dans le DT2 puisqu’il a été mis
en évidence chez des patients intolérants au glucose (Fritsche et al, 2000) et chez des
sujets sains rendus insulino-résistants (Hansen et al, 2012 ; Hansen et al, 2010). En
effet, le dysfonctionnement des cellules P pancréatiques secondaire a I’hyperglycémie et
a la lipotoxicité participe dans I’altération de I’action du GLP-1(Hansen et al, 2010). De
plus, I’hyperglycémie pourrait entrainer une diminution de I’expression des récepteurs du
GLP-1 sur les cellules béta et une résistance au GLP-1 (Vilsboll et al, 2003) et par
conséquent, un défaut d’action du GLP-1 (Calanna et al, 2013). L’existence d’une
résistance « genétique » au GLP-1 joue un rdle dans la perte de 1’effet incrétine (Ahren,
2013). Enfin, d’autres effets ont été également associés, tels que une inhibition de la prise
alimentaire (effet synergique a la leptine), une normalisation des chiffres tensionnels, une
amélioration des marqueurs de la stéatose hépatique et du bilan lipidique avec diminution
des triglycérides et augmentation du HDL-cholestérol. Le GIP et le GLP-1 sont tous
deux rapidement dégrades en métabolites inactifs par 1’enzyme dipeptidyl-peptidase-1V
(Girard, 2008).
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2.4. Troubles d’insulinosécrétion dans le DT2

L’hypersécrétion compensatoire d’insuline au cours de la phase insidieuse du diabete
permet dans un premier temps de maintenir la glycémie dans la fourchette de la normale.
Néanmoins, aprés plusieurs années d’hypersécrétion d’insuline, les cellules § du pancréas ne
peuvent plus assurer un accroissement complémentaire de la production d’insuline. Ce stade
inaugure I’intolérance au glucose (entre 1,10 et 1,26 g/l de glycémie). A ce niveau, le profil de
sécrétion de I’insuline par les cellules B pancréatiques commence a présenter des anomalies.
Au stade du diabete inaugural et chez le sujet obese prédisposé, on observe souvent que le
premier pic de sécrétion d’insuline disparait (il correspond a la réserve insulinique
pancréatique). Les désordres métaboliques et moléculaires ne sont pas complétement élucidés,

cependant certains facteurs ont été avancés (Ferrannini, 1998).

Chez les sujets dont la tolérance au glucose est peu altérée, la relation entre 1’insulino-
sécreétion et la glycémie a jeun suit une courbe ascendante, puis descendante appelée « courbe
de Starling ». Jusqu’a une valeur de 1,30 g/l, ’insulinémie croit avec la glycémie. Mais au-
dela de cette valeur-seuil, I’insulino-sécrétion s’effondre avec 1’ascension glycémique. Le
seuil de transition qui marque I’incapacité de la cellule 8 a s’adapter a I’hyperglycémie définit
le diabéte (> 1,26 g/l). On peut en déduire que tout diabétique avéré est insulinopénique. Il
existe aussi des anomalies, non plus quantitatives, mais qualitatives de la sécrétion de
I’insuline chez les patients a un stade précoce du diabéte de DT2. Les patients diabétiques et
les sujets a risque sont caractérisés par un trouble fonctionnel particulier, la perte de la

réponse insulinique précoce a un stimulus « glucose ».

Lors de I’hyperglycémie provoquée par voie veineuse, la décharge d’insuline des 10
premiéres minutes est altérée. Tout se passe comme si la cellule 3 était incapable de
reconnaitre son stimulus physiologique pour mettre en jeu la libération des granules
d’insuline. La sensibilité a d’autres sécrétagogues (glucagon, arginine, sulfamides) est intacte,
et la réponse tardive au glucose est longtemps conservée. La cellule alpha, sécrétrice de
glucagon, semble souffrir de la méme cecité vis-a-vis du glucose, puisqu’elle est incapable de
freiner sa sécrétion quand la glycémie s’¢léve. D’autres anomalies fines de 1’insulino-
sécrétion ont aussi été associées aux stades précoces du DT2. Il s’agit de la perte du rythme
oscillatoire rapide de la sécrétion d’insuline et d’une élévation du rapport molaire

proinsuline/insuline dans le plasma.
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2.5. Insulino-résistance dans le DT2
2.5.1. Insulinorésistance et utilisation periphérique du glucose

Les muscles striés sont responsables de plus de 80% de I’utilisation périphérique du
glucose dans I’organisme. L’insulinorésistance au cours du diabete de type 2 se traduit par
une diminution de la captation du -glucose par les muscles striés en phase post-prandiale.
Parall¢lement, la diminution de la capacité de I’insuline a inhiber la production hépatique de

glucose a jeun entraine une élévation complémentaire de la glycémie.

L'insulino-résistance des tissus périphériques consommateurs de glucose, principalement
les muscles squelettiques, se manifeste par une réduction de la capture du glucose et de son
utilisation intracellulaire. Concernant son transport, il semble que ce soit le mécanisme de
translocation vers la membrane plasmique du pool vésiculaire des transporteurs GLUT4
(Miura et al, 2001) plut6t que 1’expression de ces derniers qui soit altéré au cours du diabéte
de type 2 (Khan et al, 2005). Chez le diabétique de type 2, la phosphorylation du glucose est
également modifiée (Kelly et al, 1996).

Au stade de I’insulino-résistance, 1’anomalie de phosphorylation du glucose entraine une
altération de son métabolisme intracellulaire, affectant principalement son stockage sous
forme de glycogéne (Vestergaard et al, 1995). A ce tableau, se rajoute 1’afflux des acides
gras libres circulants fournit par la lipolyse du tissu adipeux (Figure 3). L’oxydation du
glucose est inhibée au profit des AGL (Figure 5), le cycle de Randle est réactivé ce qui

conduit & I’inhibition de I’enzyme musculaire, glycogéne synthase (Henry et al, 1996).
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Figure 3. Relation insulinorésistance diabéte de type 2 : Rdle de la lipase hormonosensible (Khan et al, 2005).

L'augmentation de la production hépatique de glucose chez le diabétique de type 2
contribue a I'hyperglycémie et résulte principalement d'une augmentation de la
gluconéogenese (Boden et al, 2001). Celle-ci est attribuée généralement a une baisse de la
sensibilité hépatique a 1’action inhibitrice de I’insuline (Barthel et schmoll, 2003).

En sus de I’insulinorésistance, 1’hyperglucagonémie semble €tre un autre symptome de la
pathogénie du diabéte (Reaven et al, 1987) ce qui pourrait expliquer en partie 1’élévation de
la gluconéogenese hépatique chez les diabétiques de type 2. En effet, le glucagon augmente
I'expression des genes codant pour les enzymes de la gluconéogenese, en particulier la
phosphoeénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glucose 6-phosphatase (G6Pase) (Nordlie
et al, 1999). Une surexpression de la G6Pase a été observee a la fois chez les patients (Clore
et al, 2000) et les modéles animaux du diabete (Mithieux et al, 1996).

2.5.2. Insulinorésistance et troubles de production hépatique de glucose

Malgré des périodes successives d’alimentation et de jeline, la glycémie chez un individu

sain est constamment régulée et maintenue dans une fourchette étroite comprise entre 0,72 et
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1,10 g/l. Cette homéostasie glycémique est régulée par la balance entre 1’absorption
intestinale du glucose, sa production par le foie, sa capture cellulaire et son métabolisme au
niveau des tissus périphériques. En raison de son rdle déterminant dans la redistribution des
voies métaboliques via le métabolisme intermédiaire, le foie est capable de reconvertir non
seulement les nutriments issus de ’alimentation, mais aussi les substrats d’un métabolisme
vers I’autre. C’est le cas de la voie de la gluconéogenése (GNG) : glucose/lactate/glucose ;
glucose/alanine/glucose ; glucose/glycérol/glucose ; de la liponéogenese : glucose/acétyl-
CoAlacide gras (voie du malonyl CoA); de I’aminonéogenése: acide aminé/acide

tricarboxylique du cycle de Krebs/acide aminé (via les transaminases).

En raison de la présence de I’enzyme, la glucose 6 phosphatase, le foie devient alors le
seul tissu capable de contrdler le niveau de la glycémie. Par ailleurs certains auteurs suggeérent
que la régulation de la glycémie est en rapport avec le potentiel phosphate (ATP/ADP) et le
turn-over cellulaire de I’ATP hépatique (Friedman, 1995). Ce potentiel phosphate influe
quant a lui le rapport hormonal insuline/glucagon qui va contréler le glucostat (Figure 4). Le
déreglement de ce glucostat est retrouvé associé le plus souvent aux anomalies de la
gluconéogenese qui devient exacerbée ou la glucose-6phosphatase et la PEPCK sont

surexprimées (Balks et Jungermann, 1984).

Le matin a jeun, la production hépatique de glucose (PHG) du diabétique de type 2 est
augmentée (+ 20 % environ par rapport a un sujet en bonne santé). De plus, la PHG est
étroitement corrélée a I’hyperglycémie. Cette corrélation suggere que 1’¢élévation de la PHG

détermine I’hyperglycémie a jeun au cours du diabete de type 2.

L’augmentation de la glucagonémie stimule 1’expression des génes codant pour les
enzymes de la néoglucogenése, en particulier la PEPCK. L’afflux des précurseurs
glucoformateurs résulte de la lipolyse (afflux de glycérol) due a I’inhibition de la lipase
hormonosensible du tissu adipeux, et au recyclage accru du lactate au niveau musculaire
(cycle de Cori). L’augmentation de la disponibilité des acides gras libres circulants résulte de
I’inhibition de la lipase adipocytaire (insulino- résistance du tissu adipeux). L’augmentation
des AGL circulants s’accompagne d’une augmentation de leur afflux au foie ou ils sont
oxydés. L’oxydation intra-hépatique des acides gras fournit 1’acétyl-CoA, I’énergie (ATP) et
le NADH nécessaires au fonctionnement de la néoglucogenése. La seule élévation de la
néoglucogenése n’explique pas I’augmentation de la PHG. En effet, chez le sujet normal,

lorsque I’on stimule la néoglucogenése, la PHG n’augmente pas. Ce phénomeéne est appelé
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auto-régulation de la PHG. En fait, au cours du DT2, il existe une surexpression de la G6Pase
et une sous-expression de la glucokinase. Ces anomalies favorisent 1’orientation du G6P
produit en exceés par 1’augmentation de la néoglucogenése vers la formation de glucose qui est

exporté dans la circulation.

En période post-prandiale, en réponse a I’hyperglycémie et a I’hyperinsulinémie, la
production endogéne de glucose est moins inhibée chez le diabétique de type 2 que chez le
sujet en bonne santé (Figure 4). Ceci est probablement di a la fois au fait que la
néoglucogenése est moins inhibée et a la moindre inhibition par ’insuline de 1’activité de la
G6Pase. Cette moindre inhibition de la PHG en réponse a un repas est responsable a elle seule
de I’hyperglycémie post-prandiale excessive. En effet, I’absorption intestinale des glucides
n’est pas altérée, et 1’utilisation totale du glucose n’est pas différente de celle du sujet normal
car I’hyperglycémie plus importante compense le déficit de sensibilité¢ a 1’insuline des tissus
périphériques. Les taux plasmatiques en acides gras libres jouent un réle important dans la
régulation de la glycémie. lls contr6lent le cycle glucose/acide gras (cycle de Randle) qui

assure une épargne glucidique et déterminent ainsi des mécanismes lipostatiques.

Chez I’homme, vu que la prise alimentaire est soumise a un cycle alimentaire circadien
(petit-déjeuner, déjeuner et diner) la disponibilité en glucose et en acides gras libres
varie profondément. Un gradient glycogénogenése-lipogenése/hyperphagie se renforce
mutuellement le jour, Glycogenolyse-lipolyse/hypophagie, la nuit. Ainsi, [’alternance
hyperglycémie-lipogenése/  hypoglycémie-lipolyse  refléterait 1’homéostasie de la
glycorégulation dépendante de I’action de I’insuline. Pour expliquer I’implication des
mécanismes lipostatiques dans le contréle de la glycémie, la compétition entre substrats
énergétiques semble étre la plus plausible. En effet, les données biochimiques révelent que les
acétyl CoA issus de la B-oxydation des acides gras qui ne peuvent s’oxyder que dans le cycle
de Krebs en présence d’oxaloacétate. Or ce dernier ne peut étre produit que par le glucose et a
une moindre mesure par certains acides aminés. Ceci rend donc les acides gras tributaires du

glucose pour fournir leur énergie (addage : les graisses brilent au feu des sucres).
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Figure 4. Glycorégulation : Réle du gradient hormonal, insuline/glucagon (Friedman, 1995).

Insuline / glucagon N\

En effet, il y a 43 ans, Randle, 1963, a démontré ’existence d’un cycle d’épargne
glucidique, glucose/acide gras ou cycle de Randle pour expliquer la relation inverse existant
entre 1’oxydation des glucides et I’oxydation des lipides. Lorsque 1’organisme voit ses apports
et ses réserves en glucides réduits, il devient vital de conserver le glucose pour les tissus
glucodépendants (cerveau, rétine, médullaire rénale, cellules sanguines, entérocytes). Dans
ces situations, le flux des acides gras mobilisés a partir du tissu adipeux (lipolyse
périphérique) sera augmenté. Vu que le muscle squelettique n’est pas glucodépendant, mais
insulinodépendant, 1’oxydation des acides gras au niveau mitochondrial produit des quantités
importantes d’acétyl-CoA. Ces derniers inhibent la pyruvate déshydrogénase. La conversion
du pyruvate (issu de la glycolyse) en acetyl-CoA est bloquée et sera dévié vers la voie de
I’oxaloacétate (début de la voie de la gluconéogenése) sous 1’action de la pyruvate
carboxylase. Parallelement, le citrate est fortement produit en ces circonstances dues a la
condensation de [’acétyl-CoA avec ’oxaloacétate. Cet effet aura pour conséquence une
inhibition de la glycolyse en bloquant la phosphofructokinase. Le fructose 6P sera accumulé
et il inhibera a son tour la conversion du glucose 6P en glucose (Figure 5). Le résultat final au
cours du jeline aura pour but un effet d’épargne sur le glucose sanguin en évitant sa
dégradation par les tissus hautement insulinosensibles (muscle, foie, tissu adipeux) et de le

laisser se diriger vers les tissus glucodépendants (essentiellement le tissu nerveux). Sans cette
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fine régulation métabolique de la gluconéogenese, I’organisme bascule fatalement dans
I’hypoglycémie (Figures 4 et 5). 1l apparait que dans un intervalle interprandial, 1’épargne du
glucose est assurée par les acides gras, jusqu’a épuisement des concentrations d’oxaloacétate
et le cerveau devient glucopénique, ce qui le conduit a s’adapter a I’utilisation des corps
cétoniques comme source d’énergie et la faim apparait (Vaag et al, 1994 ; Sidossis et Wolfe,
1996).

INSULINO-RESISTANCE et ROLE CLE DES ACIDES GRAS LIBRES :
Importance du CYCLE DE RANDLE ou cycle glucose / acide gras

Glucose Yo F-6P 4 F1-6diP Trioses P Pyruvate

HEXOKINESE PRY

I

: Pyruvate
Citrate

Pyruvaie carioxylase

INTOLERANCE AU GLUCOSE T Citrate

+

PyruvateDas

STRESS

Adrénaline Oxalo-acétate

Lipolyse du Tissu adipeux i yI CoA

MITOCHONDRIE

Figure 5. Glycorégulation : Role du Cycle glucose / acide gras dans la physiopathologie du DT2 (Randle,
1963).
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111 — LES INCRETINES : Roéle du Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1)

1. Historique et géneralités

L’histoire des incrétines débute en 1902 avec la découverte de la sécrétine par Bayliss et
Starling et du réle endocrine de I’intestin. C’est une expérimentation animale chez le chien
qui fut a ’origine de la découverte des incrétines, lorsque Hans Heller décrivit une diminution
de la glycémie aprés I’administration d’extraits d’intestin. En 1932, Jean La Barre donna le
nom d’« incrétine » et postula que ce facteur pouvait s’avérer intéressant pour traiter le
diabete. Il faut attendre les années 1960, et la mise au point des dosages radio-
immunologiques, pour caractériser les incrétines par le fait que la réponse insulinique est plus
ample apres 1’ingestion de glucose par voie orale que par voie intraveineuse. L’avenement de
la biologie moléculaire, durant les années 1980, aboutit a I’identification de peptides
intestinaux libérés par ’arrivée des nutriments dans 1’intestin et capables de promouvoir la
sécrétion d’insuline. Parmi ceux-ci, le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) apparait le plus
puissant, en dépit d’une demi-vie tres breve due a son inactivation quasi-immédiate par une
enzyme, la dipeptidylpeptidase IV (DPP4). Il faut attendre le début du XXI° siécle pour que
I’effet incrétine se concrétise dans le traitement du diabéte, grace au développement
d’agonistes du récepteur du GLP-1 résistant a I’inactivation par la DPP-4 (dont I’un est issu

de la salive du monstre de Gila) ou d’inhibiteurs de la DPP-4.

Suite a ces découvertes, une incrétine est le nom que I’on donne a une hormone
intestinale qui stimule la sécrétion d’insuline en réponse a une prise alimentaire, et ce
proportionnellement au taux plasmatique du glucose (Kreymann et al, 1987 ; Mojsov et al,
1987). L’effet incrétin a été observé pour la premiére fois de facon simultanée par Elrik et
McIntrey en 1964. En comparant 1’administration entérale et intraveineuse d’une dose de
glucose, la réponse insulinique est plus importante dans le cas de 1’administration orale, la
différence de sécrétion représente ce que 1’on appelle « I’effet incrétine » (Mclntyre et al,
1964 ; Elrick et al, 1964). Deux hormones ont été isolées et entrent dans la définition des
incrétines. La premiére hormone décrite était le Glucose-dependent insulinotropic polypeptide
ou gastric inhibitory peptide (GIP) (Dupre et al, 1973). Il s’est avéré que I’effet incrétine
persiste méme en 1’absence de GIP, ce qui suggére I’existence d’une deuxiéme incrétine : le
Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (Ebert et al, 1983). Dans notre travail, nous développerons
uniquement les aspects concernant le GLP-1. Le glucagon-like peptide est membre de la

famille des peptides dérivés du proglucagon. Le GLP-1 est une hormone hypoglycémiante
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gastro-intestinale sécrétée en réponse au repas, stimule la sécrétion d’insuline, elle a donc un

role important dans le contrdle de la glycémie postprandiale.

2. Synthese, Sécreétion et dégradation du GLP-1
2.1. Synthese du GLP-1

Le GLP-1 est synthétisé principalement par les cellules L de I’iléon terminal et du
colon (Eissele et al, 1992), mais également par les cellules a (alpha) pancréatiques (Mojsov
et al, 1986 ; Fujita et al, 2010; Marchetti et al, 2012), et aussi par certains neurones du
tronc cérébral situés au niveau du NTS et du bulbe rachidien (Jin et al, 1988 ; Larsen et al,
1997 ; Merchenthaler et al, 1999 ; Nyberg et al, 2005 ; Gu et al, 2013). Le glucagon-like
peptide-1 est un membre de la superfamille du glucagon. Dans les cellules L intestinales, il est
codé par le géne Gcg qui donne naissance au ARN messager, sa traduction conduit au
précurseur endogéne de 1’hormone : le préproglucagon (Figure 6), protéine de 179 acides
aminés (Conlon et al, 1988 ; Bell et al, 1983). Ce précurseur devient le proglucagon de 160
acides aminés aprés clivage du peptide signal (PS). Le proglucagon subit une maturation
protéolytique sous I’action de prohormone convertase 1/3 (PC1/3) (Zhu et al, 2002;
Ugleholdt et al, 2004) et libére de nombreux peptides: GLP-1, GLP-2, la glicentine,
I’oxyntomoduline et I’intervening peptide 2 (IP2) (Conlon et al, 1988 ; Sandoval et al,
2015 ; Thorens, 1992 ; Gutniak et al, 1992 ; Dhanvantari et al, 1996). Le GLP-1 est dans
un premier temps un peptide immature sans effet biologique connu. Il subit une derniere
coupure protéolytique pour conduire aux GLP-1-(7-37) et GLP-1-(7-36), seules formes
biologiquement actives du peptide (Mojsov et al, 1990 ; Kreymann et al, 1987 ; Baggio et
al, 2007). Le GLP-1-(7-36) est prédominant, représente 80% du GLP-1 circulant, capable de

stimuler la sécrétion d’insuline (Mojsov et al, 1990) et va nous intéresser dans cette étude.
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Figure 6. Modification post-traductionnelles du proglucagon (Sandoval et D’ Alessio, 2015).

PC2: prohormone convertase 2; GRPP: glycentin related pancreatic polypeptide; IP: intervening peptide; MPGF: major proglucagon
fragment; PC1/3: prohormone convertase 1/3; GLP: glucagon-like peptide

2.2. Sécrétion du GLP-1

Le glucagon-like peptide-1 est sécrété par les cellules entéroendocrines de type L du
jéjunum, I’iléon et du colon en réponse a la présence de nutriments essentiellement le glucose
et les acides gras dans la lumiere intestinale (Reimann et al, 2002). La sécrétion du GLP-1 se
fait de fagon biphasique. La premiére phase, rapide, se produit dans les 15-30 premiéeres
minutes d’ingestion alimentaire, alors que les cellules L se trouvent principalement dans la
partie distale de I’intestin. Cela suggere donc que sa sécrétion est sous 1’effet d une induction
nerveuse et hormonale plutdt que par contact directe entre les cellules L et les nutriments
(Brubaker et al, 2003 ; Zhang et al, 2000). La seconde phase, tardive, se déroule aprés 30 a
60 minutes du début de I’ingestion des aliments, et survient a la suite du transit des nutriments
ingérés dans la lumiére pour interagir directement avec les cellules L distales (Kieffer et al,
1999).

2.2.1. Régulation de la sécrétion du GLP-1

L’ingestion de nutriments principalement le glucose et les graisses est un puissant

stimulateur de la sécrétion de GLP-1 (Elliott et al, 1993 ; Lu et al, 2007). En effet, les
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capteurs chimiques présents sur la bordure en brosse des cellules K et L se sont avérés
responsables de la détection de différents composants nutritifs. Par exemple, les glucides
peuvent étre detectés par les récepteurs du godt sucré (STR) et le SGLT (Wu et al, 2012 ;
Young et al, 2013), bien que l'activation des STR ne soit pas suffisante pour induire une
sécrétion d'incrétine chez I'nomme (Ma et al, 2009; Wu et al, 2013). Les récepteurs couplés
aux protéines G (GPR), ont maintenant été identifies comme jouant un réle dans la détection
des acides gras, en particulier des acides gras monoinsaturés non estérifiés a longue chaine
(Brennan et al, 2011; Little et al, 2014).

Contrairement au glucose et aux lipides, les protéines ne semble pas stimuler sa
sécréetion par les cellules L (Elliott et al, 1993), bien que des hydrolysats de protéines
stimulent la libération de GLP-1 dans un modele d’iléon de rat perfusé et dans des cellules L
humaines (Cordier-Bussat et al, 1998 ; Reimer et al, 2001). Des études ont montré que les
cellules L sont sensibles aux effets de I’acétylcholine qui stimule la sécrétion de GLP-1
(Anini et al, 2002 ; Roberge et al, 1996). Dans des études in vitro et in vivo sur les cellules
L, il a été démontré que le GRP (Gastrin-Releasing Peptide) était un puissant sécrétagogue du
GLP-1 (Brubaker et al, 1991 ; Orskov et al, 1986 ; Hermann-Rinke et al, 1995). Il semble
que la sécrétion de GLP-1 soit également affectée par d'autres neurotransmetteurs, notamment
I'acide y-aminobutyrique (GABA) (Gameiro et al, 2005), les agonistes pB-adrénergiques
stimulent également la sécrétion de GLP-1 par les cellules L, alors que, les agonistes a-
adrénergiques 1’inhibe (Claustre et al, 1999). En outre, des facteurs non nutritifs, notamment
la leptine, hormone adipocytaire, (Anini et Brubaker, 2003) a également été identifiée
comme stimulatrice de la sécrétion de GLP-1. De plus, des résultats préliminaires ont montré
que l'insuline était un sécrétagogue du GLP-1, tandis que la résistance a l'insuline réduisait la
libération de GLP-1 (Lim et Brubaker, 2006). Inversement, La sécrétion du GLP-1 semble
étre inhibée par I’innervation sympatique de I’intestin (Hansen et al, 2004). De méme, la
somatostatine, produite a partir des cellules D entéro-endocrines intestinales (ainsi que des
cellules 6 dans les ilots de Langerhans) et dont la sécrétion est augmentée par GLP-1, exerce
un controle inhibiteur paracrine local sur les cellules L (Hansen et al, 2000 ; Chisholm et al,
2002).
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2.2.2. Mécanismes de sécrétion du GLP-1

Glucoseo via | PR L-typoe Ca~"
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Figure 7. Mécanismes de sécrétion directe de GLP-1 (Gareth et al, 2006).
SGLT : Sodium glucose tranpotor

Les mécanismes controlant la sécrétion de GLP-1 restent essentiellement méconnus.
Cependant, quelques mécanismes sont décrits. La sécrétion de GLP-1 pourrait se faire
directement par des interactions directes du contenu luminal avec les cellules L (Roberge et
Brubaker, 1993). Le GLP-1 est sécrété par les cellules GLUT (Abello et al, 1994; Reimann
et al, 2001), un modele de cellule L de I’intestin, en réponse a 1’absorption du glucose par
I’intermédiaire de transporteurs de glucose de sodium (SGLT). L’entrée du glucose provoque
une augmentation de I’ATP, ce qui stimule a la fermeture des canaux KATP (Reimann et al,
2002) avec I’entrée de Na+ via des transporteurs de glucose sodique (Figure 7), cela conduit
a une modification du potentiel membranaire, entrainant 1’ouverture des canaux calciques
voltage-dépendants et I’entrée de calcium dans la cellule, derniére étape conduisant a

I’exocytose des granules a GLP-1 (Gareth et al, 2006).

Les cellules L ne sont pas présentes dans l'intestin gréle proximal (Eissele et al,
1992). Par conséquent, 1’augmentation rapide initiale de la sécrétion de GLP-1 est médiée
indirectement, par une voie neuro-endocrinienne, plutdt que par des interactions directes du
contenu luminal avec les cellules L (Roberge et Brubaker, 1993). L’hypothése décrite pour
la sécrétion de GLP-1 serait que les nutriments détectés dans la partie proximale déclenchent

la secrétion de GIP (Figure 8) par les cellules K qui activerait alors le nerf vague (Figure 8).
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L’information nerveuse serait transmise au cerveau. Ce dernier modulerait un message
nerveux aux cellules distales de I’intestin via les efférents vagaux et les neurones entériques
libérant de 1’acétylcholine (Ach) et du GRP, qui induiraient la sécrétion de GLP-1 (Brubaker
et al, 2003).

— 1 Nutrients

C=23-

Vagus nerve

Endocrine K cell

> GLP-1 & -2

Endocrine L. cell

Figure 8. Mécanisme de sécrétion indirecte de GLP-1 (Brubaker et al, 2003).
CNS: central nervous system; GRP: Gastrin releasing peptide; ACh: Acétylcholine; GIP: Glucose-dependent insulinotropic polypeptide

2.2.3. Le récepteur du GLP-1 et sa signalisation

Les actions physiologiques du GLP-1 sont la résultante de sa fixation a un récepteur
(GLP-1R) a sept domaines transmembranaires couplé aux protéines G (GPCR) (Mayo et al,
2003). Ces récepteurs sont localisés dans plusieurs tissus dont le pancréas (cellules a, B et d)
(Thorens, 1992 ; Thorens et al, 1993 ; Wei et al, 1995), le cceur (Bullock et al, 1996),
I’estomac (Bullock et al, 1996), plusieurs régions cérébrales dont I’hypothalamus (Alvarez
et al, 1996 ; Alvarez et al, 2005) et les fibres afférentes du nerf vague du tube digestif
(Nakagawa et al, 2004). La localisation du récepteur dans le tissu adipeux (Mérida et al,
1993 ; Nakagawa et al, 2004), le foie (Villanueva-Penacarrillo et al, 1995), et les
muscles (Delgado et al, 1995 ; Gonzalez et al, 2005) est contestée. La fixation du GLP-1
sur son récepteur provoque 1’activation d’une adénylate-cyclase (Ac) par une protéine Gs
(Wheeler et al, 1993) entrainant 1’augmentation intracellulaire de 3°,5’-adénosine
monophosphate cycliqgue (AMPc). Ce dernier active des voies de signalisation dépendantes

de la protéine kinase A (PKA) (Buteau, 2008), induisant une dépolarisation cellulaire qui
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fait augmenter la concentration cytolytique de calcium, dans la cellule B, cela stimule

I’exocytose des granules de sécrétion de 1’insuline (Lu et al, 1993).

2.3. Dégradation du GLP-1

Lors de la sécrétion, le GLP-1 est rapidement dégradé par une aminopeptidase
ubiquitaire composée de deux sous-unités de 120kDa, la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4),
connue aussi sous le nom de CD26, cette enzyme est exprimée dans de nombreux tissus, tels
que le rein, a la surface de I'endothélium les cellules qui se trouvent a proximité des cellules L
et K intestinales (Hansen et al, 1999), le poumon, le foie, la rate, I’estomac et le cceur,
comme on peut la retrouvée sous forme libre dans le plasma (Hong et al, 1989 ;Hansen et al,
1999 ; Holst, 2007). La DPP-4 clive les polypeptides possédant un résidu alanine ou proline
dans leur position NH2 terminale (Mentlein, 1999), elle transforme les deux formes actives
de I’hormone, le GLP-1-(7-36) et le GLP-1-(7-37), en formes inactives, le GLP-1-(9-36) et le
GLP-1-(9-37) (Vahl et al, 2003). Ces deux derniéres formes ont une action antagoniste du
récepteur (Knudsen et al, 1996). Environ 25% seulement de 1’hormone Sécrétée quitte
I’intestin pour qu’elle soit transportée au niveau du foie par la circulation portale sous forme
intacte. Dans le foie, 40 a 50% du GLP-1 est encore dégradé (Deacon et al, 1996), et par
consequent, seulement 10-15% du GLP-1 produit dans I’intestin atteint la circulation sanguine
systémique. Un pourcentage encore plus faible de GLP-1 arrive dans d’autres organes tels que
le pancréas (Holst, 2007). Par conséquent, la demi-vie du GLP-1 dans la circulation est
extrémement courte, d’environ 2 minutes (Holst, 2006 ; Deacon et al, 1996; Vilsboll et al,
2003).

3. Effets physiologiques du GLP-1

Les effets biologiques du GLP-1 sont multiples. C’est un peptide anorexigene. Il agit a
la fois au niveau pancréatique et extrapancréatique. Nous aborderons principalement les
effets directs sur le pancréas et I’intestin pour contrdler le métabolisme glucidique. Nous
nous intéresserons aussi aux effets sur les tissus périphériques, notamment, le tissu adipeux,

le foie et le muscle squelettique.

3.1. Effets sur le pancréas

3.1.1. Voie de signalisation induite par le GLP-1 sur la sécrétion d’insuline
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Le GLP-1 est connu essentiellement pour sa fonction insulinotropique. Cet effet n’est
observé qu’en présence de concentrations de glucose égales ou supérieures a la
normoglycémie (Weir et al, 1989). Le GLP-1 est donc un potentialisateur de 1’effet glucose
et n’a pas d’effet sur la sécrétion d’insuline en I’absence de ce nutriment (Thorens, 2003).
Le GLP-1 agit directement sur la cellule p du pancréas en se fixant a son récepteur pour
activer I’adénylate cyclase (Figure 9) (Drucker et al, 1987) par une protéine Gs, ce qui
augmente le contenu en AMPc dans la cellule. L’AMPc active la protéine kinase A (PKA)
induisant une cascade moléculaire dont les principaux évenements sont : la fermeture des

canaux K+ sensibles a I’ATP, I’entrée des ions Ca2+ dans la cellule, la fermeture des

canaux K voltage dépendant ainsi que la libération de Ca2+ de ses sites de stockage du
réticulum endoplasmique vers le cytosol (Holz et al, 1999; Holst, 2007). Le GLP-1
contribue également a conférer une sensibilité du glucose aux cellules 3 (Holz et al, 1993;

Holz et Chepurny, 2005). Conjointement a ces effets, et de maniere indissociable, le

glucose est métabolisé pour permettre la sécrétion de I’insuline (Holst 2007).
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Figure 9. Signalisation du récepteur GIP / GLP-1 et régulation de la sécrétion d'insuline induite par le glucose.
(Girard, 2008).
GLUT : glucose transporter; VDCC: voltage-dependent Ca++ channel; PKA: protein kinase A; RYR : ryanodin receptor ;

Epac : Exchange Protein directly Activated by cAMP ; Rim : Rab3-interacting molecule ; Rab: Ras-like in rat brain.
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En plus de son effet purement sécrétoire, le GLP-1 stimule la synthése d’insuline (Figure
10) de maniere a maintenir les réserves d’insuline dans les ilots p de Langerhans (Holst,
2007), cet effet est 1ié a I’augmentation de la transcription du geéne codant pour 1’insuline et a
la stabilisation de son ARNm (Drucker et al, 1987 ; Wang et al, 1995 ; Verspohl, 2009 ;
Pabreja et al, 2014).

3.1.2. Inhibition de la sécrétion de glucagon

Le GLP-1 inhibe la sécrétion de glucagon par les cellules a (Dunning et al, 2005).
Cet effet est aussi glucose-dépendant (Nauck et al, 2002 ; Maida et al, 2009). Le GLP-1
stimule fortement la sécrétion de somatostatine (Figure 10). Cet effet participerait au
contrdle paracrine de la sécrétion de glucagon (Dolz, 2008 ; de Heer et al, 2008). Le GLP-
1 semble avoir un effet protecteur et trophique sur la masse B-cellulaire (Drucker, 2006). Il
stimule la néogeneése, la prolifération des cellules béta préexistantes (Xu et al, 1999 ; Jhala
et al, 2003) et les protége contre 1’apoptose induite par la glucotoxicité, la lipotoxicité ou

la glucolipotoxicité (Li et al, 2003; Buteau, 2008 ; Maida et al, 2009 ; Girard, 2008).

3.2. Effets extra-pancréatiques du GLP-1

3.2.1. Effet du GLP-1 cérébral sur les neurones de I’hypothalamus

Un certain nombre d'études ont montré que I'axe « intestin-cerveau» entre le tractus
gastro-intestinal et le systéme nerveux central joue un réle important dans la régulation de
I'noméostasie énergétique a court et a long terme (Figure 10). Le GLP-1 injecté dans les
structures intracérébroventriculaires diminue 1’appétit et la prise alimentaire (Tang-
Christensen et al, 1996 ; Turton et al, 1996). L’injection d’un analogue stable du GLP-1
réduit le poids corporel (Lee et al, 2000), la masse grasse et améliore la tolérance au
glucose (Szayna et al, 2000). Des effets satiétogénes du GLP-1 sont aussi observés chez
des sujets recevant une perfusion intraveineuse de GLP-1(Flint et al, 1998). De plus,
I’injection d’un agoniste du GLP-1 dans le troisiéme ventricule, augmente la sécrétion
d’insuline en conditions de clamp hyperglycémique. Il est a noter que I’effet du GLP-1
cérébral s’assimilerait donc a D’effet du GLP-1 sécrété par [Dintestin qui est

insulinosécrétagogue (Perley et al, 1967).
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3.2.2. Effets du GLP-1 sur la fonction cardiaque

Le GLP-1 joue un réle physiologique important dans la régulation de la fonction
cardiovasculaire pendant 1’état postprandial (Wu et al, 2015). Il semble avoir des effets
bénéfiques sur la fonction cardiaque (Guzzardi et lozzo, 2011; Laviola et al, 2012;
Lehrke et Marx, 2011) car une perfusion de GLP-1 améliore la fonction ventriculaire
gauche (Nikolaidis et al, 2004) et le dysfonctionnement endothélial (Nystrom et al, 2004).

De plus, il diminue la pression diastolique du ventricule droit.

3.2.3. Effets sur le tractus gastro-intestinal

Le GLP-1 a été identifié comme un puissant inhibiteur de plusieurs fonctions gas

intestinales. 1l inhibe la sécrétion d’acide gastrique par I’estomac et ralentit la vidange

tro-

gastrique (Figure 10), cet effet dépend de 1’intégrité du nerf vague, entrainant une diminution

de la vitesse d’absorption des nutriments au niveau de 1’épithélium intestinal et donc une

réduction des oscillations glycémiques post-prandiales (Nauck et al, 1997 ; Turton et

al,

1996 ; Chelikani et al, 2005). Le GLP-1 inhibe également la motilité jéjunale, réduit le flux

lymphatique, I’absorption des triglycérides et la production de lipoprotéines (Qin et al, 2005).

3.2.4. Effets sur le tissu adipeux et le musculaire

Le GLP-1 semble avoir des effets analogues a ceux de linsuline dans les
principaux tissus extrapancréatiques, participant a I'homéostasie du glucose et au
métabolisme des lipides dans des tissus tels que les muscles, le foie et les tissus adipeux
(Figure 10). Des études in vitro utilisant a la fois des cellules 3T3-L1 adipeuses et des
adipocytes primaires humains ont montré un effet stimulant du GLP-1 sur la lipolyse, induit
directement par le récepteur du GLP-1 exprimé sur les adipocytes (Vendrell et al, 2011).
Le GLP-1 agit sur le tissu adipeux blanc en diminuant la lipogenese et sur le tissu adipeux
brun en favorisant la thermogenese (Baggio et Drucker, 2014; Campbell et Drucker,
2013). De plus, une étude in vitro sur une lignée cellulaire d’adipocyte (Egan et al, 1994) a
montré que le GLP-1 stimule le métabolisme glucidique induit par I’insuline (entrée de
glucose dans les adipocytes) (Egan et al, 1994 ; Campbell et Drucker, 2013). Dans le
muscle squelettique, le GLP-1 active la glycogéne synthase (Acitores et al, 2004), stimule
I'oxydation et l'utilisation du glucose, de méme que l'insuline (Alcantara et al, 1997;
Luque et al, 2002).
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3.3. Effets du GLP-1 sur le foie

Le GLP-1 peut participer directement a la régulation de la teneur en graisse hépatique
en controlant le transport, I'oxydation, la synthése et la sécrétion des lipides hépatiques,
bien que I’expression des récepteurs fonctionnels du GLP-1 dans le foie reste controversée
(Seino et Yabe, 2013). Dans les études précliniques et cliniques, il a été rapporté que les
agonistes des récepteurs du GLP-1 améliorent les taux plasmatiques d'enzymes hépatiques
(Eguchi et al, 2014 ; Jendle et al, 2009; Klonoff et al, 2008; Sathyanarayana et al,
2011). Il a été montré que la signalisation du GLP-1 augmente la p-oxydation des acides
gras et réduit les taux d'acides gras intracellulaires dans les hépatocytes primaires de rats
nourris avec une alimentation riche en graisse (Svegliati-Baroni et al, 2011). De plus, sur
des hépatocytes isolés, le GLP-1 active le stockage de glucose en activant la glycogéene
synthase (Lopez-Delgado et al, 1998 ; Redondo et al, 2003), réduit la gluconéogenese
hépatique et améliore la signalisation par I'insuline et la sensibilité a I'insuline (Lee et al,
2007).
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Figure 10. Effets physiologiques des incrétines : R6le du Glucagon Like Peptide 1 (Chelikani et al, 2005).
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IV -STEATOSE HEPATIQUE NON ALCOOLIQUE ou NAFLD
1. Définition

La stéatose hépatique non-alcoolique (équivalent du terme anglais non alcoholic fatty
liver disease ou NAFLD) se définit par une accumulation intra-hépatique excessive de
graisses sous forme de triglycérides (stéatose), qui peut étre isolée ou associées a une
inflammation hépatique non-spécifique, en 1’absence de toutes causes secondaires
d’accumulation de graisse (par exemple, une consommation importante d’alcool, certains
médicaments...) (Puri et Sanyal, 2012; Ahmed, 2015). La NAFLD a été reconnue comme
¢étant I’atteinte hépatique la plus répandue dans le monde avec une prévalence estimée de 20%
a 30% (Bedogni et al, 2005 ; Donghee et al, 2017). La stéatose hépatique non-alcoolique
englobe un spectre allant de la stéatose hépatique simple caractérisée par une accumulation de
gras dans le foie, sans autre modification jusqu’a la stéatohépatite non alcoolique (équivalent
du terme anglais nonalcoholic steatohepatitis ou NASH) qui est définie comme la présence
d’une stéatose hépatique et d’une inflammation accompagnée d’une lésion des hépatocytes
(ballonisation) avec ou sans fibrose (Puri et Sanyal, 2012 ; Anderson and Borlak, 2008 ;
Sanyal, 2001).

Stéatose macrovacuolaire:

* 90% des vacuoles sont de taille
supérieure au noyau

* Noyau déjeté en périphérie

Stéatose microvacuolaire :

* 90% des vacuoles sont plus
petites que le noyau

» Noyau en position centrale

Figure 11. Deux types de NAFLD : stéatose microvacuolaire et stéatose
macrovacuolaire (Lemoine et Serfaty, 2012).
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Selon la concentration des gouttelettes lipidiques par rapport au noyau de 1’hépatocyte,
on distingue deux types de NAFLD : (i) une stéatose microvacuolaire, ou les gouttelettes ne
modifient pas la position du noyau ; (ii) une stéatose macrovacuolaire, ou les gouttelettes
repoussent le noyau en périphérie de la cellule. Le plus souvent, la stéatose commence par
étre microvacuolaire puis devient macrovacuolaire ou peut étre également mixte (Figure 11).
A ce stade, la NAFLD se compliqgue en NASH (Lemoine et Serfaty, 2012). On
distingue plusieurs grades de stéatose qui sont déterminés par I'analyse histologique du foie.
On parle de stéatose de grade | quand on observe des vésicules lipidiques dans 5 a 25% des
hépatocytes ; de grade Il lorsque 25% a 50% des hépatocytes sont stéatosés ; de grade Il
lorsque le taux atteint 50% a 75% des cellules et de grade IV quand la stéatose touche 75%

des hépatocytes.
2. Facteurs de risque de la NAFLD

2.1. Age : La prévalence de la NAFLD augmente avec 1’age, cette augmentation
pourrait étre liée a la résistance a 1’insuline et a I’incidence du syndrome métabolique avec

I’age (Fan et al, 2005 ; Duseja et al, 2007).

2.2. Sexe : Une large étude effectuée a Hong-Kong a retrouvé une augmentation
significative de la prévalence de la NAFLD chez les femmes de plus de 50 ans (Wong et al,
2009). Ces résultats pourraient suggérer un réle des hormones sexuelles dans la pathogenése

de la maladie.

2.3. Ethnie : L’origine ethnique influe sur la prévalence de la NAFLD, méme avec un
degré d'obésité moins élevé, les Hispaniques et les Asiatiques sont plus a risque que les Afro-

Américains (Puri et Sanyal, 2012).
2.4. Obésité et les facteurs de risque métabolique

De nombreuses études ont démontrés que les caractéristiques du syndrome métabolique
(obésité, insulinorésistance, diabete de type 2, dyslipidémie et hypertension) sont fortement
associées a la présence d’une NAFLD (Falck-Yetter et al, 2001 ; Bedogni et al, 2005 ; Oh
et al, 2006). La résistance a I’insuline a un role majeur dans la pathogenése de la NAFLD et
explique les liens étroits entre la NAFLD, le syndrome métabolique et ses composantes,

particuliérement 1’obésité et le diabéte. Le surpoids ou l'obésité est un facteur de risque

58



important pour le développement de la NAFLD. Des études ont montré que la prévalence de
la NAFLD augmente linéairement avec I’augmentation de I'IMC (Ajay et Naga, 2013).
L'obésité centrale, une mesure de l'adiposité viscérale, est plus étroitement associée a la
résistance a I'insuline et a la NAFLD. Ces différents éléments laissent a penser que la NAFLD

représenterait la manifestation hépatique du syndrome métabolique (Marchesini et al, 2003).

2.5. Hérédité

Un lien de parenté direct avec un patient atteint de stéatose hépatique constitue
¢galement un facteur de risque, indépendant de 1’age et de 1’index de masse corporelle (IMC)

(Schwimmer et al, 2009).

2.6. Autres facteurs de risque

La NAFLD peut avoir d’autres origines. Parmi celles-Ci on peut citer les origines
médicamenteuses (Labbe et al, 2008); virale comme [I’hépatite C (Basaranoglu et
Basaranoglu, 2011); les troubles endocriniens tels que le syndrome des ovaires
polykystiques ; une insuffisance hypophysaire et une hypothyroidie (Cerda et al, 2007 ;
Loria et al, 2009).

3. Physiopathologie de la NAFLD

La NAFLD est le résultat d’une dérégulation d’un certain nombre de voies du
métabolisme lipidique qui est a 1’origine d’un déséquilibre entre le captage/ la synthése
hépatocytaire et 1’export/ 1’oxydation des acides gras. Elle correspond donc a une
accumulation de lipides au niveau des hépatocytes. La pathogenése de la NAFLD est un
processus complexe qui implique I’interaction entre des mécanismes multiples : ’afflux
important d’acides gras par 1’alimentation, la lipolyse des tissus graisseux, I’exces de la
lipogenese hépatique, et un défaut d’oxydation des acides gras ou un défaut de sécrétion des

lipoprotéines (VLDL).

3.1. NAFLD et Apport alimentaire

Une mauvaise alimentation joue un réle dans le développement et la progression de la
NAFLD (Gerber et al, 2012). 15% des acides gras présents dans le foie stéatosique
proviennent de I’alimentation (Donnelly et al, 2005), ils sont transportés jusqu’au foie via les
chylomicrons. Un régime alimentaire hypercalorique, un exces en graisses (saturées), une

consommation de glucides raffinés et de boissons sucrees, une alimentation avec une forte
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teneur en fructose et une alimentation occidentale ont été tous associés a une prise de poids et

a une obésité, et plus récemment a la NAFLD (Chiu et al, 2014).

3.2. NAFLD et Lipolyse du tissu adipeux

L’insulinorésistance peut jouer un role essentiel dans la pathogenése et la progression de
la NAFLD (Jeffrey et al, 2010). Le tissu adipeux joue un role important dans I”’homéostasie
systémique des lipides et du glucose. Dans les états insulino-résistants, les cellules adipeuses
oxydent préférentiellement les lipides, par conséquent, la lipolyse n’est plus efficacement
inhibée en raison de la résistance a 1’action anti-lipolytique de I’insuline (de Almeida et al,
2002) entrainant une augmentation des concentrations d’acides gras libres dans la circulation
sanguine (Jeffrey et al, 2010 ; Leclercq et Sempoux, 2006, Lewis et Mohanty, 2010). Le
tissu adipeux esterifie les acides gras provenant de la circulation sanguine et les stocke au sein
des adipocytes. Des que cette capacité est dépassée (en cas d’un apport alimentaire riche en
graisses et sucres et en cas d’insulinorésistance), les acides gras libres sont captés par le foie
entrainant une stéatose (Jeffrey et al, 2010 ; Lewis et al, 2002 ; Ehehalt et al, 2006). De

plus, I’expression des transporteurs des AG (CD36, FABP4, FATPS) est augmentée dans le
foie de patients atteints de NAFLD (Greco et al, 2008 ; Mitsuyoshi et al, 2009).

3.3. NAFLD et Lipogenese hépatique

Parallelement a la lipolyse adipocytaire, I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie induites
par I’insulinorésistance périphérique entrainent la synthése de novo d’acides gras par la voie
de la lipogenése hépatique. La lipogenése contribue au développement de la stéatose
hépatiqgue (Nakamuta et al, 2005 ; Postic et Girard, 2008). Selon une étude, les TG
synthétisés a partir des acides gras issus de la lipogenése hépatique représentent 30% des

triglycerides hépatique (Donnelly et al, 2005).

La lipogenese est régulée par des facteurs de transcription clés dont I’activation est
dépendante de [I’état nutritionnel et/ ou hormonal. Un des facteurs impliqués dans
I’augmentation de la lipogenése hépatique est le SREBP-1c (Sterol Regulatory Element
Binding Protein 1c). En effet, I'nyperinsulinémie réactionnelle & I’insulinorésistance
périphérique stimule la synthese de novo des acides gras hépatiques via I’activation du facteur
SREBP-1c, responsable de la transcription des génes codant pour des enzymes impliquées

dans la lipogenése (Bjorkegren et al, 2002 ; Kohjima et al, 2007) telles que I'Acétyl-CoA
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Carboxylase (ACC) et la Fatty Acid Synthase (FAS) (Gonzalez-Baro et al, 2007 ; Dentin et
al, 2005).

Une autre résultante de la résistance périphérique a I’insuline, I’hyperglycémie, semble
jouer un role dans 1’augmentation de la lipogenese hépatique (Figure 12). L hyperglycémie
entraine 1’activation du facteur de transcription ChREBP (Carbohydrate response element
binding protein), un facteur clé de I’induction des génes intervenant dans la synthése de
novo d’acides gras en réponse au glucose (Benhamed et al, 2013). Le ChREBP active la
transcription du géne codant pour la pyruvate kinase hépatique (L-PK : liver pyruvate kinase)
et agit en partie en synergie avec SREBP-1¢ et augmente 1’expression des génes codant pour
les enzymes lipogéniques telles que I’ACC et la FAS (Mitro et al, 2007; Larter, 2006). Les
récepteurs nucléaires LXR (Liver X receptors) jouent un rdle primordial dans la régulation du
métabolisme lipidique hépatique. Une augmentation de I’expression de ces facteurs peut étre
observée (Lima-Cabello et al, 2011). En effet, les récepteurs LXR régulent 1’expression de
genes lipogeniques tels que FAS, ACC (Schultz et al, 2000 ; Liang et al, 2002 ; Chu et al,
2006), et participe également a la transcription des facteurs SREBP-1c (Repa et al, 2000) et
ChREBP (Chen et al, 2004 ; Cha et Repa, 2007).

Certains récepteurs nucléaires comme le PPAR vy (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors gamma) représentent les principaux régulateurs du métabolisme des lipides dans le
foie. Des études ont suggéré que les récepteurs PPARy peuvent participer au développement
de la stéatose hépatique en intervenant dans ’activation des geénes lipogéniques (Matsusue et
al, 2003 ; Gavrilova et al, 2003), une expression accrue de PPARy ayant été constatée dans
le foie stéatosique (Rahimian et al, 2001 ; Inoue et al, 2005). Néanmoins, plusieurs études
ont montré que la surexpression de PPARy pourrait prévenir la progression de la stéatose
hépatique en diminuant la libération des AGL du tissu adipeux (Staels et al, 2013) et la
synthese de novo hépatique (Canbay et al, 2007 ; Patel et Sanyal, 2014). Les effets
protecteurs de PPARy pourraient étre due a I’augmentation de la sensibilité a 1’insuline dans
le tissu adipeux et le muscle squelettique (Pfutzner et al, 2005), entrainant une diminution du
dépot d’AGL dans le foie (Yue Ye Huang et al, 2013).

3.4. NAFLD et B oxydation mitochondriale
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Les acides gras libres en exces sont dégrades par béta-oxydation mitochondiale ou
réestérifiés en TG et ensuite éliminés sous forme de VLDL. La stéatose hépatique non-
alcoolique est fortement associée a une altération de la f-oxydation mitochondriale des acides
gras (Wei et al, 2008). La diminution de la B-oxydation est due a I’inhibition de la CPT-1
(Carnitine Palmitoyl transférase-1), d’une part, par I’insulinorésistance (Kei Nakajima,
2012) et d’autres part, par la surproduction de malonyl-CoA formé lors de la lipogenese qui
permet ainsi 1’inhibition concomitante de 1’entrée des AG dans la mitochondrie et donc de
leur oxydation (Utzschneider et Kahn, 2006 ; Akkaoui et al, 2009). Un excés de graisse
alimentaire ou d’acides gras provenant du tissu adipeux et dépassant les possibilités de
catabolisme par la B-oxydation mitochondriale peut donc aboutir a un « engorgement »

hépatique en triglycérides.

Glucose

Ins resis

Glycerol

Glucose

Insulin

Glucose

Figure 12. Sources d'acides gras stockés dans le foie et sécrétés via les lipoprotéines chez les patients

atteints de stéatose hépatique non alcoolique (Kerry et al, 2005).
CM : Chylomicron ; FA ; Fatty acids ; NEFA : nonesterified fatty acids; TAG : Triacylglycerol ; DNL : de novo lipogenesis ; G-3-P :
glycéraldéhyde-3-phosphate ; ; HSL : Hormone-sensitive lipase ; apoB : Apolipoprotein B ; SREBP-1c : Sterol regulatory element-binding
transcription factor 1;ChREBP : Carbohydrate responsive element binding protein.
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3.5. NAFLD et liporotéines VLDL

Les triglycérides hépatiques sont sécrétés dans le sang via les lipoprotéines VLDL (Very
Low Density Lipoprotein). Le défaut de synthése et d’excétion des VLDL peut participer au
développement de la stéatose hépatique (Fujita et al, 2009). En effet, des études ont suggéré
que la diminution de la sécrétion des VLDL pourrait étre due a une diminution de la quantité
d’apolipoprotéines B (ApoB48 ; ApoB100) hépatique nécessaire a leur reconnaissance par les
tissus utilisateurs (Charlton et al, 2002 ; Musso et al, 2003). Dans les conditions
physiologiques, I’insuline diminue la synthése et la stabilit¢ des ApoB. L’hyperinsulinémie
induite par ’insulinorésistance périphérique pourrait expliquer la diminution de synthese
d’ApoB aboutissant & une accumulation de TG et une stéatose (Taghibiglou et al, 2002 ;
Charlton et al, 2002).

V — ADIPO-CYTOKINES

1. ADIPOKINES

Le terme d’adipokine a initialement été utilisé pour désigner les molécules synthétisées est
sécrétées par les adipocytes. Par extension, il est souvent utilisé pour désigner les molécules
sécrétées par le tissu adipeux en générale (Trayhurm, 2004). Plusieurs dizaines d’adipokines
sont connues actuellement. Dans ce travail, nous nous intéressons plus particulierement a la

leptine, I’adiponectine et la résistine.

1.1. Leptine
1.1.1. Structure et sécrétion

La leptine, du terme grec « leptos » qui signifie maigre, est une protéine produite par les
adipocytes différentiés, a partir du géne ob (Baudin, 2000). La leptine est majoritairement
sécretée par le tissu adipeux blanc sous-cutané (Maffei et al, 1995). Elle est aussi produite
secondairement par d’autres tissus : estomac (Bado et al, 1998 ; Cinti et al, 2000), placenta
(Cervero et al, 2006), glandes mammaires (Smith-Kirwin et al, 1998), glandes surrénales
(Glasow et Bornstein, 2000), muscles squelettiques (Wang et al, 1998) et tissu nerveux
(hypothalamus, cervelet, cortex, hypophyse) (Jimerson et al, 2000 ; Morash et al, 1999 ;
Green et al, 1995). Les concentrations circulantes de leptine sont proportionnelles a I’'IMC et

a la masse adipeuse (Trayhum, 2014). 1l y’a donc une variation des niveaux en fonction de la
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composition corporelle, et selon le sexe, elles sont 75% plus élevées chez les femmes que
chez les hommes probablement en raison de la présence de graisse sous-cutanée plus
abondante chez les femmes (Maffei et al, 1995), et d’un effet probablement inhibiteur des
androgeénes et stimulateur des cestrogénes (Baudin, 2000). Chez les sujets obeses, on observe
de hauts niveaux de leptine circulante, et ce, malgré les actions positives sur la sensibilité a
I’insuline et I’activation de la -oxydation de la leptine (Minokoshi et al, 2002 ; Minokoshi
et al, 2012). Des recherches ont alors, suggérer qu’il y’a un phénoméne de résistance a la

leptine similaire a celui de I’insulinorésistance (Antuna-Puente et al, 2008).

1.1.2. Récepteurs a la leptine

Les récepteurs a la leptine issus des genes lepr font partie de la famille des récepteurs aux
cytokines de classe 1. Il existe diverses isoformes du récepteur a la leptine, de distribution
ubiquitaire (Tartaglia et al, 1995), et témoignant des multiples effets de cette protéines sur
I’organisme (Lafontan, 2003 ; Baudin, 2000). lls sont présents dans différents organes parmi
lesquels le foie, le muscle squelettique, le cceur, le pancréas et le poumon. Ces récepteurs
possédent un domaine extracellulaire de liaison au ligand, un domaine transmembranaire

simple et un domaine de signalisation cytoplasmique.

1.1.3. Voie de signalisation de la leptine

La fixation de la leptine a son récepteur induit un changement de conformation de ce dernier
(Biener et al, 2005) permettant 1’activation des protéines janus Kinase-2 (JAK2) par trans-
phosphorylation, une fois activées, les JAK2 phosphorylent trois résidus tyrosine sur la partie
intracellulaire du récepteur de la leptine (Tyr985, Tyrl077, Tyr1138), induisant ainsi le
recrutement et 1’activation de protéines STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription), les STAT3 se dissocient du récepteur de la leptine et sont dimérisées (Figure
13). Les diméres formés transloquent ensuite dans le noyau, se fixent a I’ADN via leur
domaine de liaison et régulent ainsi la transcription de genes cibles (Fruhbeck, 2006). La
voie de sgnalisation STAT3 induit également I’expression de SOCS3 (Suppressor of Cytokine
Signaling), protéine a action négative sur la voie JAK/STAT (Figure 13). SOCS-3, peut

atténuer les signaux des récepteurs a la leptine et a I’insuline.

64



Plasma

Leptin receptor
.W monomer membrane

STA.:D-. Siaae Cytosol
D
Nucleus
ropeptide oo )
POMC, etc) STAT i
. P 4

mRNA

Figure 13. Signalisation de la leptine (Sotirios et al, 2006)

JAK : Janus kinases ; STAT : signal transducer and activator of transcription

1.1.4. Effets centraux physiologiques de la leptine

La leptine agit soit directement au niveau périphérique, soit par I’activation de centres
spécifiques au niveau du systéme nerveux central sur la diminution de la consommation de
nourriture, sur I’augmentation de la dépense d’énergie, sur le métabolisme du glucose et des
lipides et sur des fonctions endocriniennes (Sainz et al, 2015). La leptine se comporte comme
une hormone de la satiété, agissant par rétro-controle au niveau de 1’hypothalamus afin de
réguler I’appétit en fonction de la masse de TA créant ainsi une boucle régulatrice de la prise
alimentaire. En cas d’augmentation des réserves de matiéres grasses, les adipocytes
produisent la leptine qui informe le cerveau pour permettre I’arrét de la prise alimentaire et
I’augmentation de la dépense énergétique. En revanche, a I’état de jeune, il y’a une
diminution de la leptine s’accompagnant d’une augmentation de la prise alimentaire et d’une
réduction des dépenses énergétiques (Baudin, 2000 ; Ahima et al, 1996 ; Morton et al,
2006 ; Schwartz et al, 2000). Par conséquent, la leptine intervient dans le contrdle de la
balance énergétique pour lutter contre le développement de 1’obésité et de ses conséquences
telles que le diabete de type2, I’hépato-stéatose et les maladies cardiovasculaire (Moon et al,
2013). La leptine semble jouer un role important dans la régulation de 1’homéostasie du

glucose, indépendamment de ces actions sur la consommation alimentaire, la dépense
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énergétiqgue ou le poids corporel, en favorisant la production hépatique de glucose
(Robertson, 2008). De plus, elle altére la signalisation de I’insuline dans les adipocytes
murins (Muller et al, 1997 ; Pérez et al, 2004), induisant la lipolyse (Wang et al, 1999 ;
Zeng et al, 2015).

1.1.5 Effets périphériques physiologiques de la leptine

Au niveau périphérique, la leptine permet 1’amélioration de la sensibilité a 1’insuline,
(Minokoshi et al, 2002) via I’activation de I’AMPK (AMP-activated protein kinase), qui
phosphoryle 1’acétyl Coa coarboxylase (ACC), qui, a son tour, inhibe la transformation de
I’acétylCoenzyme A en malonyl-Coenzyme A (Figure 14). La diminution de malonyl-CoA
s’accompagne par une diminution de la lipogenése (Friedman et Halaas, 1998) et une
augmentation de la B-oxydation des acides gras par désinhibition de la carnitine
palmitoyltransferase 1(CPT1) (Zhang, 2010 ; Muoio, 1999 ; Hardie, 2007 ; Yoshimatsu,
2009).

Leptin

——

Sympathtic Hypothalamus
nerve

a-adrenergic receptor

\ / Skeletal muscle

AMPKK
AMPK > AMPK
ACC > ACC
Acelyl-CoA N = ‘ Malonyl-CoA

Fatty acids +

- B cpPT1

. Fatty acid oxidation

Figure 14. L action de la leptine sur le métabolisme des lipides intramyocellulaires (Minokoshi et al, 2012).
ACC : Acétyl-CoA carboxylase ; CPT1 : carnitine palmitoyl transférase-1

De plus, la leptine module la sécrétion et les effets de I’insuline en stimulant la

gluconéogenese et le metabolisme du glucose dans les tissus non-adipeux (Pelleymounter et
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al, 1995 ; Friedman et Halaas, 1998). Dans le foie, la leptine inhibe la glycogénolyse et
favorise la synthese du glycogéne en phosphorylant la glycogene synthase kinase3 (GSK3)
(Szanto et Kahn, 2000). 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. Elle réduit également 1’effet lipogénique de 1’insuline (Bai, 1996 ;
Walder, 1997). Inversement, elle a un effet stimulateur sur 1’oxydation des acides gras
(Minokoshi, 2002) et la captation du glucose (Maury, 2010). De plus, la leptine inhibe
également 1’expression du « Sterol response element binding protein-1c » (SREB-1c) dans le
foie, le pancréas et le tissu adipeux, inhibant de la sorte la lipogenése dans ces tissus
(Kakuma et al, 2000). Enfin, la leptine a également une action au niveau de I’immunité,
jouant un réle pro-inflammatoire par la stimulation de la production de TNF-a (Sainz et al,
2015).

2.2. Adiponectine
1.2.1. Structure et synthése

L’adiponectine a été découverte simultanément par quatre équipes de recherche
indépendantes durant les années 1990 (Scherer et al, 1995 ; Maeda et al, 1996 ; Hu et al,
1996 ; Nakano et al, 1996). L’adiponectine est une protéine composée de 247 acides aminés,
avec un poids moléculaire de 28 kDa codé par le gene apM1. Elle est composée d’une
extrémité C-terminal globulaire et une extrémité N-terminal possédant un domaine collagéne.
La quantit¢ d’adiponectine circulante est mille fois supérieure a celle d’autres hormones
(Kadowaki et al, 2006). Elle est retrouvee sous différentes formes : trimeres de faible poids
moléculaire (LMW), héxameres de poids moléculaire intermédiaire et une troisiéme forme de
haut poids moléculaire (HMW) (12 a 18 protomeéres). Une forme globulaire est également
détectée dans le plasma en faible quantité (Galic, 2010). La forme de haut poids moléculaire
est la forme circulante dominante et elle est également impliquée dans les roles

physiologiques protecteurs (Aso et al, 2006 ; Simpson et Whitehead, 2010).

1.2.2. Régulation de la sécrétion de I’adiponectine

L’adiponectine est majoritairement produite et sécrétée par les adipocytes du tissu sous-
cutaneé (Scherer et al, 1995 ; Meyer et al, 2013), recemment, il a été montré que cette
hormone peut aussi étre sécrétée par les cardiomyocytes et les muscles squelettiques

(Brochu-Gaudreau et al, 2010) de méme que par I’hypothalamus et 1’antéhypophyse
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(Wilkinson et al, 2007). La sécrétion de I’adiponectine est regulée par plusieurs facteurs et
mécanismes faisant intervenir d’autres molécules. L’insuline stimule la synthése
d’adiponectine par la voie dépendante de la 3’inositol-phosphatidyl kinase (Blimer et al,
2008), de méme, le PPAR gamma augmente la production d’adiponectine (Combs et al,
2002), a I’inverse, |’interleukine-6 (IL-6) et le Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) la
diminuent en répriment la synthése de I’ARN messager de la molécule (Bruun et al, 2003).
Contrairement a la leptine, les concentrations circulantes d’adiponectine diminuent avec le
degré d’obésité et ’IMC (Féeve et al, 2006). De plus, les valeurs de 1’adiponectine circulantes
varient en fonction du sexe, la testostérone inhibe la synthése d’adiponectine, ce qui explique
I’élévation des concentrations d’adiponectine chez les femmes par rapport aux hommes
(Wang et al, 2008). Enfin, ’adiponectinémie est abaissée chez les patients insulino-résistants,
diabétique de type 2 et chez les patients présentant une insuffisance coronarienne (Feve et al,
2006 ; Antuna-Puente et al, 2008 ; Gil-Campos et al, 2004).

1.2.3. Récepteurs de [’adiponectine

Il existe deux types de récepteurs a 1’adiponectine : AdipoR1 et AdipoR2. Ce sont des
récepteurs de sept domaines transmembranaires, avec une région N-terminale interne et une
région C-terminale externe, exprimés dans plusieurs tissus (Figure 15). lls sont retrouvés
dans le cerveau (Yamauchi et al, 2003), le cceur (Ding et al, 2007), les cellules B-
pancréatiques (Kharroubi et al, 2003), I’hypothalamus (Kos et al, 2007), au niveau des
cardiomyocytes (Ding et al, 2007) ainsi qu’au niveau du tissu adipeux (Fasshauer et al,
2004), cet expression est diminuée en cas d’obésité (Gomez-Abellan et al, 2010). AdipoR1
est ubiquitaire, mais avec une forte prédominance musculaire, et jouant un rdle dans la
promotion de I’insulino-sensibilit¢ via 1’activation de la voie de la kinase I’AMPK,
conduisant a une inhibition de 1’acétyl CoA carboxylase (Yamauchi et al, 2002). AdipoR2
est principalement exprimé dans le foie et 1ié a I’activation de la voie du récepteur o active par

les proliférations de peroxysomes (PPAR-a) (Yamauchi et al, 2003).

1.2.4. Voie de signalisation induite par [’adiponectine

Au niveau périphérique, la fixation de 1’adiponectine a son récepteur permet le
recrutement de I’APPL1 (adaptator protein containing pleckstrin homology domain,
phosphotyrosin binding domain and leucine zipper motif), cette derniére, se fixe sur le

récepteur (Mao et al, 2006) et sert d’intermédiaire pour I’activation de plusieurs voies de
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signalisation. La protéine adaptatrice peut se lier a une petite hydrolase du GTP (GTPase),
Rab5. Celle-ci active la translocation du transporteur de glucose GLUT4 qui active la capture
du glucose dans les muscles (Mao et al, 2006). L’APPL1 active deux autres enzymes qui par
la translocation de GLUT4 a la membrane vont augmenter la capture du glucose: la protéine
Kinase activée par les mitogénes (MAPK) SP28 (Kadowaki, 2006) et [I’adénosine
monophosphate (AMP) kinase (AMPK) (Deepa, 2009).

AdipoR1

y
Voie du de Glut 4
NFkB

Oxidation
des acides gras
S tecti glucose
Vasodilatation

Figure 15:Principales voies de signalisation de I’adiponectine (Deepa, 2009).

1.2.5. Effets physiologiques de [’adiponectine

L’adiponectine joue un role essentiel dans la sensibilité a I’insuline, la régulation du
métabolisme du glucose et les lipides et également dans I’inflammation (Maury et al, 2010 ;
Robinson et al, 2011). Au niveau hépatique, I’adiponectine augmente la phosphorylation en
tyrosine du récepteur a [D’insuline et [’oxydation des acides gras, et diminue Ila
gluconéogenese. Dans le muscle squelettique, I’adiponectine active plusieurs cascades de
signalisation intracellulaire, entrainant 1’activation de I’AMPK (AMP-activated protein
kinase), ceci conduit a la phosphorylation et donc I’inactivation de 1’acétyl-CoA carboxylase
(ACC) (Kahn et al, 2005), ce qui a pour conséquence I’inhibition de la formation de
malonyl-CoA a partir d’acétyl-CoA. La diminution de cet inhibiteur du transporteur de la
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carnitine palmitoyl transfere-1 (CPT-1) stimule alors I’entrée des acides gras dans les

mitochondries et leur B-oxydation (Lafontan, 2006).

Dans ce tissu, la phosphorylation de ’AMPK active également la MAP kinase p38
favorisant la translocation du transporteur du glucose GLUT4 (Glucose Transporter 4) et
ainsi I’entrée du glucose (Somwar et al, 2001 ; Tomas, 2002 ; Yamauchi, 2002). Dans les
cellules endothéliales, I’activation de ’AMPK (Figure 16) permet la phosphorylation de
I’eNOS qui, par la production de NO, entraine la vasodilatation des vaisseaux. Dans ces
cellules, PAMPK activée cause les effets cytoprotecteurs de I’adiponectine en inhibant la
voie du NFxB (Deepa, 2009). De plus, des études ont montrés que 1’adiponectine joue un role
important dans I’amélioration de I’insulino-sensibilité (Bluher, 2007). Ces effets sont
dépendants de la protéine adaptatrice APPL1. En effet, I’APPL1 se lie avec Akt et la sous-
unité catalytique de la P13 kinase et rapproche ces molécules pour faciliter I’activation de
I’Akt par la PI3 kinase (Mitsuuchi, 1999). L’adiponectine ne peut pas engendrer la
phosphorylation de I’Akt mais augmente la stimulation par I’insuline de I’Akt. Une fois
phosphorylée, I’Akt active la translocation de Glut4 et augmente la capture du glucose
(Mao et al, 2006). D’autre part, I’activation de I’AMPK par 1’adiponectine induit
I’expression du facteur de transcription PPAR-a, 1’activation de ce dernier, diminue le
contenu en TG des tissus périphériques, notamment, le foie et le muscle squelettique
(Kadowaki et Yamauchi, 2005), diminue la néoglucogenese hépatique, augmente la
consommation de glucose par le muscle et par conséquent, une diminution de la glycémie
(Gil-Campos et al, 2004).

En outre, dans les adipocytes, I’adiponectine améliore 1’insulino-sensibilité
(Nawrocki, 2006) et favorise leur accumulation de triglycérides (Fu et al, 2005). Sur les
cellules béta du pancréas, I’adiponectine exerce des effets anti-apoptotiques, stimule la
sécrétion d’insuline en augmentant 1’expression de son géne et en favorisant son exocytose
(Okamoto et al, 2008 ; Lee et al, 2011). L’ adiponectine agit également au niveau du systéme
nerveux central en augmentant la dépense énergeétique et par conséquent, une perte de poids
(Turer et Scherer, 2012).

Finalement, des études réalisées in vitro ont montré que 1’adiponectine est capable
d’augmenter la production de cytokines anti-inflammatoires et diminuer celle des cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-a et L’IL-6 via I’inhibition de NFkB (Ouchi, 2000)
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suggérant les propriétés anti-inflammatoires de cette hormone (Kumada et al, 2004 ; Yokota
et al, 2000).

Adiponectine

l

Activation de I’AMP kinase

ACC phosphorylée =+ ACC
inacti ve active

- l+ \ Enzymes de la

néoglucogenese

Acides gras «— Malonyl-CoA  «— Aceétyl-CoA

Acides gras /
cytoplasmiques = Glucose

Muscle

Mitochondrie

Figure 16. Conséquences de I’activation de I’AMP kinase par ’adiponectine (Féve et Bastard, 2007).
ACC : acétyl-CoA carboxylase ; CPT1 : Carnitine-palmitoyl transférase 1

1.3. Résistine

1.3.1. Structure et sécrétion de la résistine

Chez I’homme, la résistine est une protéine de 12,5 kDa, et est constituée de 108 acides
aminés, découverte par Steppan (Steppan et al, 2001). Elle appartient a la famille des
protéines possédant un taux élevé de cystéines qui sont important pour 1’oligomérisation de
cette protéine (Raghu et al, 2004), I’oligomérisation joue un réle important dans la médiation
de ses effets pro-inflammatoires, plus son niveau est important plus ses effets pro-
inflammatoires sont augmentées (Aruna et al, 2008). La resistine de la souris et celle de
I’homme n’ont que 54% de similarité de séquence en acides aminés. Chez la souris, elle est
principalement exprimée par le tissu adipeux blanc et ses niveaux circulants sont influencés
par la masse adipeuse viscérale (Steppan et al, 2001). De plus, il a été suggéré que la
résistine est impliquée dans la résistance a I’insuline et contribue a la diminution de la
sensibilité a I’insuline dans 1’obésité (Steppan et al, 2001). En revanche, chez ’homme, des

¢tudes ont montré qu’aucune corrélation n’a été trouvée entre le poids corporel, 1’adiposité,
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I’insulino-résistance et le taux d’ARNm codant pour la résistine chez les sujets obéses
(Savage et al, 2001 ; Janke et al, 2002). De plus, ’ARNm n’est pas présent dans les
adipocytes (Banerjee et Lazar, 2003), par contre, il est exprimé dans les monocytes (Savage
et al, 2001 ; Janke et al, 2002). En effet, cette protéine est principalement secrétée par les
monocytes suite & une réponse inflammatoire (Patel et al, 2003 ; Verma et al, 2003).
Cependant, cette protéine semble étre plutdét impliquée dans le processus de 1’inflammation
chronique associée a I’obésité et I’insulino-résistance (Gémez-Ambrosi et Frhbeck, 2001 ;
Carey et al, 2006 ; Lehrke et al, 2004). L’importance du role de la résistine chez ’homme

reste par conséquent incertaine.

1.3.2. Récepteurs et voies de signalisation de la résistine

Le CAP1 (adenylyl cyclase associated protein 1) est le récepteur fonctionnel de la
résistine humaine au niveau des monocytes (Lee et al, 2014). La fixation de la résistine sur
son récepteur CAP1 conduit a I’augmentation de la concentration en AMPc intracellulaire ce
qui induit I’activation de la PKA (protéine kinase A), NFKB et la transcription de géenes des
cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a dans les monocytes humains (Figure 17). Un
autre récepteur TLR4 (Toll-like receptor-4) a été identifié comme un récepteur fonctionnel de
la résistine humaine, et qui permet de mieux expliquer les réles multi-fonctionnels de la
résistine au niveau de l’inflammation, I’installation de I’obésité et 1’insulino-résistance
(Benomar et al, 2013a ; Hsieh et al, 2014 ; Pirvulescu et al, 2014). La liaison de la résistine
avec son récepteur recrute un ensemble de protéines adaptatrices via ses domaines TIR, ce qui
aboutit a I’activation de deux voies de signalisation, une de ces deux voies, la voie MyD88
dépendante, aboutit a la production des facteurs pro-inflammatoires (Palsson-McDermott et
O’Neill, 2004).

2. CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES

2.1. Facteur de nécrose tumorale a ou TNF-a
2.1.1. Synthése et sécrétion du TNF-a

Le TNF-o (Tumor necrosis factor-alpha) est une cytokine pro-inflammatoire
synthétisée sous forme d’un précurseur inactif, une protéine transmembranaire (tmTNF) de
26kDa, qui sera clivée par la métalloprotéase TACE (matric metalloprotease TNF alpha
converting enzyme) pour donner une forme biologiquement active de 17kDa. Le TNF-a est

sécreté par plusieurs types de cellules inflammatoires, y compris les monocytes /
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macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes T, mais également par de nombreux autres
tissus, tels que I'endothélium, le tissu adipeux ou le tissu neuronal. Dans le foie, le TNF-a est
sécreté directement par les hépatocytes et les cellules de Kupffer ou indirectement par la

graisse abdominale (Montecucco et Mach, 2008).

2.1.2. Récepteur et voie de signalisation du TNF-o

Il existe deux formes de récepteurs au TNF-a, TNF-R1 et TNF-R2. Le TNF-a agit
principalement via le récepteur TNF-R1 (tumor necrosis factor receptor 1) en activant 2 voies
de signalisation pro-inflammatoires impliquées dans 1’obésité et 1’insulino-résistance : la voie
IKKB/NFxB (effet inflammatoire et anti-apoptotique) et la voie des MAP kinases JNK (effet
pro-apoptotique via JNK) (Maury et Brichard, 2010).
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Figure 17. Voies de signalisation de TNF-o. (Maury et Brichard, 2010).

2.2. Interleukine-6 (IL-6)
2.2.1. Synthese et sécrétion de [’IL-6

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire de 22 a 27 kDa, synthétisée sous forme
d’un précurseur, puis clivée et libérée par des protéases encore inconnues (Scheller et al,
2006). Elle est produites par de nombreuses cellules (fibroblastes, cellules endothéliales,
monocytes), et également par la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux (Poitout et
Clément, 2007 ; Stryjecki et Mutch, 2011). Environ 30% du total circulant provient du tissu
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adipeux, surtout viscéral (Bastard et al, 2005). Le TNF-a et I’IL-6 stimulent la sécrétion
d’IL-6 in vitro (Eder et al, 2009).

2.2.2. Récepteur et voie de signalisation de [’[L-6

L’IL-6 agit en se fixant & un récepteur spécifique IL-6R (Interleukin 6 receptor) et
forme un complexe avec une glycoprotéine transmembranaire (Figure 17). La voie de
signalisation de I’IL-6 fait intervenir I’activation des JAK (Janus Kinase), entrainant la
phosphorylation des facteurs de transcription STATSs (Signal transducer and activator of
transcription) pour modifier I’expression de génes cibles (Duhe et al, 1998 ; Ihle et Kerr,
1995).
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Figure 18. Activation de la voie de signalisation STAT3 par I’IL6 (Nishimoto et al, 2006).
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1. CONTEXTE CLINIQUE

1.1. Patients et méthodes

Ce travail de these a été réalisé a partir d’une étude prospective, transversale,
multicentrique, cas témoins. L’investigation a ét¢é menée sur une cohorte de 320 sujets
adultes, ages entre 35 et 60 ans, dont 212 hommes et 108 femmes. Les sujets de 1’é¢tude ont
été inclus principalement dans le service de diabétologie du CHU Mustapha Bacha d’Alger,
mais d’autres services médicaux ont été aussi impliqués. Toute 1’étude a été menée sur quatre
groupes de sujets appariés selon I’age et le sexe conformément au protocole d’investigation :
74 sujets stéatosiques sans diabete (groupe NAFLD) ; 102 patients diabétiques (groupe DT2)
sans stéatose ; 54 patients diabétiques avec stéatose (groupe NAFLD+DT2) et 90 sujets
témoins sains, volontaires, indemnes de toute pathologie, ne consommant pas d’alcool et non-

fumeurs. Tous les sujets ont été recrutés séparément.

1.2. Critéres d’inclusion
Dans ce travail, nous avons inclus des sujets adultes diabétiques de type 2 atteints ou non
de stéatose non alcoolique ou NAFLD,

1.3. Critéres d’exclusion

Nous avons exclu tous les sujets diabétiques de type 1, DT2 traités aux sulfonylurées
(Glibenclamide® ou Glinide®), consommateurs d’alcool, atteints d’hépatites virales, porteurs
d’un kyste hydatique, atteints de NASH et de cirrhose, d’hépato-carcinome,
d’hémochromatose, de maladie de Wilson, d’ictére, déficit en a-1 antitrypsine et les sujets
présentant une endocrinopathie. De méme, ont été exclus les sujets traités aux anti-
inflammatoires stéroidiens, antidépresseurs, les femmes enceintes et sous cestro-progestatifs.
Les patients DT2 de I’étude étaient traités par metformine (Glucophage®) & raison de 400 +
32 mg/24h, en 1 a 3 prises/jour. Les doses médicamenteuses étaient stables durant toute
I’é¢tude. Aucun patient diabétique n’était insulino-requérrant. L’ancienneté du diabéte était
variable, entre 6 et 11 ans. Les sujets stéatosiques sans DT2 n’étaient soumis a aucun

traitement médicamenteux.

1.4. Fiches de renseignements et bilan clinique
Le recrutement des sujets de 1’étude a été effectué en hopital de jour lors des consultations
de diabétologie-gastroentérologie. La consultation avait pour but (i) de procéder a un

interrogatoire nutritionnel a I’aide d’un questionnaire de fréquence de consommation des
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aliments ; (ii) de réaliser les mesures anthropométriques (poids corporel, tour de taille, tour de
hanche) ; (iii) réaliser une mesure tensionnelle ; (iv) de pratiquer une échographie abdominale
pour le diagnostic de la stéatose et recherche d’hépatomégalie, (V) de déceler I’existence de
pathologies sous-jacentes pour trier les sujets selon les critéres d’exclusion. Un formulaire de
consentement éclairé a été signé par ’ensemble de la cohorte. Le protocole clinique a été
accepté par le comité d’éthique du ministére de la santé publique Algérienne selon la

déclaration d’Helsinki, tel que révisée a Edimbourg en 2000 (www.icmje.org).

1.5. Diagnostic radiologique de la NAFLD

La NAFLD a été confirmée par 1’échographie abdominale, I’examen histologique des
biopsies hépatiques et par le profil biochimique de la fonction hépatique associée ou non a
une hépatomégalie (Chalasani et al, 2018). Tous les sujets de 1’étude ont été diagnostiqués
pour la recherche d’une NAFLD selon le protocole radiologique décrit par Saadeh et al
(Saadeh et al, 2002). Les échographies ont été effectuées apres un jelne de 12 h dans un
centre d’imageric médicale par un seul médecin radiologue comme opérateur. Un
transducteur de 3,5 MHz (Toosbee, Toshiba, Japan) est fixé a un Fibroscan, utilisé pour
obtenir une vue sagittale du lobe droit du foie par rapport au rein droit. La sévérité de la
stéatose a été évaluée a 1’aide d’une échelle de test a 4 grades (Tapper et al, 2016). Grade O :
Echogénicité normale; Grade 1: légére augmentation diffuse des échos fins dans le
parenchyme hépatique avec visualisation normale du diaphragme; Grade 2 : augmentation
diffuse moyenne a modérée des échos avec visualisation légérement altérée du systéeme
vasculaire intra-hépatique et celui du diaphragme; et Grade 3 : augmentation marquée des
échos fins avec mauvaise bordure du lobe postérieur droit ou non-visualisation de la

vascularisation intra-hépatique et celle du diaphragme.

1.6. Diagnostique histo-pathologique de la NAFLD

En complément de 1’examen radiologique, les sujets de I’étude ont été soumis a une
ponction-biopsie hépatique afin de distinguer la NAFLD de la NASH (stéatohépatite non
alcoolique). Les lames histologiques étaient colorées a I'nématoxyline / éosine et au trichrome
de Masson. La steatose a éte évaluée de maniere semi quantitative par rapport au pourcentage
d'’hépatocytes contenant des gouttelettes lipidiques selon la classification de Kleiner. La
chronicité de la NAFLD a été classée en score : absence de stéatose (<5% des hépatocytes
affectés), stéatose inaugurale (5% a 33%), stéatose modérée (33% a 66%) et stéatose sévere
(> 66%) (Kleiner et al, 2005).
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1.7. Depistage des facteurs de risques cardiovasculaires du SCM

Parmi les criteres qui caractérisent le SCM, nous avons adopté la définition de la
NCEP/ATPIII (National Cholesterol Education Program Third Adult Treatment Panel)
(NCEP, 2001).

Selon cette définition, un sujet est atteint d’un SCM si trois FRCV sont diagnostiqués
parmi les cing. Il s’agit (i) d’une hypertriglycéridémie > 1,50 g/L (1,69 mmol/L); (ii) d’une
diminution du HDL-cholestérol : < 0,40 g/L (1,04 mmol/L) chez I’homme et < 0,50 g/L chez
la femme (1,29 mmol/L); (iii) de ’augmentation de la pression artérielle systolique > 130
mmHg et diastolique > 85 mmHg ; (iv) d’une intolérance au glucose pour une glycémie a jeun
> 1,10 g/L (6,1 mmol/L); (v) d’une adiposité abdominale, exprimée par le tour de taille (> 102

cm chez ’homme et > 88 cm chez la femme).

L’IMC a été calculé selon la formule de Quételet: IMC = poids (kg)/taille’ (m?). Le
rapport (RTH) = tour de taille (TT) / tour de hanche (TH) permet d’identifier la nature de

I’obésité (androide ou gynoide), dont les normes sont fixées a 0,90 pour ’homme et a 0,85

pour la femme (WHO, 2008).

Le pourcentage de la masse grasse corporelle (MGC) a été calculé selon la formule : % de
MGC = (1,2 x IMC) + (0,23 x age) - (10,8 x S) - 5,4 ou S représente le facteur de correction
lié au sexe (Deurenberg, 1991).

1.8. Calcul de I’index de HOMA

L’insulinorésistance a été évaluée par le model (HOMA) « Homeostasis Model
AssesSCMent », appelé index HOMA-IR d’insulinorésistance (Homeostasis Model
AssesSCMent of Insuline Sensitivity). 1l est calculé selon la formule: HOMA-IR =
insulinémie (mUI/I) x glycémie a jeun (mmol/l)/22,5 (Matthews, 1985). Les normes de cet
index sont fixées entre 0,744 et 2,259 (Bonora, 2000). Cet index a été choisi pour sa plus
grande facilit¢ d’évaluation par rapport a la méthode de référence qui est le clamp
euglycémique hyperinsulinémique. Par contre, ’index HOMA-IS d’insulinosécrétion
(homeostasis model assesSCMent of insuline sensibility) refléte la fonction des cellules P
pancréatiques. Il est calculé selon la relation : HOMA-IS= insulinémie (mUI/l) x 20/glycémie

a jeun (mmol/l) — 3,5.
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2. CONTEXTE BIOLOGIQUE
2.1. Analyses des paramétres biochimiques et méthodes de dosage

Les prélévements sanguins ont été réalisés entre 8h et 9h du matin apres un jelne de 12 h.
Les parametres sériques suivants : glucose, triglycérides, cholestérol total, HDL-cholestérol
(HDLc), LDL-cholestérol (LDLc), fer, ferritine et marqueurs de la fonction hépatique (ALAT
(alanine aminotransferase); ASAT (aspartate aminotransferase); GGT (gamma-
glutamyltranspeptidase); PA (Phosphatase alcaline) et la bilirubine totale (BT)) ont été
déterminés sur automate Cobas® (Roche Diagnostics, Meylan, France). L’insuline
plasmatique a été dosée par ECL (électrochimiluminescence) sur Elecsys 2010. L’HbAlc a
été déterminée par immunoturbidimétrie sur analyseur Labonacar HbA1C et la CRPus sur
analyseur Synchron LX®20 PRO. Les adipokines : leptine, adiponectine et résistine ont été
dosées par méthode immuno-enzymatique sur lecteur Elisa human - Biotek ELX 800. Les Kits
Elisa ont été fournis par IBL International GmbH (Germany). La sensibilité du dosage était
donnée a 0,5 ng/mL pour la leptine, 0,012ng/ml pour la résistine et 0,185 pg/ml pour
I’adiponectine. Les cytokines pro inflammatoires plasmatiques : TNFa (Tumor necrosis factor
— alpha) et I’interleukine IL-6 ont été mesurées sur tube EDTA par méthode Elisa, avec une
sensibilité de 2 et 1 pg/mL, respectivement.

2.1.1. Glucose

Nous avons utilisé I’analyseur automatique Systéme SYNCHRON CX. C’est une méthode
enzymatique colorimétrique qui utilise la réaction a I’héxokinase et la glucose
6Pdeshydrogenase (G6PDH). Au cours de la réaction, I’hexokinase catalyse le transfert d’un
groupe de phosphates de I’ATP au glucose pour former I’ADP et le glucose-6-phosphate. Le
glucose-6-phosphate est alors oxydé en 6-phosphogluconate avec réduction du NAD en
NADH par I’action catalytique de la G6PDH. Le Systtme SYNCHRON CX distribue
automatiquement les volumes d’échantillon et de réactif appropriés dans une cuvette. Le
rapport utilisé est un volume d’échantillon pour 100 volumes de réactif. Le systeme controle
le changement d’absorbance a 340 nanometres. Ce changement d’absorbance est directement
proportionnel a la concentration de glucose dans I’échantillon et est utilisé par le systeme pour
calculer et exprimer la concentration de glucose. Valeurs normales : 0,70 et 1,10 g/l.

2.1.2. Hémoglobine glyquée (HbA1c)

Le dosage a été fait a partir du sang total hémolysé sur 1’analyseur COBAS INTEGRA 400.
Le dosage de HbAlc est un dosage immunoturbidimétrique de type TINIA (Turbidimetric
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Inhibition ImmunoAssay). Le TTAB (bromure de tétra décyltriméthyl ammonium) réactif
hémolytique ne provoquant pas la lyse des leucocytes est utilisé comme détergent. Ainsi les
interférences dues aux leucocytes sont éliminées, et le traitement préalable des echantillons
pour I’¢élimination de I’hémoglobine Alc instable n’est pas nécessaire.

Valeurs normales : 4,8 et 6 %.

2.1.3. Insuline

L’insuline plamatique a été dosée sur ’analyseur automatique Systéme AXSYME. Ce
dernier mesure la concentration de I’insuline grdce a la méthode immunoenzymatique
microparticulaire (MEIA : Microparticle Ezyme Immunoassay) qui utilise le principe de
liaison par compétition.

Valeurs normales : 2 — 17 pU/ml

2.1.4. Triglycérides

La détermination des triglycérides sériques a été faite sur analyseur automatique COBAS
INTEGRA 400. C’est une méthode enzymatique colorimétrique. Cette méthode de dosage
repose sur I’hydrolyse des triglycérides en glycérol et acides gras sous l’action d’une
lipoprotéine-lipase. Le glycérol formé est ensuite transformé en glycérol-3-phosphate, puis
oxydé en dihydroxyacétone-phosphate avec formation d’eau oxygénée. En présence de
peroxydase 1’eau oxygénée formée réagit, dans une réaction selon TRINDER, avec I’amino-4
phénazone et le chloro-4 phénol avec formation d’un dérivé coloré rouge. L’intensité de la
coloration rouge développée est directement proportionnelle a la concentration en
triglycérides et est mesurée par photométrie. L.’analyseur automatique COBAS INTEGRA 400,
calcule automatiquement la concentration analysée de chaque échantillon.

Valeurs normales : 0,60 — 1,30 ¢/I

2.1.5. Cholestérol total

La détermination du cholestérol total sérique a été faite sur analyseur automatique COBAS
INTEGRA 400. C’est une méthode enzymatique colorimétrique. La cholestérol-estérase
hydrolyse les esters du cholestérol pour former du cholestérol libre et des acides gras. Dans
une réaction ultérieure catalysée par la cholestérol-oxydase le cholestérol est transformé, en
présence d’oxygene, en cholesténe-4 one-3 avec formation d’eau oxygénée. En présence de
peroxydase, 1’eau oxygénée formée réagit avec 1’amino-4 phénazone (4-AAP) et le phénol
avec formation d’un dérivé coloré rouge. Cette dernicre réaction est mesurée a 1’aide d’une

réaction de TRINDER. L’intensit¢ de la coloration développée est directement
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proportionnelle & la concentration en cholestérol. Elle est déterminée par 1’augmentation de
I’absorbance a 512 nm. L’analyseur automatique COBAS INTEGRA 400, calcule
automatiquement la concentration analysée de chaque échantillon.

Valeurs normales : 1,60 — 2 g/l.

2.1.6. Cholestérol-HDL

La détermination du cholestérol HDL sérique a éte faite sur analyseur automatique
COBAS INTEGRA 400. C’est une méthode enzymatique colorimétrique. En présence d’ions
magnésium et de sulfate de dextran. Il se forme des complexes hydrosolubles avec les LDL,
les VLDL et les Chylomicrons. Ces complexes sont résistants vis-a-vis d’enzymes modifiées
par du PEG. La concentration en cholestérol HDL est déterminée par voie enzymatique a
I’aide de cholestérol-estérase et de cholestérol-oxydase modifiées par du PEG (env. 40% des
groupes aminés de ces enzymes sont couplés a du PEG). Sous I’action de la cholestérol-
estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol libre et en acides gras. Dans une
réaction ultérieure catalysée par la cholestérol-oxydase modifiée par le PEG, le cholestérol est
transformé, en présence d’oxygene, en A4-cholesténone avec formation d’eau oxygénée.
L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la concentration en
cholestérol HDL. Elle est déterminée par 1’augmentation de [’absorbance a 583 nm.
L’analyseur automatique COBAS INTEGRA 400, calcule automatiquement la concentration
analysée de chaque échantillon.
Valeurs normales : 0,40 — 0,50 g/l (H); 0,50 — 0,70 g/l (F)

2.1.7. Calcul du cholestérol-LDL

Le taux du Cholestérol-LDL est déterminé a partir de la formule de Friedwald si les taux
de triglycérides sont < 4g/l. Selon la formule : LDLc (g/l) = CT — (TG/5+CT-HDLc). Dans le
cas contraire, le LDL-cholestérol est dose.
Valeurs normales : 0,39 — 1,54 ¢/l

2.1.8. Aspartate aminotransférase (ASAT)

La détermination de I’ASAT sérique a été faite sur analyseur automatique du Systéeme
SYNCHRON CX. Ce dernier détermine la concentration de ’ASAT plaSCMatique par une
méthode enzymatique. Au cours du dosage, I’ASAT catalyse la transamination réversible de
la L-aspartate et de 1’alpha-cétoglutarate en oxaloacétate et en L-glutamate. L.’oxaloacétate est
alors réduit en malate en présence du malate déshydrogénase (MDH) avec 1’oxydation

concomitante de la B-nicotinamide-adénine-dinucléotide (forme réduite) (NADH) en B-
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nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Le systéme controle le changement d’absorbance a
340 nanometres pendant un intervalle determiné. Ce changement d’absorbance est
directement proportionnel a la concentration de ’activité de I’AST dans I’échantillon et est
utilisé par le Systtme SYNCHRON CX pour calculer et exprimer 1’activité de 1’ASAT.
Valeurs normales : 10 — 50 UI/I (H) ; 10 — 35 U/l (F)

2.1.9. Alanine aminotransférase (ALAT)

La détermination de I’ALAT sérique a été faite sur analyseur automatique du Systéeme
SYNCHRON CX. Ce dernier détermine la concentration de I’ALAT plaSCMatique par une
méthode enzymatique cinétique. Au cours du dosage, I’ALAT catalyse la transamination
réversible de la L-alanine et de 1’alpha-cétoglutarate en pyruvate et en L-glutamate. Le
pyruvate est alors réduit en lactate en présence de la lacticodéshydrogénase (LDH) avec
I’oxydation concomitante de la B-nicotinamide-adénine-dinucléotide (forme réduite) (NADH)
en B-nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Le systeme contréle le taux de changement
d’absorbance a 340 nanometres pendant un intervalle de temps fixe. Ce taux de changement
d’absorbance est directement proportionnel a I’activit¢ ALAT dans 1’échantillon et est utilisé
par le systeme pour calculer et exprimer ’activité ALAT.

Valeurs normales : 10 — 50 Ul/l (H) ; 10 — 35 Ul/l (F)

2.1.10. Fer

La détermination du Fer sérique a été faite sur analyseur automatique du Systéeme
SYNCHRON CX. Ce dernier détermine la concentration Fer plaSCMatique par une méthode
colorimétrique. Au cours de la réaction, le fer est libéré de la transferrine grace a ’acide
acétique et est réduit a I’état ferreux par ’hydroxylamine et la thioglycolate. L’ion ferreux
forme immédiatement un complexe avec le réactif fer Ferro Zine. Le systéme contrdle le
changement d’absorbance a 560 nanometres. Ce changement d’absorbance est directement
proportionnel & la concentration de Fe dans 1’échantillon et est utilisé par le systéme pour

calculer et exprimer la concentration de Fe. Valeurs normales : 59-158 pg/dl (H) ; 37-145
pg/dl (F)

2.1.11. Ferritine
La ferritine est une métalloproteine ayant pour groupement prosthétique, le Fe (OH) 3
d’un PM de 440 kD. Son dosage sérique est un indicateur de la mise en réserve du fer au

niveau du foie et de la rate (réserve cellulaire). Par contre, la sidérophiline ou transferrine est
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le reflet du transport du fer dans le sang. La ferritine est composée d’une enveloppe proteique
(apoferritine) de 24 sous-unités et d’un noyau contenant en moyenne 2500 ions ferriques
(Fe™™). Lorsque les taux de ferritine sont < 12 ng/ml de plaSCMa, une carence en fer est
incontestée. La valeur seuil utile est de 20 ng/ml. En revanche, des concentrations élevées en
ferritine, indiquent plutot une nécrose cellulaire, un blocage de I’érythropoeise et parfois de
cellules tumorales hépatiques. Nous avons utilisé pour le dosage de la ferritine I’analyseur
automatique Systeme AXSYME. Ce dernier mesure la concentration de la ferritine gréace a la
méthode immunoenzymatique microparticulaire (MEIA : Microparticle Ezyme Immunoassay)
qui utilise le principe de liaison par compétition. L appareil utilisé calcul automatiquement la
concentration en ferritine de chaque échantillon.

Valeurs normales : 30 - 400 ng/ml (H) et 13 - 150 ng/ml (F)

2.1.12. Protéine C-Réactive ultra-sensible (CRPus)

La CRP est une protéine secrétée par le foie, elle a pour réle de mobiliser les défenses
immunitaires de 1’organiSCMe avec des mécaniSCMes encore mal connus. Le dosage de la
CRPus a été effectu¢ par immunoturbidimétrie sur 1’analyseur COBAS INTEGRA. Ce dernier
détermine la concentration de la CRPus par un test immunologique immunoturbidimétrique
sur particules de latex. La CRPus s’agglutine sur les particules de latex recouvertes
d’anticorps anti-CRP. Le précipité est mesuré par turbidimétrie a 552 nm. L’analyseur
COBAS INTEGRA calcule automatiquement la concentration de chaque échantillon.

Valeurs normales sont < 5 mg/I.

2.1.13. Phosphatase alcaline

Nous avons utilisé pour ce dosage ’analyseur automatique COBAS INTEGRA 400. La
phosphatase alcaline (ALP) hydrolyse le 4-nitrophényl-phosphate ester incolore (4-NPP) en
4-nitrophénoxyde et en phosphate. Le 4-nitrophénoxyde produit par 1’hydrolyse enzymatique
a une couleur jaune au pH de la réaction. Le 2-amino-2-méthyl-1-propanol (AMP) joue le réle
d’accepteur de phosphate et de tampon. La vitesse de formation du 4-nitrophénoxyde est
directement proportionnelle a [P’activité catalytique de I’ALP. On la mesure par
I’augmentation de 1’absorbance a 409 nm.

Valeurs normales : 25et 80 Ul /I

2.1.14. Gama-Glutamyl transférase (y GT)
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Nous avons utilisé pour ce dosage 1’analyseur automatique COBAS INTEGRA 400. Le
réactif COBAS INTEGRA utilise la L-g-glutamyl carboxy-3 nitro-4 anilide comme substrat
donneur et la glycylglycine comme substrat accepteur. La réaction suivante utilise ces deux
substrats et est catalysée par la yGT. La vitesse de libération du 5-amino-2-nitrobenzoate
coloré en jaune est directement proportionnelle a I’activité de la yGT dans 1’échantillon et se
mesure avec I’augmentation de I’absorbance a 409 nm.

Valeurs normales : <55 Ul /I

2.1.15. Bilirubine totale

La bilirubine totale a été mesurée par des tests utilisant I’acide sulfanilique diazoté. En
plus de I'utilisation du test, I’échantillon pouvant étre testé immédiatement aprés avoir été
prélevé specifiquement de la bilirubine totale. Dans la procédure enzymatique, la bilirubine
est oxydée par ’oxydase de Oxydase de bilirubine Bilirubine +O2 Biliverdine + H20. La
bilirubine est quantifié¢e comme étant la différence d’absorbance entre 467nm et 550nm. La
quantité de bilirubine dans I’échantillon est proportionnelle a la différence entre les mesures
de I’absorbance initiale et finale. Les valeurs normales chez ’adulte : Bilirubine totale 3 & 10
mg/l ou 5 a 17 pumol/l, Bilirubine libre (indirecte : 2 a 7 mg/l ou 3 a 12 umol/l, Bilirubine

conjuguée (directe) : 1 a3 mg/l ou 2 a5 pumol/l.

2.2. Détermination du Glucagon-like peptide-1(GLP-1)

Le GLP-1 plasmatique a été a été dosé a jeun, mais également en post prandial (état
nourri) quand la sécrétion des incrétines est maximale. Nous avons opté pour une stimulation
nutritionnelle qui s’approche le plus du profil de sécrétion physiologique du GLP-1, par
rapport au test oral au glucose. D’une part, plusieurs auteurs ne trouvent pas de différences
entre les deux tests, et d’autre part, la charge glucosée peut aggraver 1’hyperglycémie post-
prandiale du sujet diabétique et en conséquence influencer 1’incrétino-sécrétion. Etant donné
que la sécrétion du GLP-1 est biphasique (2 pics de sécrétion, comme pour I’insuline), il a été
dosé aprés 15 et 60 minutes de digestion d’une prise alimentaire de 820 kcalories renfermant
glucides, lipides et protéines. Ce repas test standard est composé de 2 ceufs, un verre de lait
demi écrémé (250 ml), 2 biscottes, 50 g de confiture et 1 verre de jus d’orange (250 ml). Le
test est pratiqué aprés un jeline de 12 heures et une abstention de traitement médicamenteux

durant 24 heures.
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Les échantillons de sang ont été recueillis sur tubes EDTA contenant un inhibiteur de la
DPP-1V pour une concentration finale de 0,01 mmol/L de tampon (Novo Nordisk A/S,
Bagsveerd, Denmark). Dans notre étude, nous avons opté pour le dosage du GLP-1 total
renfermant les fragments les plus insulinotropes, particulierement les fragments 7-36, 7-37 et
9-36 et tres peu les fragments 1-36 et 1-37. Pour les calculs, nous avons retenu une valeur
moyenne des mesures obtenues a 15 et a 60 minutes, exprimée en AGLP-1. Le GLP-1 a été
mesuré par une méthode Elisa (avec une sensibilité de 0,6 pmol/L) selon les instructions du
fournisseur (ALPCO Diagnostics, USA, https://www.alpco.com/store/total-glp-1-elisa-7-36-
and-9-36.html).

2.3. Adipokines

2.3.1. Leptine

Le dosage de la leptine a été réalisé par méthode immuno-enzymatique (basé sur le
principe sandwich) a 1’aide du kit DRG leptin Elisa, qui contient une phase solide liée a une
enzyme. Les puits de la microplagque sont revétus avec un anticorps monoclonal dirigé vers un
site antigénique de leptine. La leptine contenue dans le sérum est incubée dans la
microplaque, avec un anticorps anti leptine monoclonal, un complexe sandwich est formé.
Aprés incubation une étape de lavage fait suite et ’enzyme Streptavidin peroxidase est
ajoutée pour détecter la leptine liée. Aprés avoir ajouté la solution de substrat, I'intensité de la
couleur développée est proportionnelle a la concentration de leptine dans le sérum.
L’absorbance est mesurée a 450nm, par le lecteur Biotek ELX 800.

Valeurs normales attendues : Hommes 2,05 & 5,63 ng/ml ; Femmes 3,63 + 11,09 ng/ml

2.3.2. Adiponectine

Le dosage de I’adiponectine a été réalisé par méthode immuno-enzymatique par
ELISA. Adiponectine ELISA est une phase solide congue pour la mesure quantitative de
I’adiponectine totale dans le sérum. Un anticorps spécifique pour I’adiponectine humaine est
fixé sur les puits de la microplaque, 1’adiponectine présente dans le sérum est captée par
I’anticorps immobilisé dans les puits et par le détecteur d’anticorps biotinylé spécifique de
I’adiponectine. Apres lavage, la streptavidine conjuguée a HRP est rajoutée, les puits sont
lavés a nouveau. Apres la deuxieme étape de lavage, une solution de substrat TMB est ajoutée
dans les puits, ce qui entraine le développement de couleur en fonction de I’adiponectine liée.
La solution stop change la couleur du bleu au jaune et I’intensité de la couleur est mesurée a

450 nm, par lecture sur Biotek ELX 800. Les valeurs normales de 1’adiponectine ne sont pas
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fixent, mais en moyenne elles varient entre 5 et 30 pg/mL, plus élevée chez la femme que

chez I’homme.

2.3.3. Résistine

Le dosage de la résistine a été réalisé par methode immuno-enzymatique (basé sur le
principe sandwich) a 1’aide du kit DRG Resistin Elisa, les sérums, standards et contrdles sont
incubés dans la microplaque contenant un anticorps polyclonal anti résistine fixé aux puits,
Aprés incubation et lavage un second anticorps polyclonal anti résistine marqué a la biotine
est rajouté et incubé avec la résistine capturée. Aprés un autre lavage la Streptavidine- HRP
conjuguée est ajoutée. Apres incubation et lavage, le conjugué restant réagit avec la solution
substrat (TMB). La réaction est stoppée par 1’addition d’une solution acide et 1’absorbance du
produit résultant jaune est mesurée, elle est proportionnelle a la concentration en résistine.
Une courbe standard est construite en rapportant les valeurs d’absorbances contre les
concentrations des standards, et les concentrations des échantillons sont déterminés par
I’utilisation de la courbe standard. L’absorbance est mesurée a 450nm, par le lecteur Biotek
ELX 800. Les valeurs normales de la résistine ne sont pas fixent, mais certaines études
décrivent une résistinémie variant entre 7,3 et 21,3 ng/ml, sans distinction entre femme et

homme.

2.4. Cytokines pro-inflammatoires

2.4.1. Dosage du TNFa (Tumor necrosis factor — alpha)

Le dosage du TNF-a a été réalisé¢ par méthode immuno-enzymatique, reposant sur le
méme principe que les adipokines, c'est-a-dire par la technique ELISA. Le dosage se fait sur
des phases solides enzymatiques immuno-sensitives performées en microplaque. Chaque essai
utilise un anticorps monoclonal directement contre un epitope distinct de TNF-a. Les
standards et sérums réagissent avec l’anticorps fixé sur les micro-puits (Mabl) et avec
I’anticorps (Mab2) de I’HRP peroxidase. Apres incubation il y’a formation de sandwich :
Mabl fixé- TNF-o humain- Mab2- HRP (ou Mabl fixé- IL-6 humain- Mab2- HRP). La
microplaque est lavée pour €liminer les anticorps fixés non liés. L’enzyme liée a I’anticorps
est mesurée a travers une réaction chromogene. La solution chromogene est rajoutée et
incubée. La réaction est stoppée par I’addition d’une solution stop. La lecture est déterminée
en mesurant 1’absorbance par colorimétrie. L’absorbance est proportionnelle a la

concentration en TNF-q.
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2.4.2. Dosage de I’Interleukine — 6 (IL-6)

Comme pour le dosage du TNF-a, I’évaluation de I’interleukine IL6 a été effectuée
par méthode immuno-enzymatique, reposant sur le principe de la technique ELISA.

L’absorbance est proportionnelle a la concentration en 1’IL-6.

2.5. Mesure de la pression artérielle

Un relevé des chiffres tensionnels au niveau des deux bras a été réalisé. La pression
artérielle (PA) a été mesurée en position couchée, a trois reprises et a deux minutes
d’intervalles apres cinq minutes de repos en utilisant un tensiomeétre électronique validé de
type Omron 705 CP (Omron Healthcare Europe BV, Amsterdam, Pays-Bas) (O’Brien, 1996).

Les valeurs des PAS et PAD retenues, est la moyenne des PA au niveau des deux bras.

3. ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats ont été exprimés en moyenne * erreur standard (SEM) avec un seuil de
significativité p < 0,05. Le test Anova a été utilisé pour la comparaison des moyennes entre
les groupes NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2 versus sujets témoins. Le coefficient de
corrélation (r) de Spearman a été appliqué pour quantifier les associations entre le GLP-1 et
les clusters du syndrome métabolique, les adipokines (leptine, adiponectine, résistine) et les
marqueurs de ’inflammation (TNF-alpha, 1L-6) dans les différents groupes. Les résultats ont
été considérés significatifs ("p<0,05), trés significatifs (" p<0,01) ou hautement significatifs

(""p<0,001). Le logiciel Statistica, version 10 a été utilisé pour I’analyse statistique.
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On rappelle que ce travail de thése a fait I’objet d’une étude a caractere prospectif, cas
témoins, multicentrique. Elle a pour but d’étudier la relation entre les facteurs de risque du
syndrome cardiométabolique et le profil de sécrétion des incrétines, représentées par le GLP-1
chez des sujets diabétiques de type 2 atteints ou non de stéatose hépatique non alcoolique
(NAFLD).

1. Caractéristiques générales de la cohorte de I’étude

Sur les 320 sujets explorés, on note une prédominance masculine dans les groupes
NAFLD et NAFLD + DT2. En revanche, le rapport H/F s’inverse dans le groupe DT2
(tableau XII). Les patients des groupes DT2 et NAFLD+DT2 présentent une stéatose
modérée, de grade 2, micro vésiculaire dont 45% des hépatocytes sont surchargés en lipides,

sans signes de fibrose (données non mentionnées).

2. Profils anthropométrique, métabolique et hémodynamique selon la NCEP

2.1. Profil anthropométrique

Si on stratifie les sujets de I’étude sur la base de I’'IMC, on remarque que les femmes
stéatosiques sont obeses, alors que les hommes sont uniquement en surpoids (groupes
NAFLD +/- DT2, tableau XII). Par contre, si on se référe au TT, le degré d’obésité persiste
le méme entre les deux sexes ou l’adiposité se caractérise par un phénotype central
(TT>90cm) dans les différents groupes versus groupe témoin (~ p<0,001 ; tableau XI1). Les
valeurs du TT et du RTH, consignées dans le tableau XII, confirment que les sujets des
groupes DT2 et NAFLD+DT?2 présentent une adiposité abdominale de type androide chez les
hommes (RTH >1), et de type gynoide chez les femmes (RTH <1). De méme, le % de la
MGC indique que I’hypertrophie du tissu adipeux est exacerbée dans les groupes NAFLD+
DT2 et dans une moindre mesure dans le groupe DT2. L’insulinémie est augmentée de 61%,
78% et 87% versus témoin (~ p<0,01), dans les groupes NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2,
respectivement (tableau XI11). De maniére similaire, I’index Homa-IR évolue dans le méme
sens que I’hyperinsulinisme. Ce dépot graisseux est étroitement associ€¢ a 1’hyperinsulinisme

et a I’insulinorésistance (HOMA-IR).
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Tableau XI1. Profil anthropométrique des patients NAFLD, DT2 et NAFLD + DT2

PIG Témoins (N=90) | NAFLD (N=74) [ DT2 (N=102) NAFLD+ DT2 (N=54)
HIF 59/31 49/25 35/67 35/19
Age (ans) | 38+3® 48 +1M 52 + 31 57 +1®
35+ 4P 45 + 2 50 + 1) 50+ 1®
IMC (kg/m®)| 21 +2® 29 + 10 28 + 31 29 + 10
22+20 30+ 107 31+ 10 33+ 10
TT (cm) 85+ 1™ 99 + 2™ 102 + 3™ 103 + 407
77 +20 97 +1O™ 106 + 1™ 106 + 20
RTH 0,86 + 0,05 1,05+ 0,067 | 1,06 + 0,027 [ 1,07 + 0,04
0,83 + 0,03 0,91 40,01 ]0,89+0,07®" |0,93+0,010""
MGC (%) |2,22+060" [307+181"" [165+1917™ |322+1657"
12,0 +0,41® 42,0+ 1,660 18,7 + 1,25® 44,1 +1,19%

P : parametres. G : groupe. H : homme. F : femme. TT : Tour de taille. N : effectif. IMC : indice de masse
corporelle. RTH : Rapport tour de taille/tour de hanche. % MGC : Pourcentage de masse grasse corporelle.
NAFLD : Non-alcoholic Fatty Liver Disease (stéatose hépatique non alcoolique). DT2: Diabete de Type 2. Les
valeurs moyennes sont affectées de I’erreur standard a la moyenne (X+ESM). Le degré de significativité est
calculé pour un risque d’erreur 0=5%. La comparaison de moyenne est établie entre les groupes NAFLD, DT2 et
NAFLD +DT?2 versus groupe témoin. ~ p<0,001.

Si on se base sur utilisation du Homa-test comme outil de screening pour depister
NAFLD 2017), [Détat
d’insulinorésistance est plus important dans le groupe NAFLD+DT2 (+ 93% vs témoins,
“"p<0,001). Il en est de méme, pour les groupes DT2 et NAFLD (+ 88% et +70%,
respectivement vs sujet témoin). Une corrélation a été trouvée entre le Homa-IR et les
parametres anthropométriques : TT et le % MGC dans les groupes NAFLD et NAFLD+DT?2

une chez un sujet diabétique (Gutierrez-Buey et al,

(r= +0,66 et r=+0,65, respectivement). Cependant, cette association n’a pas été retrouvée avec

I’IMC pour les deux groupes précedemment cites.

2.2. Intolérance au glucose

En se référant au dernier consensus de I’'IDF (International Diabetes Federation)
(Czupryniak et al, 2009), les sujets du groupe NAFLD manifestent une intolérance au
glucose et les patients des groupes DT2 et NAFLD+DT2, se caractérisant par une
hyperglycémie patente > a 7 mmol/L, mais sans que I’HbAlc soit > a 7% (tableau XII1), ce
qui indique leur bon équilibre glycémique. Nous avons trouvé une corrélation inverse entre
GLP-1 et glycémie et entre GLP-1 et insulinémie dans le groupe NAFLD+DT2 (r=-0,99, r=-
0,85, respectivement,  p<0,001).
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Tableau XI11. Profil métabolique des patients NAFLD, DT2 et NAFLD + DT2

P/G Témoins NAFLD DT2 NAFLD+DT?2
GLP-1 (pmole/L) 11,7+ 1,719 9,50 + 2,520" 8,80 + 1,520 6,62+ 1,60
34,5 + 3,817 20,7 + 4,18%7" 14,6 + 2,257 ™" 10,9 + 2,70%7 ™"
Glycémie (g/L) 0,84 + 0,07 1,12+ 0,06 1,56 + 0,09 1,65+ 0,07
HbALc (%) 5,53 + 0,80 562+0,70 6,17+ 0,18 6,39 +0,11""
Insulinémie (UI/L) | 9,07 + 0,49 23+0,81" 43+37 73+5
Index Homa-IR 1,98 0,10 6,65+ 0,26 17,06 154" 30,62 2,48
Triglycérides (g/L) | 0,63 + 0,049 1,32 +0,193" 1,55 +0,10"" 1,96 + 0,147
Chol. Total (g/L) 1,53 + 0,22 1,94+0,40"" 1,88 +0,57" 2,13+0,93"
HDL- Chol (g/L) 0,47 + 0,04 0,42 + 0,05 0,40 +0,03 ™ 0,38 + 0,04
0,60 + 0,08 ® 0,47 £0,05® 0,44%0,06® 0,40 + 0,02
LDL- Chol (g/L) 0,96 + 0,02 1,23+0,15 1,34+0,12"" 1,65+0,06
PAS (mm Hg) 125 + 15 126 + 16 129 13 135 + 17
PAD (mm Hg) 80,3 + 3,81 79,8+57 80,7+6,3 81,3+74
Bili. T (mg/dL) 0,57 £ 0,08 0,66 + 0,07 0,65 + 0,06 0,70 £ 0,04
ASAT (UI/L) 21,7 +1,20 30,6 + 2,61 26,4+ 1,82 41,0+ 4,68
ALAT (UI/L) 26,8 + 1,09 76,3+590 29,1+ 1,58 82,1+598""
ASAT/ALAT 0,81+ 0,06 0,66 0,04 0,90 + 0,05 0,63+0,08""
GGT (UI/L) 21,9 +2,20 70,4 + 4,427 52,4+ 3,66 83,7+524""
PA (UI/L) 79,3 + 3,37 91,4 +511 86,5 + 4,64 98,0+ 6,92
Fer (g/L) 1,28 + 0,05 1,33 + 0,02 1,55+ 0,07 1,95 + 0,07
Ferritine (ng/mL) 65+ 1 90+3" 76 +5 137 +4
CRP us (mg/L) 35+12 770+06 561+0,1" 9,44+08""

GLP1: Glucagon-Like Peptide-1. J : Etat de je(ne. PP : Post-prandial ou état nourri. A GLP-1: moyenne des
valeurs & 15 et 60 minutes. Homa-IR: Homeostasis Model Assessment-Insulinresistance. Chol : Cholestérol.
HDL/LDL-C: high-density/low-density lipoprotein cholesterol. PAS: Pression artérielle systolique. PAD:
Pression artérielle diastolique. Bili. T : Bilirubine totale. ASAT: aspartate aminotransferase. ALAT: alanine
aminotransferase. GGT: gamma-glutamyltranspeptidase. PA: phosphatase alcaline. CRP : Protéine C réactive
ultrasensible. Les valeurs moyennes sont affectées de ’erreur standard a la moyenne (X+ESM). Le degré de
significativité est calculé pour un risque d’erreur 0=5%. La comparaison de moyenne est établie entre les
groupes NAFLD, DT2 et NAFLD +DT?2 versus groupe témoin. ~ p<0,001, “p<0,01.
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2.3. Dyslipidémies

Une dyslipidémie mixte associant une hypertriglycéridémie et une hyper-
Cholestérolémie avec élévation du LDL-c et diminution du HDL-c a été observée dans tous
les groupes (tableau XII1). La corrélation est trés positive entre I’hypertriglycéridémie et le
% MGC dans le groupe NAFLD+DT2 (r=+0,87, ~ p<0,001). Par contre, la corrélation est
négative entre ’hypertriglycéridémie et les concentrations de GLP-1 dans ce méme groupe
(r=-0,91, ""p<0,001). Aucune corrélation n’a 6té observée entre le GLP-1 et

I’hypercholestérolémie.

2.4. Troubles métaboliques de la fonction hépatique

Les données présentées dans le tableau X111 montre que la fonction hépatique est
fortement altérée dans le groupe NAFLD+DT2 ou les concentrations sériques en ALAT,
ASAT et GGT sont élevees de 3 a 4 fois la valeur normale. L’hypertriglycéridémie observée
dans les groupes NAFLD et NAFLD+DT?2 est corrélée positivement a ’ALAT comme signe
de nécrose du foie (r=+0,66, r=+0,58, respectivement, ~ p<0,001). Ceci se confirme
également par le ratio ASAT/ALAT qui est effondré dans les groupes NAFLD et
NAFLD+DT?2 et normal dans le groupe DT2.

En outre, dans le groupe NAFLD+DT2, on note qu’il existe un état inflammatoire
aigu, objectivé par des concentrations de CRP-us et de ferritine élevées (tableau XI11). Une
corrélation est trouvée entre les concentrations d’ALAT et les marqueurs du syndrome
métabolique chez les sujets NAFLD+DT2: adiposité viscérale (TT), insulinorésistance
(Homa-IR) et [P’hypertriglycéridémie (r=+0,88, r=+0,97, 1r=+0,96, respectivement,
“p<0,001).

2.5. Trouble tensionnel

Aucun sujet de 1’étude n’était hypertendu (tableau XII1); néanmoins si on considere
les criteres de la NCEP-ATP III (PAS> 130 mm Hg), un trouble tensionnel semble s’installer
dans le groupe NAFLD+DT2.

3. Profil plasmatique du GLP-1
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La sécrétion du GLP-1 est nettement augmentée a 1’état postprandial (PP) par rapport a
I’état de jetne (J) chez I’ensemble des groupes de I’é¢tude (tableau XIII, Figure 19).
Cependant, si on considere chacun des états nutritionnels séparément, on constate que la
production de GLP-1 diminue a la fois chez les sujets du groupe NAFLD et les patients du
groupe DT2 par rapport aux sujets témoins (40 a 19% de diminution respectivement,
""p<0,001). Cette déplétion en GLP-1 s’accentue lorsque la stéatose se greffe au diabéte dans
le groupe NAFLD+DT2 (concentrations de GLP-1 réduites de 43 et 68%, respectivement a
I’état de jeline et en post-prandial). Dans le groupe NAFLD+DT2, nous avons retrouvé une
corrélation négative entre les concentrations de GLP-1 et celles de I’HbAlc (r = - 0,86), du
Homa-IR (r = - 0,99), de I’hypertriglycéridémie (r = - 0,91), du TT (r = - 0,95) et de la CRP-
us (r =-0,49).

a5

40
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25 4 ]: * Témoins
* » NAFLD
20 - *
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.
I

GLP-1J(pmole/L) GLP-1 PP (pmole/L)

Figure 19. Variation des taux de GLP-1 a jeun et postprandial chez les sujets NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2.

4. Profil serique des adipokines
4. 1. Leptine

La leptinémie est élevée dans tous les groupes, associée a la fois a la stéatose et au
diabéte. Cette observation est notée aussi bien chez les femmes (leptinémie plus importante)
que chez les hommes dans le groupe NAFLD et DT2 versus sujet témoin. Nous avons
remarqué que les taux de leptine augmentent en fonction de 1’accumulation du tissu adipeux,
représenté par le % de MGC. Elle devient fortement augmentée lorsque la stéatose se greffe
au diabéte (groupe NAFLD+DT2). Elle augmente en moyenne de 45%, 55% et 71% entre

femmes et hommes, respectivement, pour les groupes cités (tableau X1V, figure 20).
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Figure 20. Variations des taux de leptine chez les sujets NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2

Il existe une corrélation positive entre la leptinémie et le % de MGC dans les trois
groupes NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2 (r=+0,77; r=+0,95; r=+0,68, respectivement,
“"p<0,001). De méme, la corrélation est positive entre la leptinémie et le Homa-IR dans les
trois groupes (r=+0,88 ; r=+0,91 ; r=+0,99, respectivement, ~ p<0,001). En revanche, nous
avons trouvé une corrélation inverse entre la leptinémie et les concentrations de GLP-1,
particuliecrement dans les groupes NAFLD et NAFLD+DT2 (r=-0,77, r=-0,69,

respectivement, ~ p<0,001).

4. 2. Adiponectine

A TI’opposé de la leptine, les concentrations sériques d’adiponectine sont effondrées
chez I’ensemble des sujets NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2, ce qui se répercute sur le ratio
leptine/adiponectine (L/A) qui devient élevé (tableau X1V, figure 21). En outre, nous avons
observé que la déplétion en adiponectinémie est associée a 1’effondrement des concentrations
en GLP-1. Une corrélation positive existe entre les concentrations circulantes d’adiponectine
et celles du GLP-1 dans le groupe NAFLD+DT2 (r=+0,95, ~"p<0,001). Cette corrélation est
modérée dans les groupes NAFLD et DT2 (r=+0,57, r=+0,55, respectivement, = p<0,01). En
revanche, la corrélation est négative entre les concentrations d’adiponectine et le TT,
I’insulinémie, I’hypertriglycéridémie et le Homa-IR dans les groupes de DT2 (r=-0,45, r=-
0,39, r=-0,51, r=-0,69, respectivement, ~ p<0.001) et de NAFLD+DT2 (r=-0,44, r=-0,38, r=-
0,50, r=-0,68, respectivement, - p<0,001).
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Figure 21. Variations des taux de ’adiponectine chez les sujets NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2

4. 3. Résistine

Les données consignées dans les tableaux XIV, montrent que la résistinémie ne
dépend pas du sexe, comme nous l’avons observé pour la leptine et 1’adiponectine. Les
concentrations circulantes de résistine sont rehaussées chez 1’ensemble des sujets diabétiques
avec ou sans stéatose. La différence est trés significative ( p<0,001) pour les groupes
NAFLD, DT2 et NAFLD+DT?2 (figure 22).

Témoins

= NAFLD

mDT2

= NAFLD+DT2

Résistine H {(ng/mil) Résistine F (ng/mil)

Figure 22. Variations des taux de la résistine chez les sujets NAFLD, DT2 et NAFLD+DT2

La résistinémie évolue dans le méme sens que I’insulinorésistance (Homa-IR) avec
une corrélation fortement positive (r= +0,98, ~ p<0,001). Fait intéressant, les concentrations
de GLP-1 sont inversement corrélées aux concentrations de résistine dans les groupes
NAFLD, DT2 et NAFLD+DT?2 (r =-0,85, r=-0,92, r =-0,95, respectivement, ~ p<0,001).
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Tableau XIV. Profil des adipokines chez les patients NAFLD, DT2 et NAFLD + DT2

PI/G Témoins NAFLD DT2 NAFLD+DT2

Leptine (ng/ml) 3,25+ 0,431 4,84+0,6M" 7,34+ 1,570 8,57 + 0,99
5,22 + 0,40 12,2 + 2,6 21,7 + 3,180 26,6 + 0,28

Adiponectine 6,04 + 0,12 3,42 + 0,240 3,54 + 0,330 2,65+ 0,51

(ng/ml) 8,07 + 1,15 4,97 + 0,76 4,22 + 0,487 4,69 + 0,36

Résistine (ng/ml) 3,24 +0,81" 5,47 + 0,63 6,87 + 0,730 7,33 + 0,580
3,80+ 0,62 4,85+ 0,377 6,10 + 0,917 6,90 + 0,45

L/A (0,53+0,04)x10°3M | (1,41+0,01)x10°3M" | (2,07+0,03)x10" (3,23+0,01)x10730™
(0,64+0,05)x10°® | (2,54+0,02)x1073")" | 3H™ (5,67+0,02)x1073"

(5,14+0,04)x10

3(F)rx*

Les valeurs moyennes sont affectées de I'erreur standard a la moyenne (X+ESM). P : paramétres. G : groupe. H : homme.
F : femme. L/A : rapport Leptine/Adiponectine. La comparaison de moyenne est établie entre les groupes NAFLD, DT2 et
NAFLD +DT2 versus groupe témoain. *: p<0,05 ;" p<0,01 ; **: p<0,001.

5. Profil sérique des Cytokines pro-inflammatoires

Les concentrations sériques du TNFa et de I’IL-6 révélent deux profils distincts (tableau
XV, figure 23). Le TNFa est rehaussé uniquement dans les groupes NAFLD et NAFLD+DT2

(32% et 20%, respectivement). En revanche, les concentrations en interleukine IL-6 tendent a
s’accroitre a la fois chez les sujets NAFLD, les patients NAFLD+DT?2 et les patients DT2.

Nous avons enregistré une augmentation de 34% ; 26% et 21%, respectivement.

Tableau XV. Profil des cytokines pro inflammatoires chez les patients NAFLD, DT2 et

NAFLD + DT2

P/G Témoins NAFLD DT2 NAFLD+DT2
TNF-a (pg/ml) 6,06 + 0,33 7,77+£0,15 6,50 + 0,23 8,92+157
IL-6 (pg/ml) 7,62 + 1,43 11,6 £0,23" 9,66 +0,85 10,3+0,56

TNF-a: Tumor necrosis factor — alpha. IL-6 : Interleukine-6. Les valeurs moyennes sont affectées de I'erreur standard a la
moyenne (X£ESM). La comparaison de moyenne est établie entre les groupes NAFLD, DT2 et NAFLD +DT2 versus groupe
témoin. ™: p<0,01 ; ™ : p<0,001.

96




14 *

12 *

10

Témoins

NAFLD
mDT2
B NAFLD+DT2

IL-6 (pg/ml) TNF-alpha (pg/ml)

Figure 23. Variations des cytokines pro-inflammatoires chez les sujets NAFLD, DT2 et NAFLD+DT?2

En outre, il existe une corrélation positive entre les concentrations de CRP-us et celles du
TNFa et de I'IL-6 dans le groupe NAFLD+DT2 (r=+0,98 et r=+0,97, respectivement,
“"p<0,001). Dans le méme sens, la corrélation est trés positive entre le TNFo et I’IL-6 et le
%MGC chez les sujets NAFLD (r=+0,66, r=+0,47, respectivement, ~ p<0,001) et
NAFLD+DT2 (r=+0,67, r=+0,49, respectivement, = p<0,001). En revanche, le GLP-1 est
inversement corrélé aux concentrations de TNFa (r=-0,77, r=-0,59, = p<0,001) et I'IL-6 (r=-
0,79, r=-0,60, ~'p<0,001) chez les patients des groupes DT2 et NAFLD+DT2,

respectivement.
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La discussion de ce travail de these a été séquencée par rapport aux objectifs fixes et les
résultats attendus en termes de corrélations entre la triade : pathogénie diabétique de type2, la
stéatose hépatique non alcoolique et I’effet incrétine, représenté par le GLP-1 chez le sujet
diabétique Algérien. De ce fait, nous allons aborder cette discussion par 03 chapitres selon la

chronologie du sommaire de la thése.

CHAPITRE | :

Interaction entre le GLP-1 et la stéatose hépatique non alcoolique intégrée
aux facteurs de risque cardiovasculaires du syndrome metabolique

Avant d’aborder le premier volet de ce travail de these en rapport avec le syndrome
cardiométabolique, qui est I’une des manifestations cliniques de la NAFLD et du DT2 ; Il est
important de souligner 1’augmentation dramatique de la prévalence de cette stéatose au niveau
mondial qui touche aussi bien les pays occidentaux (pays dits « riches ») que les pays en voie
de développement. Elle est estimée a 25,2 %, en moyenne 2 milliards de sujets (Younossi
ZM, 2019).

Ce trouble hépatique majeur constituera probablement 1’une des pathologies dominantes
du XXI®™ sigcle associée au DT2 et aux pathologies cardiovasculaires, devenant une vraie
pandémie. L’augmentation de la prévalence de la NAFLD et ses facteurs de risques associés
au DT2 tels que I’obésité, I’hypertension artérielle et les dyslipidémies, ne fait qu’augmenter
le nombre de sujets atteints et qui ne cesse de progresser, évoluant souvant vers la NASH
(Stéatohépatite non-alcoolique) et la Cirrhose si elle n’est pas prise en charge. A partir d’une
métanalyse récente publiée, il ressort que la prévalence de la NAFLD évolue
proportionnellement a celle de 1’obésité, comme si les deux pathologies sont liées. On
retrouve 20-30% en Europe, 15-20% en chine et japon, 16-32% en inde et 30-35% aux USA
(Mili¢ et al, 2014).

Le risque de décés par insuffisance cardiaque était deux fois plus élevé chez les patients
atteints de NAFLD/NASH que dans la population generale (Targher et al, 2008). La plus
grande étude menee sur la prévalence de la NAFLD sur 1 918 diabétiques a montré que 73 %
des patients sont atteints de stéatose hépatique non alcoolique et que 18 % d’entre eux

évoluent vers la cirrhose. Dans cette étude, les auteurs montrent également que le taux
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d’enzyme d’ALAT et d’ASAT n’est pas un bon paramétre de suivi de la NAFLD, car 47 %
des patients atteints de stéatose et 33 % des patients atteints par une complication type fibrose
montrent un niveau normal de deux enzymes (Prasetya et al, 2017). L’épidémie de la
NAFLD est révélatrice d’un probléme croissant de santé publique, liée a des conditions
principalement environnementales, ou les habitudes alimentaires occupent une place
préponderante. La prévention nutritionnelle de la NAFLD est, en conséquence, un objectif
majeur, dont I’identification des facteurs nutritionnels susceptibles de corriger les troubles

métaboliques devient un enjeu socio-économique important en santé.

Dans la premiere partie de ce travail nous avons montré que les concentrations
plasmatiques en GLP-1 sont significativement altérées au cours de la NAFLD, du DT2 et
dans 1’association de ces deux pathologies. Le profil de sa sécrétion révele une diminution
graduelle, pouvant étre classée en trois stades : modérée dans la NAFLD sans diabéte, sévere
dans le DT2 sans stéatose et morbide dans la NAFLD diabétique. Le seuil de passage du stade
sévere a morbide est reconnu lorsque la NAFLD est associée a des signes précoces de fibrose
hépatique. Les facteurs qui peuvent influencer sa sécrétion ou sa biodisponibilité sont
expliqués par trois mécanismes: Insulinorésistance et dysfonction hépatique, hyperactivité du
tissu adipeux viscéral et production des adipokines, inflammation et cytokines pro

inflammatoires.

Les données de ce travail confirment que I’effet incrétine du GLP-1 est inhibé en
présence d’un état d’insulinorésistance (Homa-IR), retrouvé le long de [’étude.
L’insulinorésistance observée au cours de la stéatose sans diabéte (groupe NAFLD) est une
insulinorésistance hépatique due a une lipogenese fortement active, marquée par
I’augmentation de la synthése de novo des acides gras (voie du malonyl coA), ce qui stimule
une surproduction de lipoprotéines VLDL (Lucero et al, 2017). L’insulinorésistance
hépatique est due également a une augmentation exacerbée de la lipolyse adipocytaire,
conduisant a une infiltration lipidique intra-hépatocytaire (Mu et al, 2019). Progressivement,
cette infiltration graisseuse affecte le muscle squelettique lorsque la stéatose se complique en
diabéte (groupe NAFLD+DT2).

A ce stade, I’insulinorésistance devient hépato-musculaire, et on assiste a une altération de
la voie de signalisation insulinique via 1’activation de la voie protein kinase C epsilon
(Jornayvaz et al, 2012). Ceci est expliqué par I’implication du tissu adipeux via la

dyslipidémie a triglycérides que nous avons retrouvée dans les groupes stéatosiques avec et
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sans diabéte. En effet, la lipolyse du tissu adipeux viscéral (TAV), fortement hypertrophié
(TT, RTH, % MGC), riche en récepteurs B adrénergiques (Ibrahim, 2010), libére un flux
excessif de triglycérides a I’origine d’un pool important d’acides gras libres non estérifiés
(AGNE) qui entretient I’insulinorésistance (Samuel et al, 2010). En outre, I’hyperactivité de
la Triglycéride lipase adipocytaire et 1’inhibition de I’oxydation des AGNE expliquent en
partie I’intolérance au glucose du sujet stéatosique (groupe NAFLD) et ’hyperglycémie du
diabétique (groupe DT2) (Xu et al, 2011).

Le trouble de la glycorégulation observé dans les groupes NAFLD et DT2 n’est plus
médié par les incrétines, vu I’absence d’effet du GLP-1, qui est un puissant inhibiteur de la
sécrétion de glucagon. Le GLP-1 agit par des effets paracrines en augmentant les
concentrations de somatostatine et d’insuline (Sandoval et al, 2015). Récemment, il a été
prouvé qu’une libération élevée d’acides gras libres induite par un régime hyper-gras,
particulierement en AG saturés, mais pas en AG insaturés, conduit a une lipotoxicité
duodénale qui inhibe la synthese du GLP-1 (Martchenko et al, 2018). En effet, les travaux de
ces études demontrent que la nature des acides gras alimentaires dans le régime altere le puls
de sécrétion du GLP-1 durant le nycthémere, selon un cycle circadien des prises alimentaires.
Il s’agit principalement des acides gras saturés, tel que 1’acide palmitique. Le trouble de
sécrétion qui modifie le profil du GLP-1, affecte également la tolérance glucidique et en
conséquence 1’homéostasie glycémique. Ces données expliquent I’hypoincritinémie en GLP-
1 dans la NAFLD (Bernsmeier et al, 2014) et devient effondrée dans le DT2 (Astiarraga et
al, 2018).

Certains travaux rapportent que cette déplétion est due également a la diminution de la
densité des récepteurs du GLP-1, via les protéines G transmembranaires, particulierement les
GPR40, GPR119 et GPR120 dans D’intestin, le foie et le pancréas. Il est décrit aussi que
I’expression du GLP-1R est peu détectable (faible concentration d’ARNm) dans les
hépatocytes provenant de biopsies hépatiques de sujets porteurs de NAFLD, et devient
indécelable dans la NASH (Svegliati-Baroni et al, 2011).

Il est trés important de revenir aux régles hygieno-dietétiqgues pour comprendre
I’émergence épidémique de la NAFLD associée au diabete en Algérie. En effet, au environ des
années 1980, nous avons tous a constater autour de nous, une déviation progressive puis
radicale du mode de vie de la population Algérienne dans toutes ses régions, passant des

habitudes alimentaires structurées, familiales de nos ancétres, autour d’un culinaire de type
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méditerranéen (régions de la Mitidja, de la Kabylie, des Aurés, de I’Atlas Tellien, de la Dahra
et du Sahara) vers une restauration rapide de type fast-foodien (modéle Américain, appelé aussi
Coca civilisation). Ce changement s’est balancé vers une alimentation délétére, caractérisée par
un régime cafétéria et une malbouffe généralisée. Le tout associé a une moindre activité
physique. En somme, les nouvelles conditions socio-économiques de notre pays ont favorisé
davantage ce nouveau style de vie (plusieurs anciennes librairies ont été transformées en fast-
foods ou en pizzerias, passant de la consommation de la connaissance a la consommation des

calories).

Dans ce modele fast-foodien, la consommation alimentaire excessive de fructose (High-
fructose corn syrup ou HFCS 90) a été mise en cause dans 1’apparition des NAFLD. En effet, le
fructose synthétique, appelé aussi sirop de mais ou sirop de glucose, est de plus en plus utilisé
comme additif alimentaire dans un grand nombre de produits alimentaires, notamment les
boissons de type soda, les patisseries et comme agent édulcorant au niveau des distributeurs
automatiques. Ce fructose synthétique a été incriminé dans diverses pathologies, dont la
NAFLD, le diabéte de type 2 (Forshee et al, 2007); et les maladies cardiovasculaires
(Basciano et al, 2005). Sur le plan biochimique, la consommation en excés du frutose agro-
industriel se tranforme en dihydroxyacétone, servant comme précurseur au glycérol pour la
synthese des triglycérides, ce qui explique le dysfonctionnement hépatique de la lipogenese de
novo et en conséquence 1’accumulation des triglycérides dans le foie. Cette situation a conduit
a la montée progressive de 1’obésité, particulierement chez les jeunes enfants Algériens
consommant du fructose incorporé dans différents aliments industriels dont les boissons sucrées
sous forme de jus (Taleb et Agli, 2009). Les seuls travaux effectués en Algérie, ont montré
que les sujets obéses présentent des troubles du comportement alimentaire (TCA) associés aux
principaux facteurs de risque du syndrome métabolique (Koceir et al, 2009). Ces travaux ont
mis en exergue la relation entre sécrétion hormonales (cortisol, hormone de croissance,
hormones thyroidiennes) et TCA (Koceir et al, 2009). Récemment nous avons montré que chez
le patient diabétique Algérien, les TCA sont associés également a un désordre du métabolisme

du manganése et du chrome, en sus du syndrome meétabolique (Harani et al, 2012).
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CHAPITRE II :

Interaction entre le GLP-1 et le profil des Adipokines
Chez les sujets stéatosiques, diabétiques et stéatosiques diabéetiques

Le second point important de ce travail de these est relatif au profil des adipokines. Dans
les deux groupes de diabétiques avec ou sans stéatose, nous avons mis en évidence une
hypoadiponectinémie concomitante a une déplétion marquée des concentrations plasmatiques
en GLP-1, avec augmentation de leptine et de résistine. Des preuves récentes impliquent la
leptine non seulement dans la régulation du bilan énergétique (Prise alimentaire) mais
également dans I'homéostasie du glucose (Glycémie). Elle inhibe la biosynthese et la
sécrétion de I’insuline par les cellules béta du pancréas (Emilsson et al, 1997 ; Rossetti et al,
1997), augmente la captation du glucose et active la [-oxydation des lipides dans le muscle
squelettique. L’hyperleptinémie ne semble pas étre due uniquement a une hyperproduction de
leptine par le tissu adipeux (Figure 24), car [I’insulinorésistance fait augmenter les
concentrations circulantes de leptine (Moonishaa et al, 2017), mais particulierement a une
situation de résistance a I’action de la leptine favorisée par les chutes de concentrations du
GLP-1.

% t Leptin
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' | Glucose uptake
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Figure 24. Résistance a la leptine et I’insulino-résistance (Amitani et al, 2013)
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En effet, ’hyperleptinémie observée chez le sujet obese suggere un état de résistance
centrale a la leptine (Myers, 2008), qui tend a aggraver la carence insulinique conduisant a
I’apoptose des cellules p (Eldor et Raz, 2006 ; Caro et al, 1996 ; El-Haschimi et al, 2000)
et donc a I’installation de 1’état diabétique. Dans le muscle squelettique, I’hyperleptinémie
peut altérer la translocation GLUT4, ce qui contribue a la résistance a I’insuline (Thorp et
Schlaich, 2015).

D’autre part, la leptine semble jouer un réle crucial dans le développement et la
progression de la NAFLD. Les patients atteints de stéatose hépatique présentent des taux
sériques de leptine élevés par rapport aux sujets sains (Wong et al, 2010 ; Zelber-Sagi et al,
2012). Ces concentrations élevées sont associees a la sévérité de la NAFLD (Polyzos et al,
2014). Il a été suggére que la leptine peut induire une stéatose hépatique. Ceci est dd a la
résistance périphérique a la leptine (Huang et al, 2008). Dans la NAFLD, Il existe une
association inverse entre 1’expression des récepteurs de la leptine et la leptinémie (Huang et
al, 2008). Les récepteurs de la leptine deviennent résistants a son effet, entrainant une
hyperleptinémie qui altere la signalisation de ’insuline dans les hépatocytes, favorisant ainsi
I’insulino-résistance, I'accumulation intracellulaire d'acides gras et la stéatose hépatique
(Chalasani et al, 2003 ; Ge et al, 2010). La fixation de la leptine sur son récepteur entraine
une autophosphorylation et une activation de la voie de Janus kinase (JAK) 2 / transducteur
de signal et activateur de transcription (STAT) 3. Par la suite, les diméres de STAT3 se
transloquent dans le noyau et entrainent une augmentation de la transcription et de
I'expression des suppresseurs de la signalisation par les cytokines non inflammatoires SOCS-3
(Suppressor of cytokine signalling) qui, agit comme un retour négatif, protégeant ainsi la sur-
activation de la signalisation de la leptine dans des conditions normales. La signalisation par
LepRb entraine également l'activation de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K). Cependant,
la surexpression de SOCS-3, altéere la signalisation de la leptine, jouant ainsi un rdle crucial
dans la résistance a la leptine (Myers et al, 2008). L'expression de SOCS3 peut également
étre induite par linsuline. Inversement, la surexpression de SOCS3 dans I'hépatocyte
provoque une resistance a lI'insuline en altérant I'action de I'IRS (Stergios et al, 2015).
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Figure 25. SOCS3 en tant que suppresseur potentiel de la signalisation de la leptine hépatique et de

I'insuline (Stergios et al, 2015)
SOCS : Suppressor of cytokine signalling ; JAK : Janus kinase; STAT: Signal transducer and activator of transcription ; IRS:
Insulin receptor substrat

Sur le plan génétique (Figure 25), il a été rapporté que certains polymorphisme de genes
codant pour la leptine et les récepteurs de la leptine pourraient conduire a une prédisposition a
la NAFLD (Un BQ, 2016 ; Swellan et Hamdy, 2012 ; Aller et al, 2012). De plus, a un stade
ultérieur, la leptine pourrait transformer la stéatose hépatique en stéato-hépatite en amplifiant

certaines réponses proinflammatoires (Kaplan, 1998).

Concernant la relation avec le GLP-1, il est décrit qu’il maintien un état de satiété apres
une prise alimentaire en régulant la sécrétion de leptine et de ghréline via le nerf vague
(Ronveaux et al, 2015). Ceci est en faveur d’interactions majeures au niveau cérébral entre le
GLP-1 et la leptine, car c’est au niveau des zones hypothalamiques (noyaux arqué et du
tractus solitaire) que les récepteurs du GLP-1 (Glp-1R) et de la leptine sont répartis. Par ce
biais, le GLP-1 et la leptine exercent leur effet satiétogéne. Dans notre étude, il semble que le
manque de GLP-1 entraine une accumulation de la leptine dans le liquide céphalorachidien
(LCR) qui inhibe son passage du sang vers le cerveau via la barriere hémato-encéphalique
(HE). En effet, la leptine, transportée dans le LCR, accede au cerveau, plus précisément dans
I’hypothalamus au niveau du noyau arqué, ou elle sera reconnue par des récepteurs

spécifiques (Lep-Rb) puis internalisée dans les neurones. Au niveau de I’hypothalamus, la
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fonction de sélectivité de la barriere HE est reprise par des cellules gliales, appelées tanycytes,
irriguées par des vaisseaux sanguins fenétrés (capillaires perforés). C’est au niveau de ces

tanycytes que se fixe la leptine, puis accede aux neurones du noyau arqué.

Nous avons émis I’hypothése d’un état de résistance a la pénétration de la leptine dans le
cerveau (noyau arqué) ou la leptine reste piégée dans les tanycytes, ce qui va induire son
accumulation dans le LCR. Par conséquence, elle s’accumulerait également dans le sang, ce
qui expliquerait nos résultats. L’originalité de notre travail serait que la déficience en GLP-1
peut étre également associée a cette forme de résistance a la leptine (Hagan et al, 1999). Cet
ensemble d’événements va représenter un frein sur les voies de signalisation de la leptine au
niveau hypothalamique via I’inhibition de la voie de signalisation JAK-STAT3 (Janus

activated kinase- Signal transducer and activator of transcription 3) (Bouret et al, 2007).

Le GLP-1 peut traverser la barriere hémato-encéphalique mais comme étant dégradé tres
rapidement, il est peu probable que le flux de GLP-1 périphérique sous sa forme active puisse
atteindre le cerveau. Dans les conditions physiologiques et en raison de la courte demi-vie
plasmatique du GLP-1, il agit probablement dans le tractus gastrointestinal au niveau des
villosités intestinales, et de ce fait il peut influencer le contr6le de la prise alimentaire. Par
ailleurs, les neurones afférents du nerf vague sont un site principal d'action pour les signaux
anorexigenes dérivés de l’intestin et qui font relais vers le cerveau. La littérature est
controversée a ce sujet en ce qui concerne le role du GLP-1 natif, périphérique, dans ce

controle.

La plupart des études n’utilisent pas le GLP-1 sécrété par les cellules intestinales, mais
beaucoup plus des analogues du GLP-1 qui échappent a la dégradation de la DPP-4 et peuvent
ainsi facilement atteindre les récepteurs centraux. D’autres travaux ont été menés en
administrant de facon prolongée le GLP-1 natif en perfusion intraveineuse. Au total, le GLP-1
issu de la sécrétion périphérique (provenant de I’intestin) nécessite un temps représentant
I’état postprandial pour induire la satiété ; car cet effet n’a été observé que chez des sujets a
jeun puis re-nourris avant l'injection du GLP-1. Les effets rassasiant du GLP-1 sont modulés
par la ghréline, qui est une entérohormone oréxigéne, de telle maniére que les sécrétions sont
asynchrones entre GLP-1 et Ghréline, mais aussi avec I’insuline. En revanche, les sécétions

de leptine et de GLP-1 sont synergiques.
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Dans ce sens, certains travaux ont montré que les concentrations physiologiques de
ghréline infusée de manieére exogeéne réduisent la sécrétion d’insuline sans affecter
I’insulinosensibilit¢ chez 1’homme sain (Tong et al; 2013). Les injections
intracérebroventriculaires de ghréline dans le troisieme ventricule stimulent la prise
alimentaire via ’activation du noyau arqué. Des données immunohistochimiques ont révélé la
présence de neurones exprimant la ghréline dans plusieurs régions de I'nypothalamus ou les
niveaux d'’ARNm d'AgRP et de NPY augmentent en réponse a une injection de ghréline dans
le troisieme ventricule ou la ghréline franchisse la barriere hémato-encéphalique, ce qui
conforte I'idée que la ghréline peut agir a la fois sur les sites périphériques et centraux
(Kamegai et al, 2001).

Les données obtenues dans notre travail en relation avec 1’adiponectine sont
concomitantes a la déplétion du GLP-1, en raport avec un état d’insulinorésistance. En effet,
contrairement a la leptine, 1’adiponectine semble avoir un effet anti-insulino-résistant. Les
taux sériques d’adiponectine sont corrélés négativement avec 1’obésité et le diabete de type2
(Ouchi et Walsh, 2007). Cependant, la diminution des taux d’adiponectine semble précéder
I’apparition de I’insulino-résistance (Gil-Campos et al, 2004), et prédit la progression vers le
diabete de type 2 (Stefan et al, 2002 ; Lindsay et al, 2002 ; Spranger et al, 2003). Le role
protecteur de 1’adiponectine vis-a-vis de I’insulino-résistance est expliqué d’une part par la
diminution de I’expression de deux enzymes de la néoglucogenese, la phosphoénolpyruvate
décarboxylase et la glucose-6-phosphatase, entrainant une diminution de la production
hépatique de glucose (Féve et al, 2006 ; Gil-Campos et al, 2004) et diminue également la
glycogenése hépatique (Yamauchi et al, 2001). Ces travaux suggeérent que la baisse de la
glycémie est associée a la baisse de la production hépatique de glucose et non pas a une
augmentation du niveau d’insuline plasmatique (Berg et al, 2001). D’autres part,
I’adiponectine active ’AMPK qui inhibe 1’acétylCoA carboxylase, ayant pour effet une
diminution du malonylCoA intracellulaire, et par conséquent, une diminution de la lipogenese

et une augmentation de la 3-oxydation des acides gras (Yamauchi et al, 2002).

En outre, une hypoadiponectinémie est associée a un dysfonctionnement des flots chez
les individus obéses. Ceci explique I’effet protecteur de I’adiponectine sur la fonction des
cellules B-pancréatique. De plus, I’adiponectine augmente 1’activité tyrosine kinase du
récepteur a I’insuline, indispensable a son activité (Gil-Campos et al, 2004). Des travaux
récents indiquent que 1’adiponectine posséde également des propriétés anti-athérogenes, elle

est inversement corrélée avec les autres facteurs de risque cardiovasculaires habituels, telle
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que la pression artérielle, les niveaux plasmatiques de LDL- cholestérol et de triglycérides.
Inversement, il existe une relation positive avec le niveau de HDL-cholestérol (Kadowaki,
Yamauchi, 2005).

Plusieurs méta-analyses confirment que 1’hypoadiponectinémie s’associe le plus souvent
a la NAFLD et contribue a I’apparition du DT2 chez un sujet stéatosique (Wang et al, 2008).
En effet, I’adiponectine a un effet protecteur contre le développement de la NAFLD
(Mendez-Sanchez et al, 2005 ; Zou et al, 2005). Plusieurs études confirment 1’association
entre I’hypoadiponectinémie et la NAFLD (Tsochatzis et al, 2009 ; Yoon et al, 2005 ;
Mirza, 2011 ; Bugianesi et al, 2005 ; Jarrar et al, 2008 ; Vuppalanchi et al, 2005).
Contrairement aux autres adipokines, l'adiponectine semble étre le seul prédicteur
indépendant de la NAFLD. Des ¢études chez la souris ont montré que [’état
d’hyperinsulinémie entraine une altération des récepteurs de 1’adiponectine, entrainant une
résistance a 1’adiponectine. D’autres études ont toutefois montré que 1’hypoadiponéctinémie
est davantage liée au dépdt adipeux intra-hépatique qu’au degré de lésion hépatique
(Bugianesi et al, 2005).

En outre, il a été suggéré que des polymorphismes mononucléotidiques (SNP) du géne
de l'adiponectine (Figure 26) augmentaient la progression de la NAFLD (Zhou et al, 2015),
la sous-expression du récepteur hépatique de l'adiponectine pourrait jouer aussi un réle
important dans la progression clinique de la stéatose hépatique ou NASH (Yoshihiro et al,
2008). De plus, les taux plasmatiques d'adiponectine étaient inversement corrélés aux deux
marqueurs de [latteinte hépatique, I'alanine aminotransférase (ALT) et la gamma-
glutamyltranspeptidase (GGT) (Xu et al, 2003 ; Ldépez-Bermejo et al, 2004). Enfin, une
hypoadiponectinémie pourrait exacerber la stéatose hépatique (Yoshihiro et al, 2008) par
la stimulation de I’accumulation de graisses dans le foie en diminuant I’oxydation des acides
gras (Hui et al, 2013) et en augmentant la production d'acides gras libres de novo au sein des
hépatocytes (Fruebis et al, 2005 ; Xu et al, 2003). En outre, I’hypoadiponectinémie a pour

conséquence I’augmentation de la production de TNF-a induisant ainsi des lésions hepatiques.
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Figure 26. Role de I’adiponectine dans le développement de la NASH (Yoshihiro et al, 2008).

FFA : Free fatty acid; HSC: hepatic stellate cell ; TGF: transforming growth factor ; HCC: hepatocellular carcinoma

L’administration d’un traitement mimétique du GLP-1 (Exanatide) corrige ce trouble en
augmentant les concentrations sériques d’adiponectine (Savvidou et al, 2016). L’un des
arguments qui explique I’hypoadiponectinémie est 1i¢ a 1’altération des voies de signalisation
qui affectent les mémes voies que celle de I’insuline, 1’adiponectine et le GLP-1 (Ben-
Shlomo et al, 2011). Ces voies sont médiées par 1’activation de I’AMPK (5 - AMP activated

protein kinase) et du PPARo (peroxisome proliferator-activated receptor o).

Concernant la résistine, a notre connaissance tres peu d’études ont fait I’objet des effets du
GLP-1 sur les sécrétions de résistine ou inversement. Les résultats que nous avons obtenus
vont dans le méme sens que le Homa-IR et a ’opposé de celui du GLP-1. La littérature
rapporte des faits controversés sur la résistine, car certains auteurs ne la considérent pas
comme une adipokine, mais plutdt comme une cytokine proinflammatoire, vu qu’elle est
synergique au TNFa et que son rble est plutdt corrélé au risque cardio-vasculaire qu’a

I’insulinorésistance (Reilly et al, 2005).

Sur le plan métabolique, Il est décrit que les taux de résistine sont augmentés au cours de
I’obésité et du diabéte de type 2 (Aquilante et al, 2008 ; Berghoff et al, 2016 ; Norata et al,
2007). La résistine pourrait également participer a 1’insulino-résistance via la production de
TNF-a et IL-6 (Féve et al, 2006). La resistine altere a la fois le métabolisme glucidique et
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lipidique : (i) diminue l'expression des enzymes gluconéogéniques hépatiques. Les souris
dépourvues de résistine présentent de faibles taux de glucose apres le je(ine en raison d'une
production de glucose hépatique limitée. De plus, elle inhibe la phosphorylation du récepteur
a I’inuline et diminue son expression dans les adipocytes (Steppan et al, 2005), le foie, le
muscle et le tissu adipeux (Benomar et al, 2013), mais aussi dans les cellules béta
pancréatiques (Brown et al, 2007); (ii) Il a été établi que la résistinémie est corrélée
négativement aux taux de cholestérol a lipoprotéines de haute densité (HDL-c) (Chen et al,
2005). De plus, le traitement des hépatocytes humains avec de la résistine, augmente la
sécrétion d’ApoB en stimulant la lipogenése de novo via les voies SREBP1 et SREBP-2
(Costandi et al, 2011). Ces données suggérent que I’hyperrésistinémie, généralement observé
dans le cas d’obésité, pourrait contribuer au développement de la stéatose hépatique par ses

effets dyslipidémiques (Ancha Baranova et al, 2014).

La relation entre résistine et NAFLD n’est pas clairement expliquer par la littérature, car
les travaux réalisés sur la contribution de la résistine dans le développement et la progression
de la NAFLD sont contradictoires jusqu’a présent. Certains auteurs ont montré que les
concentrations sériques de résistine sont plus élevées chez les patients atteints de NAFLD par
rapport aux témoins (Adolph et al, 2017 ; Senates et al, 2012). Cependant, dans d’autres

études, aucune différence n’a été trouvée (Argentou et al, 2009).

Il a été rapporté, une association positive entre I'expression de I'ARNm de la résistine
hépatique et la stéatose, I'inflammation et la fibrose hépatiques (Shen et al, 2014). En effet,
I’association de la fibrose a 1’augmentation des taux sériques de résistine, suggére que la
résistine pourrait probablement refléter une adipokine pro-inflammatoire profibrogénique
dans la NAFLD (Jamali et al, 2016). En fin, Les taux élevés de résistine sont en corrélation
avec la gravité histologique de la maladie du foie mais pas avec la résistance a l'insuline
(Pagano et al, 2006).

Malgré tous ces travaux, les voies de signalisation de la résistine ne sont pas clairement
élucidées. Il semble que la résistine utilise la voie du NF-kB (Nuclear factor-kB) dans le foie,
ce qui explique son niveau paroxystique chez les sujets NAFLD dans notre étude (Qi et al,
2012). Il est intéressant de noter que le traitement par un agoniste du GLP-1 (Liraglutide) fait
rehausser les concentrations sériques d’adiponectine et diminue ceux de la résitine,
comparativement au traitement classique par les sulfonylurées (Glibenclamide) (Li et al,
2015).
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CHAPITRE 1l :

Interaction entre le GLP-1 et le profil des cytokines pro-inflammatoires
Chez les sujets stéatosiques, diabétiques et stéatosiques diabétiques

Le dernier point pertinent de ce travail de these est relatif a ’interaction entre le flux de
production du GLP-1 et le profil des cytokines pro inflammatoires, en particulier pour les
concentrations sériques de TNFo et d’IL-6. Dans notre étude, nous avons retrouvé une
augmentation importante de ces deux cytokines dans les groupes diabétiques avec ou sans
NAFLD.

Le TNF-a semble jouer un rdle crucial dans le développement de I’insulino-résistance
(Uysal et al, 1997). Au niveau hépatique, le TNF-o abolit complétement la synthése du
glycogéne induite par I’insuline (Gupta, 2004). Le TNF-a est capable d’induire une inulino-
résistance (Figure 21), notamment en favorisant 1’activation des Sérine/Thréonine kinases
JNK et IKKB qui inhibent les IRS (insulin receptor substrate)-1 en les phosphorylant sur un
résidu sérine, empéchant ainsi son interaction avec le récepteur de I’insuline (Bastard, 2004),
et par conséquent, inhibition de la signalisation de I’insuline (Hotamisligil et al, 1993 ; Gao
et al, 2002 ; Cheatham et Kahn, 1995 ; Gao et al, 2002 ; Hotamisligil, 2003). L’effet
inhibiteur du TNF-a sur I’action de I’insuline va également influencer la lipogenése
adipocytaire et stimule la lipolyse entrainant une augmentation des niveaux d’acides gras
libres (Zhang et al, 2002 ; Eckel, 1992), induisant ainsi une dyslipidémie athérogene
(Rosenson et al, 2004).

Le TNF-a inhibe I’expression de genes codant pour des protéines qui contrdlent la
captation des acides gras en particulier le peroxysome Proliferator-Activated Receptor gamma
(PPAR-y) qui est impliqué dans la lipogenese (Figure 27). Il a été montré aussi que le TNF-a
inhibe la différentiation adipocytaire (Stryjecki et Mutch, 2011 ; Tchernof et Despres,
2013 ; Gustafson et al, 2007) et par conséquent la suppression de génes codant pour le
transporteur du glucose insulino-sensible GLUTA4. 1l est intéressant de noter qu’une baisse de
I’indice de masse corporelle et un régime peu calorique chez les sujets diabétiques obeses,
sont associés a une diminution non seulement de la masse graisseuse mais également une

chute de I’expression des génes des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6) dans les
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adipocytes et une augmentation de I’expression des génes, codant pour les genes anti-

inflammatoires tel que (IL-10) (Kopp et al, 2003 ; Esposito et al, 2003).
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Figure 27. Activation de la voie de signalisation par I’'IL6 et TNF-a (Nishimoto et al, 2006).

Le TNF-a est un facteur clé dans le développement de la NAFLD. Les taux de ce
médiateur inflammatoire sont plus élevés chez les patients atteints de la NAFLD que les sujets
en bonne santé (Diehl, 2004 ; Jarrar et al, 2008). La NAFLD est souvent associée a
I’obésité, le diabete et la dyslipidémie (Falck-Ytter et al, 2001). Au cours de 1’obésité, le
tissu adipeux est caractérisé par une infiltration accrue des macrophages et des adipocytes
hypertrophiés (Weisberg et al, 2003), ces derniers, libérent une quantité importante d’acides
gras libres via la lipolyse des adipocytes induite par les macrophages. Ces AGL augmentent
donc a leur tour la production de TNF-a par la voie TRL4/NFkB (Yoshihiro et al, 2008).
L'augmentation des quantités de TNF-a libérées par un excés de tissu adipeux peut contribuer

au developpement de la NAFLD liee a I'obésité (Ancha Baranova et al, 2014).

Dans le foie, le TNF-a stimule I’expression des génes impliqués dans la synthése de
novo des AG et inhibe ceux responsable de leur oxydation (Ancha Baranova et al, 2014 ;
Glosli et al, 2005), de méme, que 1’activité de la carnitine palmitoyltransférase-I11 (CPT-II) et
de la HMG-CoA synthase mitochondriale (Glosli et al, 2005). De plus, il réduit le HDL-c,

augmente le LDL-c et inhibe également 1’¢limination du cholestérol par les acides biliaires
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(Fon et al, 2007). Le TNF-a stimule également la production de VLDL dans le foie (Qin et
al, 2008) et inhibe I’activité et ’expression de ’ARNm de la lipoprotéine lipase dans les
adipocytes (Ruan et al, 2002). Ces processus favorisent la lipolyse qui contribue au
développement de I’hypertriglycéridémie dépendante du TNF-a associé a la NAFLD. Le
TNF-a peut induire un stress oxydant mitochondrial et ainsi exacerber la NAFLD via la
diminution de I'adiponectine et de PPAR-y (Moschen et al, 2012), ce qui contribue a
I’installation d’une fibrose qui peut évoluer en cirrhose (Braunersreuther et al, 2012 ; Tilg
et Diehl, 2000). Le TNF-a active la voie de signalisation de c-Jun, qui entretient

I’inflammation (Carter-Kent et al, 2008).

Concernant I’IL-6, nous rappelons que dans notre étude, nous avons observé une
hyperproduction dans les groupes diabétiques avec ou sans NAFLD. Nos résultats concordent
avec plusieurs travaux qui retrouvent un lien entre ’augmentation d’IL-6 produite par le tissu
adipeux et ’obésité (Kern et al, 2001 ; Kwon et Pessin, 2013), mais également avec le
développement de I’insulino-résistance (Kim et al, 2004 ; Gnacinska et al, 2009). Ce trouble
est lié également au régime alimentaire lorsqu’il est riche en acides gras saturés (Sabio et al,
2008). La relation entre I’insulino-résistance et 1’IL-6 est expliquée par I’augmentation de
I’expression de protéines SOCs (suppressor of cytokine signalling), en particulier SOCs-3
dans les adipocytes (Figure 23). Ces protéines peuvent entrainer une diminution de 1’action
de I’insuline en se liant a la tyrosine du récepteur de 1’insuline et, en empéchant I’interaction
de IRS1 (Lukic et al, 2014 ; Serrano-Marco et al, 2012). De plus, I'IL-6 diminue
I’expression de GLUT4, transporteur du glucose insulino-sensible (Lagathu et al, 2003). Des
études ont montré que I’'IL-6 posséde une activité lipolytique des adipocytes et est un
inhibiteur de 1’adipogenése (Morisset et al, 2008). Au niveau hépatique et musculaire, I’IL-6
exerce les mémes effets retrouvés au niveau adipocytaire. Il diminue la synthese du glycogéne
en inhibant la PI3K (Dou et al, 2013 ; Klover et al, 2003). En outre, L'IL-6 augmente
la gluconéogenese dans les cultures primaires d'hépatocytes et de cellules d’hépatome de rat
(Blumberg et al, 1995; Fritsche et al, 2010) et I'expression hépatique de I'enzyme
gluconéogénique phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (Buechler et Bauer, 2012).
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Figure 28. IL-6 et insulino-résistance Lukic et al, 2014

De plus, il a été suggéré que la stimulation par IL-6 au niveau musculaire conduit a une
résistance a D’insuline (Figure 28) en induisant 1’expression du récepteur TLR4 par
I’intermédiaire de STAT3 (Kim et al, 2013). L’IL-6 pourrait stimuler la sécrétion hépatique
de triglycérides-VLDL (Nonogaki et al, 1995). L’IL-6 stimule également la production
hépatocytaire des protéines de la phase aiglie de I’inflammation : CRP (Hillaire et Valla,
1996). Certains des effets de I’IL-6 impliquent une inhibition de la production du TNF-a, sous
la forme d’un rétro-controle négatif afin de limiter la réponse inflammatoire aigue (Wang et

Peng, 2011). Enfin, elle diminue I’expression de 1’adiponectine (Gnacinska et al, 2009).

Le role de I’interleukine-6 (IL-6) dans la physiopathologie de la NAFLD est trés
complexe et son implication dans son développement, étroitement associé a 1’obésité et a la
résistance a I’insuline, reste controversée (Kishimoto, 2010). En effet, certains auteurs
suggeérent que 1’IL-6 semble avoir des effets hépatoprotecteurs (Teoh et al, 2006), En
favorisant la régenération hépatique, réduisant le stress oxydant (Cressman et al, 1996 ; El-
Assal et al, 2004). En outre, I'lL-6 stimule la libération hépatique de triglycérides, qui peut
contribuer a réduire la stéatose hépatiqgue, mais paradoxalement, elle favorise
I'nypertriglycéridémie (Nonogaki et al, 1995) et peut contribuer en retour a la pathogenese de

la NAFLD (Braunersreuther et al, 2012). Des études ont montré que les taux sériques d’IL-
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6 étaient plus élevés chez les patients atteints de NAFLD (Braunersreuther et al, 2012 ;

Neuman et al, 2014) et qu’ils étaient corrélés positivement au stade de fibrose.

Il est important de revenir a la relation entre le flux de GLP-1 et les cytokines pro-
inflammatoires. Nous avons observé que la chute des concentrations plasmatiques en GLP-1 a
été associée a une production modérée, voire excessive de ces deux cytokines. Le peu de
données de la littérature laisse penser que les conclusions données a ces travaux sont souvent
controversées sur cette question. Certains auteurs montrent que 1’¢lévation des cytokines, en
particulier I’'IL-6, fait augmenter les concentrations de GLP-1 (données expérimentales)
(Kahles et al, 2014). D’autres études, plutot cliniques comme la nétre, montrent 1’inverse,
avec une production élevée de cytokines qui entraine une déplétion en GLP-1 (Lehrskov-
Schmidt et al, 2015). Par ailleurs, des essais cliniques ont montré que la perfusion a court
terme de concentrations supra physiologiques de GLP-1 dans le DT2 entraine la diminution
des concentrations d'IL-6, (Daousi et al, 2013). Cependant, ceci n’exclut pas que les sujets
NAFLD + DT2 comme dans notre étude peuvent développer insidieusement une NASH,
comme il a été récemment decrit que la NAFLD évolue rapidement vers la NASH sans signes
cliniques apparents et persiste asymptomatique dans le DT2 (Radaelli et al, 2018).

Il est important de noter que les effets du TNFa sur les cellules L étaient associés a des
réductions des niveaux d’/ARNm du proglucagon et / ou de la teneur en cellules du GLP-1
apres un traitement aigu et chronique de la lignée cellulaire L intestinale humaine NCI-H716.

11 a été rapporté que 1’exenatide, un agoniste du GLP-1 joue un réle anti-inflammatoire
dans les macrophages humains en culture (Buldak et al, 2016 ) en inhibant leur infiltration
dans le tissu adipeux (Lee et al, 2012), le foie et la paroi vasculaire (Wangg et al, 2014) et en
contribuant a la diminution de la sécrétion de cytokines inflammatoires, notamment le TNF-a,
I’IL-6 par inactivation de la voie NF-KB de signalisation inflammatoire (Guo et al, 2016).
Une autre étude a démontré que les principaux effets du GLP-1 sont régulés par I'activation de
I'adénylate cyclase et la production de AMPc (Brubaker et al, 2004). La voie AMPc / PKA
régule la réponse inflammatoire des macrophages en inhibant la production de cytokines pro-
inflammatoires (Aronoff et al, 2005 ; Mogi et al, 2009).
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CONCLUSION GENERALE
ET
PERSPECTIVES

Ce travail de thése multifocal semble montrer que la prévalence d’une
NAFLD chez un sujet diabétique est statistiguement importante (groupe
NAFLD+DT?2), et que la femme est plus exposée a ce risque que I’homme. Les
Facteurs de Risques CardioMétaboliques ne sont pas les seuls a incriminer dans
la décompensation d’une NAFLD en DT2, mais ¢galement le profil de sécrétion

des inctéines, dont le GLP-1.

Le changement du profil de sécrétion du GLP-1 est corrélé a un eétat
d’insulinorésistance qui perturbe la fonction hépatique par une lipogencse
accrue et une infiltration lipidique intra-hépatocytaire, faisant le lit de la
NAFLD. La dysfonction hépatique et 1’hyperactivité du tissu adipeux viscéral
modifient le profil des adipocytokines et alterent la glycorégulation, ce qui
explique la coexistence d’un DT2 avec la NAFLD. Ces interactions
entretiennent 1’insulinorésistance et minimisent 1’action bénéfique des incrétines
via les effets du GLP-1. Cette étude suggere que le GLP-1 plasmatique peut étre
considéré comme un véritable biomarqueur de transition et d’évolution entre la

NAFLD et le DT2.

Le GLP-1 refléte fidelement les statuts métaboliques et inflammatoires, a la
fois chez des sujets seulement stéatosiques ou seulement diabétiques, avant le
stade compliqué du diabéte steatosique. Enfin, une étude longitudinale sera
souhaitable pour confirmer le réle du GLP-1 comme veéritable biomarqueur de
transition entre la stéatose hépatique non alcoolique et 1’intolérance au glucose

du sujet diabétique.
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Titre de la these : RELATION DIABETE DE TYPE 2 - INCRETINES : Evaluation des
effets cardiométaboliques du Glucagon Like Peptide -1 chez le patient diabétique
Algérien

Directeur de Thése : Professeur EA. KOCEIR

Introduction : Un diabete de type 2 (DT2) associé a une stéatose hépatique non alcoolique
(NAFLD) aggrave et majore le risque cardiovasculaire. Des relations complexes et subtiles
s’installent entre la dysfonction hépatique et I’hyperactivité du tissu adipeux. Elles sont
médiées par I’insulinorésistance, les dyslipidémies et I’inflammation. Il a été mis en évidence
plus récemment le réle des incrétines, dont le GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1) dans ces
relations. Objectif : Le but de cette étude est d’identifier des liens entre le profil plasmatique
du GLP-1 et les marqueurs du syndrome métabolique d’une part, et les adipocytokines
(leptine, adiponectine, résistine, TNFa et IL-6) d’autre part, chez des sujets diabétiques
atteints ou non de NAFLD. Sujets et Méthodes : L’étude a été menée sur une cohorte de 320
sujets adultes répartis en quatre groupes: stéatosiques (NAFLD), diabétiques (DT2),
diabétiques-stéatosiques (NAFLD+DT?2) et témoins. Chez I’ensemble des sujets, la présence
d’un syndrome métabolique selon les critéres de la NCEP/ATPIII a été recherchée.
L’insulinorésistance a été évaluée par le modéle HOMA. Les parametres métaboliques ont été
déterminés sur automate Cobas®. Les adipocytokines ont été dosées par méthode immuno-
enzymatique sur lecteur Elisa human - Biotek ELX 800. La NAFLD a été confirmée par
échographie abdominale et par histologie sur biopsie hépatique. Le GLP-1 plasmatique a été
mesuré a jeun et en post-prandial par méthode Elisa. Résultats : Les résultats montrent que
I’insulinorésistance (Homa-IR) est présente dans tous les groupes. Le Homa-IR est associé
négativement a la déplétion plasmatique du GLP-1 dans les groupes NAFLD, DT2 et
NAFLD+DT?2. Les concentrations d’adiponectine, ainsi que celles du GLP-1, sont diminuées
dans tous les groupes alors que les concentrations de leptine, de résistine, du TNFa et de I’TL-
6 présentent une relation inverse au GLP-1. Conclusion : Cette étude suggere que le GLP-1
plasmatique peut étre considéré comme un véritable biomarqueur de transition et d’évolution
entre la NAFLD et le DT2. Le GLP-1 reflete fidélement les statuts métaboliques et
inflammatoires, a la fois chez des sujets seulement stéatosiques ou seulement diabétiques,

avant le stade compligué du diabéte stéatosique.

Mots clés : NAFLD, diabéte de type 2, Glucagon-Like Peptide-1, adipocytokines,
insulinorésistance, syndrome cardiométabolique
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Thesis title: DIABETES TYPE 2 - INCRETINES RELATIONSHIP: Evaluation of

Cardiometabolic Effects of Glucagon Like Peptide -1 in Algerian Diabetic Patients.
Supervisor: Professor EA. KOCEIR

Introduction: Type 2 diabetes (T2DM) associated with Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) increases cardiovascular risk. Complex and subtle connections are established
between hepatic dysfunction and adipose tissue hyperactivity. This relationship is mediated
by insulin resistance, dyslipidemia and inflammation. Recently incretins have been involved
in this connection including GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1). Objective: The aim of this
study is to establish interactions between the GLP-1 plasma levels and metabolic syndrome
clusters and adipocytokines profile (leptin, adiponectin, resistin, TNFa and IL-6) in diabetic
subjects with or without NAFLD. Subjects and Methods: The study was undertaken on 320
adult subjects divided into four groups: NAFLD, DT2, NAFLD+DT2 and control. In all
subjects, the metabolic syndrome clusters was investigated according to the NCEP / ATPIII
criteria. Insulin resistance was evaluated by the Homa-IR model. The metabolic parameters
were determined on Cobas® automated biochemical analysis. The adipocytokines are
determined by immunoassay method on Elisa human reader - Biotek ELX 800. The NAFLD
has been confirmed by abdominal ultrasound and by histology. Feeding and fasting Plasma
GLP-1 was assessed by Elisa method. Results: The data revealed that insulin resistance
(Homa-IR) is present in all groups. Homa-IR is negatively associated with plasma GLP-1
depletion in the NAFLD, DT2 and NAFLD+DT2 groups. Adiponectin levels are decreased in
all groups as for GLP-1. At the opposite, leptin, resistin, TNFa and IL-6 levels show an
inverse correlation with GLP-1. Conclusion: This study suggests that plasma GLP-1 can be
considered as a transition and evolution biomarker between NAFLD and T2D. GLP-1
accurately reflects metabolic and inflammatory status, both in subjects with NAFLD only or

with T2D only, before the diabetes - steatosis stage.

Key words: NAFLD, type 2 diabetes, Glucagon-Like Peptide-1, adipocytokines, insulin
resistance, cardiometabolic syndrome
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