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Introduction générale

Le syndrome métabolique (SMet) est caractéris€ par la conjonction de divers troubles
cardiovasculaires (hypertension artérielle entre autres) et métaboliques (résistance a 1’insuline,
intolérance au glucose, hypercholestérolémie, obésité abdominale). La conjonction de ces
symptomes est unanimement reconnue comme un facteur de risque cardiovasculaire et
métabolique majeur, les principales complications du SMet étant 1’athérosclérose, la maladie
coronaire, I’insuffisance rénale, I’insuffisance cardiaque, le diabéte et I’obésité. Une hyperactivité
du systéme nerveux sympathique pourrait étre impliquée dans le développement du SMet. Nos
travaux visent a tester les hypothéses selon lesquelles (1) il pourrait y avoir une relation de cause
a effet entre I’hyperactivité sympathique et le SMet, et (2), I’hyperactivité sympathique pourrait
constituer un axe de recherche pour le développement de nouveaux médicaments. Les récepteurs
I, des imidazolines (RI;) identifiés par notre équipe (Bousquet et al, 1984) ont une action
sympatho-inhibitrice et représentent donc une cible de choix pour le développement de nouveaux
médicaments. Dans notre laboratoire, des études de pharmaco-chimie ont permis de synthétiser
une série d’amino-pyrrolines sélectives des RI1 induisant une diminution de la pression artérielle.
Cette sélectivité permet de s’affranchir des effets métaboliques déléteres liés a 1’activation des
récepteurs op-adrénergiques, cibles des médicaments antihypertenseurs sympatho-inhibiteurs
actuels. Des ¢tudes réalisées sur un modele murin de SMet nous ont permis de sélectionner un
chef de file, le LNP599, qui diminue la pression artérielle et présente en paralleéle des effets
bénéfiques sur plusieurs parametres métaboliques. Des effets périphériques additionnels ont
¢galement ¢té¢ remarqués et semblent faire intervenir 1’adiponectine. Cette molécule sympatho-
inhibitrice a été¢ brevetée par notre université (brevet initial déposé le 19/04/11). Le premier
objectif de ma theése a consisté au développement d’un modele original de SMet chez le primate
non humain (PNH / marmouset) pour y tester I’intérét thérapeutique du LNP599. Ce modele
représente une alternative plus pertinente que les modeles murins utilisés habituellement. En
effet, les dyslipidémies observées chez les rongeurs sont différentes de celles de ’Homme alors
que celles du primate en sont proches puisque la proportion de HDL cholestérol par rapport au
cholestérol total (HDLchol/TOTchol) est diminuée. Des différences au niveau de la balance
sympatho-vagale sont également observées entre le rongeurs et ’Homme alors que celle du
primate non humain est semblable. De plus, le passage a I’étude des effets du LNP599 chez le
primate représente une étape importante avant le développement clinique de la molécule. Le
second objectif majeur fut d’étudier les effets périphériques potentiels des ligands RI;. Ces études
ont ¢ét¢ menées (1) chez le rat 4gé, un modele d’insulino-résistance modérée, en utilisant un
ligand RI, incapable de traverser la barriére hémato-encéphalique, le LNP509, et (2) sur une des
cellules cibles de I’insuline dérivant d’hépatocarcinome humain, les cellules HepG2.
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L.

Le syndrome métabolique
I.1. Définitions et classification

La notion de syndrome métabolique (SMet) a été abordée pour la premicre fois dans les années
20 en tant que « concept ». C’est un médecin suédois, Kylin, qui a décrit ce syndrome comme la
conjonction de divers symptdmes : hypertension artérielle (HTA), hyperglycémie et concentration
sanguine ¢levée en acide urique, pathologie plus communément appelée « la goutte » (Kylin,
1923). En 1965, Avogaro et Crepaldi confirment ’existence d’un syndrome regroupant HTA,
hyperglycémie et obésité [1]. C’est en 1988 que le concept de « syndrome X » fut proposé par
Reaven [2] afin de regrouper des anomalies métaboliques (intolérance au glucose, résistance a
I’insuline, dyslipidémies) et cardiovasculaires (HTA). Par la suite, d’autres critéres tels que
I’obésité [3], se sont ajoutés a la définition de ce syndrome, actuellement plus connu sous le nom
de « syndrome métabolique ». En 1992, une corrélation est établie entre le syndrome X et une
concentration plasmatique d’insuline élevée [4]. Haffner et son équipe deviennent ainsi les
premiers a établir le lien entre insulino-résistance et troubles métaboliques et parlent de
« syndrome d’insulino-résistance ». Quelques années plus tard, Vague met en évidence
I’importance de [’obésité viscérale presque systématiquement associée a des anomalies
métaboliques retrouvées dans le diabéte de type 2 (DT2) et certaines maladies cardiovasculaires
[5].

Rapidement, les communautés scientifiques et médicales tentent de développer des critéres
diagnostiques nécessaires a 1’établissement de la définition exacte du SMet. L’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS, WHO, World Health Organization) propose en 1998 la premiere
définition officielle du SMet [6]. Cette définition initiale place la résistance a 1’insuline comme
composant majeur du SMet, chacun des autres symptomes représentant un risque supplémentaire
de complications cardiovasculaires. Dans cette définition, au moins deux des critéres suivants
doivent s’ajouter a une anomalie du métabolisme glucidique (intolérance au glucose,
augmentation de la glycémie a jeun, DT2, insulino-résistance) : augmentation de la pression
artérielle (PA), de la concentration plasmatique de triglycérides (TG), obésité abdominale et

micro-albuminurie.



Définition de la WHO :

e PA > 140/90 mmHg
e Dyslipidémies Triglycérides > 1.7 mmol/L ou
HDL < 0.9 mmol/L &

HDL < 1 mmol/L @

e Indice de Masse Corporelle (IMC) > 30 kg/m?
e Ratio taille/hanche >09J3 et>0.8592
e Microalbuminérie > 20 pg/min

En 1999, ’EGIR (European Group for the study of Insulin Resistance) propose une définition
plus simple a utiliser en clinique [7]. Le SMet est alors décrit sous le nom de « syndrome de
résistance a 1’insuline » en raison du role central de I’insulino-résistance. Le SMet est défini par
ce groupe comme une résistance a I’insuline ou une hyperinsulinéme a jeun a laquelle sont
ajoutés 2 des criteres suivants : hyperglycémie a jeun, HTA, dyslipidémies et obésité abdominale.
Dans le cadre de la définition proposée par la WHO, la mesure de la résistance a I’insuline était
réalisée grace a la technique du clamp euglycémique, plus difficile a mettre en ceuvre qu’une
mesure de 1’insulinémie a jeun. Dans la définition proposée par I’EGIR, les valeurs seuils de la
PA et les niveaux plasmatiques de TG et de HDL-C (High density lipoprotein cholesterol) sont
modifiées. De plus, I’obésité abdominale est dorénavant évaluée par la mesure du tour de taille
plutot que par le rapport taille/hanche, le tour de taille reflétant mieux 1’accumulation de masse

grasse au niveau abdominal.




Définition de ’EGIR :

Glycémie a jeun (excluant diabete) > 6.1 mmol/L

PA (ou patient sous > 140/90 mmHg

traitement anti-hypertenseur)

Dyslipidémies Triglycérides > 2 mmol/L ou

HDL < 1 mmol/L

Tour de taille >94cmd et>85cm Q

En 2001, la NCEP/ATP (National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel) crée
une nouvelle définition [8]. Le diagnostic se fait dorénavant lorsqu’un patient présente 3 facteurs
de risque sur les 5 retenus par la NCEP/ATP : obésit¢ abdominale, hypertriglycéridémie,
diminution du HDL-C, PA ¢élevée et hyperglycémie a jeun. Par rapport a la définition fournie par
I’EGIR, les valeurs seuils du tour de taille sont revues a la hausse tandis que les valeurs

diagnostiques de PA, d’HDL-C et de TG sont abaissées.




Définition de la NCEP/ATP :

e Glycémie a jeun > 6.1 mmol/L
e PA > 130/85 mmHg
e Dyslipidémies Triglycérides > 1.7 mmol/L ou

HDL < 1 mmol/L &
HDL < 1.3 mmol/L 9

Tour de taille >102cm &

>88 cm @

En 2003, I’AACE (American Association of Clinical Endocrinologists) repositionne le role de la
résistance a I’insuline. Ce trouble était jusque la considéré comme un facteur de risque de
développer le SMet et non comme un trouble inhérent a celui-ci. Dans sa nouvelle définition,
I’AACE ne fournit pas de définition précise du SMet [9]. L’AACE met I’accent sur I’élévation
des TG, un faible taux de HDL-C, une augmentation de la PA et de la glycémie a jeun et exclut
I’obésité abdominale. Cette définition permet au clinicien d’utiliser les critéres diagnostiques qui
lui semblent les plus appropriés. Au vu de la prolifération des définitions du SMet, il apparait
clairement qu’une unique définition internationale devient nécessaire au diagnostic du SMet.

Dans le but d’harmoniser les définitions déja disponibles, I’'IDF (International Diabetes
Federation) propose un consensus international a partir de la définition du NCEP/ATP. Selon les
experts, 1’obésité reprend une position centrale en raison de sa prévalence grandissante et des
corrélations établies avec le risque cardiovasculaire. Elle devient un symptome indispensable a
I’établissement du diagnostic de SMet et doit €tre associée a deux des quatre parameétres
suivants : augmentation des TG plasmatiques, de la PA, de la glycémie a jeun et diminution du
taux de HDL-C. De plus, les mesures de tour de taille et 1’évaluation du niveau d’obésité

abdominale prennent désormais en compte I’origine ethnique des patients.




Définition de I’IDF, tour de taille en fonction des ethnies :

e Européens 3 >94 cm
Q>80 cm

e Non européens 3 >102 cm
?>88cm

e Sud-asiatique, chinois, japonais 3 >90 cm
Q>80 cm

Le SMet est donc défini comme la conjonction de troubles physiologiques, biochimiques,
cliniques et métaboliques augmentant le risque de maladies cardiovasculaires, d’athérosclérose et
de DT2 [10], I’ensemble contribuant a la morbi-mortalit¢ de ce syndrome. Toutes les définitions
proposées regroupent des anomalies métaboliques et cardiovasculaires semblables, mais des
seuils de détection variables. Les définitions de I’AACE, de I’EGIR et de la WHO sont
essentiellement basées sur le diagnostic d’une insulino-résistance, mise en évidence grace a la
technique du clamp euglycémique, test plus aisément utilis€ en laboratoire de recherche qu’en
clinique. La définition fournie par la NCEP/ATP utilise quant a elle des données plus facilement
applicables a la clinique et aux études épidémiologiques. En proposant une définition tenant
compte de I’origine ethnique des patients, I’'IDF solutionne un probléme majeur concernant
I’¢établissement du seuil d’obésité et des risques associés. En effet, le risque de développer un
DT2 apparait a un niveau d’obésité¢ inférieur dans la population asiatique comparée aux
européens. Par rapport aux autres définitions, la définition de I'IDF prend en compte des
différences de tour de taille et de poids en fonction des ethnies, et donc d’un risque différent de
développer des maladies métaboliques et/ou cardiovasculaires associées. L’ensemble des

définitions sont récapitulées dans le tableau 1.




T o rem —ncerare | aace | wr |

Critere obligatoire  Troubles du Hyperinsulinémie a Obésité abdominale
métabolisme jeun
glucidique
Nombre de critéeres 2 ou+ 2 3ou+ 3ou+ 2
secondaires
Glycémie Intolérance au = 6.1mmolL (110 = 5.6 mmolVL (100 = 5.6mmol/L (100 = 5.6 mmol/L (100
glucose, mg/dl) mg/dl) mg/dl) mg/dl) ou diabéte de
augmentation de la (excluant diabeéte) type 2
glycémie a jeun ou
diabéte de type 2
Hypertension = 140/90 mmHg =140/90 mmHg (ou = 135/80 mmHg =135/80 mmHg =135/80 mmHg
anti-hypertenseur) (ou anti-
hypertenseur)
Dyslipidémies Triglycérides : Triglycérides : Triglycérides : Triglycérides : Triglycérides :
= 1.7 mmol/L (150 =2 mmol/L (178 = 1.7 mmol/L (150 = 1.7 mmoVl/L (150 = 1.7 mmoVl/L (150
mg/dl) mg/dl) mg/dl) mg/dl) mg/dl)
ET/OU ET/OU
HDL cholestérol : HDL cholestérol : HDL cholestérol : HDL cholestérol : HDL cholestérol :
< 0.9 mmol/L (35 < 1 mmol/L (39 < 1 mmol/L (39 < 1 mmol/L (39 < 1 mmol/L (39
mg/dl) & mg/dl) mg/dl) & mg/dl) & mg/dl) &
< 1 mmol/L (39 < 1.3 mmol/L (50 < 1.3 mmol/L (50 < 1.3 mmol/L (50
mg/dl) 2 mg/dl) 2 mg/dl) 2 mg/dl) 2
Obésité Taille/hanche : Tour de taille : Tour de taille : Tour de taille : Variable en fonction
=092 294 cmd =2102cm & =102cm d des ethnies
=>0.852 >80 cm 2 =88 cm 2 =88 cm 2
ET/OU IMC=30
kg/m?
Microalbuminurie =20 pg/min

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des définitions du syndrome métabolique

I.2. Symptomes, diagnostic et complications cardiovasculaires et
métaboliques

Le SMet se caractérise par la conjonction de troubles physiologiques et biochimiques,
asymptomatiques dans la plupart des cas. Le diagnostic se fait lors d’un bilan médical de routine
et est alors établi en fonction de la présence de facteurs de risques décrits précédemment : obésité
abdominale, résistance a I’insuline, hyperglycémie a jeun, dyslipidémie et HTA. La définition du
SMet varie en fonction du pays concerné ou de l’organisme de santé considéré. Parmi les
nombreuses définitions citées, celle de I'IDF permet de répondre a des besoins cliniques et de
recherches. Elle fournit également un outil de diagnostic simple et précis incluant des critéres
d’obésité propres et spécifiques aux ethnies. Les patients doivent présenter une obésité centrale

basée sur la mesure du tour de taille dont la valeur seuil dépend du pays/de 1’origine ethnique du



patient associée a deux des facteurs suivants : un taux élevé de TG (>1.7 mM), des faibles taux
de HDL-C (< 1.03 mM chez les hommes et < 1.29 mM chez les femmes), une HTA (systolique >
135 mmHg, diastolique > 80 mmHg) et une hyperglycémie a jeun (> 5.6 mM)/DT2 diagnostiqué

précédemment).



IL.

Epidémiologie

Les définitions du SMet les plus utilisées sont celles fournies par la WHO, la NCEP/ATP et I’'IDF.
L’existence de plusieurs définitions du SMet, qui différent au niveau de détails cliniques et de
I’établissement des valeurs seuils, rend I’évaluation de sa prévalence difficile. De plus, les études
disponibles dans la littérature dépendent du pays considéré, du genre, du groupe ethnique, et de
I’année de publication. Ces différences entrainent des variations épidémiologiques importantes et
rendent difficile ’application d’une politique de santé publique adaptée. Cependant, il existe un
consensus sur le fait que la prévalence mondiale du SMet est en constante augmentation. En
2014, Kaur et son équipe [11] rapporte une prévalence mondiale oscillant entre 10 et 84% en
fonction de la région, de I’environnement (urbain/rural), de 1’ethnie, de la définition utilisée, de
I’age et du sexe, tandis que I'IDF estime que le SMet touche 25% de la population. Dans le
monde, les études épidémiologiques concernant le SMet sont de plus en plus fréquentes et se
basent sur un ou plusieurs des critéres cités précédemment. Dans ce paragraphe, une analyse des

¢tudes les plus récentes est réalisée et classée en fonction des différentes régions du globe.

I1.1. Etats Unis

D’apres les plus récentes estimations, et quelle que soit la définition utilisée, la population
américaine compterait prés de 50 millions de personnes atteintes du SMet. Aux Etats Unis,
plusieurs études épidémiologiques ont été réalisées au cours des 15 dernieres années. En 2002,
Ford et coll. [12] réalisent une étude observationnelle au sein d’une cohorte représentative de la
population américaine dont les participants ont plus de 20 ans. Ils étudient les données recueillies
a partir de la National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES II1,1988-1994, 8814
personnes) et sont les premiers a évaluer la prévalence du SMet en fonction de plusieurs criteres.
En se basant sur la définition de la NCEP/ATP, ils estiment a ce moment que 47 millions
d’américains, soit une personne sur quatre, sont atteints de SMet. La prévalence globale est
semblable entre les hommes (24%) et les femmes (23.4%) bien qu’une ¢lévation des TG et de la
PA soit plus fréquemment observée chez les hommes. La prévalence du SMet est de 6.7% chez

les personnes agées de 20 a 29 ans, puis augmente a 43.5% et 42.0% pour les participants dgés de

10



60 a 69 ans et les plus de 70 ans, respectivement. Cependant, la prévalence globale dépend du
groupe ethnique d’appartenance : 31.9% pour les américains d’origine hispanique, 31.9% pour
les caucasiens, 23.8% chez les américains d’origine africaine et 21.6% pour les personnes
appartenant a une autre ethnie. De plus, la prévalence du SMet est 57% plus élevée chez les
femmes d’origine africaine qu’elle ne 1’est chez les hommes de la méme ethnie et 26% plus
¢levée chez les femmes américaines d’origine hispanique comparée aux hommes du méme
groupe. Ces résultats mettent en évidence qu’au sein d’un méme pays, la prévalence du SMet
varie en fonction du genre, de I’appartenance ethnique et de 1’age. Les variabilités
épidémiologiques peuvent également s’expliquer par 1’absence de consensus entre les différentes
définitions du SMet.

Avec I’apparition d’une nouvelle définition de I’IDF, dont les valeurs seuils sont inférieures a
celle de la NCEP/ATP, il fut nécessaire d’établir une nouvelle évaluation de la prévalence du
SMet afin de rendre compte de la mortalité et de la morbidité du SMet au sein de la population
américaine. C’est ainsi que Ford [13] identifie en 2005 des incohérences liées aux définitions
utilisées. En utilisant les données de la NHANES de 1999 a 2002, la définition de la NCEP/ATP
permet d’identifier 34.5% de personnes atteintes (3 : 33.7%, @ : 38.1%) tandis que la définition
de I'IDF identifie 39% de la population comme présentant un SMet (&' : 39.9%, Q : 38.1%). En
2009 [14], une étude supplémentaire reposant sur I’utilisation des données de la NHANES 2003-
2006 permet d’évaluer la prévalence du SMet en fonction de I’age et en divisant les effectifs en
trois groupes : 20-39 ans, 40-59 ans et plus de 60 ans. En se basant sur la définition fournie par la
NCEP/ATP, la prévalence globale s’¢leve a 34%. Pour les 20-39 ans, 20% des hommes et 16%
des femmes présentent un SMet. Dans le groupe des 40-59 ans, 41% des hommes et 37% des
femmes ont un SMet. Chez les plus de 60 ans, la prévalence du SMet s’¢leve a 52% chez les
hommes et 54% chez les femmes. Ces résultats démontrent que la prévalence augmente avec
I’age sans différence entre les genres. Cependant, lorsque les groupes sont divisés en fonction des
ethnies, il apparait que les femmes d’origine africaine non-hispaniques et les américaines
d’origine mexicaine ont 1.5 fois plus de risque de développer un SMet comparativement aux
femmes blanches non-hispaniques. Par la suite, les nouvelles données de la NHANES montrent
une diminution de la prévalence du SMet aux Etat Unis : 25.5% en 1999-2000 et 22.9% en 2009-
2010. Cependant, ces chiffres sont corrélés a une augmentation de 1’utilisation des médicaments

anti-hypertenseurs et hypolipémiants, faussant les chiffres réels de la prévalence du SMet. En
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2011, Mozumdar et Liguori [15] comparent 1’¢tude NHANES III décrite aux nouvelles données
issues de la NHANES entre 1999 et 2006. Ils observent une augmentation de la prévalence du

SMet chez les hommes et chez les femmes, passant de 47 a 68 millions de personnes atteintes.

I1.2. Europe

Une des toutes premicres études menée en Europe est celle réalisée par le groupe EGIR : elle a
comparé la fréquence d’apparition du SMet dans des populations européennes, chez des sujets
agés de 22 a 81 ans non diabétiques en se basant sur la définition fournie par I’OMS et le groupe
EGIR en 1999 [16]. 8200 hommes et 9363 femmes ont été inclus afin d’évaluer la prévalence du
SMet en fonction de I’dge et du genre. Comme aux Etats Unis, une augmentation de la
prévalence du SMet est observée avec 1’age, avec une fréquence plus élevée chez les hommes
que chez les femmes lorsque I’on considére une méme tranche d’age. Cependant, une
augmentation de la fréquence est systématiquement observée avec la définition de I’OMS. Chez
les sujets non-diabétiques, la fréquence du SMet selon la définition de I’OMS varie de 7% a 36%
chez les hommes de 40 a 55 ans et de de 5% a 22% chez les femmes du méme age. La prévalence
du SMet demeure moins élevée selon I’EGIR : 1 % a 22 % chez les hommes et 1 % a 14 % chez
les femmes. Cette variabilité semble s’expliquer par le recrutement de cohortes différentes et
donc de I'utilisation de techniques de mesures différentes. De plus, la définition de ’OMS tient
compte de I’indice de masse corporelle tandis que la définition de I’EGIR est centrée sur 1’obésité
abdominale en se fiant principalement au tour de taille.

En Europe, une autre étude a été réalisée a partir des cohortes DECODE (Diabetes
epidemiology : collaborative analysis of diagnostic criteria in Europe) (Quiao et al, 2005). Cette
dernieére avait pour but de comparer la prévalence du SMet en fonction de la définition
considérée. L’étude s’est donc focalisée sur les définitions fournies par la WHO, par ’EGIR, et
par la NCEP/ATP. Chez des personnes agées de 30 a 77 ans, la prévalence globale varie de 16.5 a
24.7% chez les hommes, de 15.2 a 20% chez les femmes, en fonction de la définition utilisée et
augmente avec I’age. Lorsque ces définitions sont corrélées au genre et a 1’age, elle est supérieure
chez les femmes agées de moins de 60 ans et chez les hommes agés de plus de 70 ans. Cette
¢tude met en évidence une prévalence élevée du SMet malgré ’absence de consensus entre les
définitions. La définition de la WHO identifie principalement des hommes agés (33.2% des plus
de 70 ans vs 19.8% et 23.3% pour I’EGIR et la NCEP/ATP respectivement) comme ¢€tant atteints
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du SMet. Contrairement a la définition de la NCEP/ATP, la résistance a 1’insuline constitue un
critere essentiel a la définition du SMet selon I’EGIR et la WHO. 1.6% des patients sont insulino-
résistants selon la définition de la NCEP/ATP tandis que 10 et 33% le sont selon les définitions de
I’EGIR et de la WHO, respectivement. La définition de la NCEP/ATP permet quant a elle
d’identifier plus de personnes atteintes d’obésité et d’HTA. On notera donc la nécessité d’une
définition unifiée puisque seulement 31% des hommes et 34% des femmes présentant divers
symptomes du SMet seraient diagnostiqués quelle que soit la définition utilisée.

En ce qui concerne la population francaise, quelques données sont disponibles, notamment au
travers des études DESIR (Data Epidemiological Study on the Insulin Resistance syndrome) et
MONICA. L’¢tude DESIR [17] avait pour objectif principal I’analyse de la prévalence du SMet
lors de I’inclusion des patients et sa persistance 3 ans plus tard selon la définition de la
NCEP/ATP. Elle a été réalisée chez plus de 4000 sujets (2109 hommes et 2184 femmes) agés de
30 a 64 ans. Tout d’abord, cette étude rend compte d’une prévalence 2.5 fois plus faible dans
notre pays qu’aux Etats Unis. Lors de I’inclusion, la prévalence était estimée a 10 % (homme) et
7 % (femme). Quand les traitements médicamenteux sont inclus dans la définition des anomalies
cardiovasculaires et métaboliques , la fréquence du SMet atteint 16% et 11%. L’anomalie
observée la plus fréquemment a I’examen d’inclusion était ’'HTA : 70 et 47 % des hommes et des
femmes, respectivement, présentaient une PA supérieure a 130/80 mmHg. L’anomalie la plus
persistante dans le temps a été le tour de taille élevé (80% présentaient un tour de taille élevé
aprés 3 ans). L’anomalie la moins stable étant I’hyperglycemie puisque 60% des sujets ont
conservé une hyperglycémie a jeun. Cette étude montre des résultats en contradiction avec les
¢tudes américaines dans laquelle la prévalence du SMet était nettement plus €levée chez les
hommes que chez les femmes. Enfin, 1’é¢tude DESIR n’a pas permis d’établir de lien entre le
SMet et I’hyperinsulinémie.

L’étude MONICA (Multinational MONItoring of trends and determinants in Cardiovascular
disease) a quant a elle été initiée dans les années 70 et a duré jusqu’en 1990 et a inclus les
données issues de 39 centres répartis dans 27 pays, dont 3 en France. Les objectifs principaux de
cette étude étaient de mesurer la fréquence des maladies cardio-vasculaires dans le temps,
d’évaluer I'utilit¢ des nouveaux traitements et d’assurer le suivi des politiques nationales de
santé. Les données présentées sont celles recueillies de 1995 a 1997 dans les 3 centres frangais :

Strasbourg, Lille et Toulouse. L’é¢tude MONICA a ¢été réalisée sur des échantillons représentatifs
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de la population francaise et constitués de 1778 hommes et 1730 femmes agés de 35 a 64 ans
(Gamila et Dallongeville, 2003). Elle met en évidence une prévalence globale de 23.5% chez les
hommes et de 17.9% chez les femmes. La prévalence du SMet varie en fonction de la ville
considérée (Lille : & = 26.9%, Q : 21.4% ; Strasbourg : & = 26.4%, 9 : 19.9% ; Toulouse : & =
17.8%, 9 : 12.4%) et met en exergue une grande disparité nord/sud : environ 26 % pour les
Lillois, contre 15 % pour les Toulousains.

En France, une étude plus récente a permis d’établir la prévalence du SMet. L’étude nationale
Nutrition Santé (ENNS) a porté sur 1856 sujets agés de 18 a 74 ans entre 2006 et 2007 [18]. En
fonction de la définition employée, la prévalence du SMet varierait entre 14,1% (définition du
NCEP/ATP), 20,3% (définition de I’IDF) et 21,1% (définition du Joint Interim Statement) sans
¢tablir de différence hommes/femmes. Ces résultats sont donc un peu moins pessimistes que ceux
obtenus dans 1I’é¢tude DESIR. De plus, la prévalence du SMet serait donc plus modérée en France
que dans d’autres pays industrialisés (28% au Luxembourg en 2007-2008 par exemple). Comme
d’autres études I’ont suggéré, le risque de SMet augmente avec 1’age, quelle que soit la définition
utilisée. Chez les femmes, la prévalence du SMet diminue quand le niveau d’éducation augmente.
Chez les hommes, aucun lien avec le statut socio-écconomique n’a pu étre établi. En revanche, la

prévalence du SMet augmente chez les hommes immigrés par rapport a ceux nés en France.

I1.3. Pays en voie de développement : Asie et Afrique

Selon la définition de la NCEP/ATP, I’Iran [19] et la Turquie [20] sont les plus touchés par
le SMet avec une prévalence se rapprochant de celle observée aux Etats Unis, touchant environ
un quart de leur population avec une large dominance chez les femmes. Dans les pays asiatiques,
la définition fournie par la NCEP/ATP est la plus représentée et permet d’établir de maniere
semblable la prévalence du SMet. Environ 10 a 15% de la population Taiwanaise [21,22], de
Hong Kong [23] et Thailandaise [24] est touchée par le SMet. Concernant la Chine, le SMet (& =
9.8%, @ : 17.8%) et I’obésité (: & =26.9%, @ : 31.1%) semblent étre plus présents au nord qu’au
sud du pays, et touchent d’avantage les zones urbaines que les zones rurales [25]. Comme dans
d’autres pays, la prévalence augmente avec 1’age et est plus ¢levée chez les femmes. Chez les
indiens d’Asie, une autre étude a démontré que le développement d’un SMet et d’'un DT2 requiert
un tour de taille supérieur a celui observé dans les populations caucasiennes moyennes [26]. En

Afrique, les données disponibles sont peu nombreuses. Cependant, dans certains pays, quelques
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¢tudes s’intéressent au dépistage du SMet. C’est par exemple le cas des travaux réalisés chez des
sujets diabetiques au Centre hospitalo-unisversitaire de Bobo-Dioulasso au Burkina Faso. En se
basant sur les criteres de I’IDF, Marceline et coll ont observé que 1’obésité abdominale était
présente chez 61.9% de ces sujets et que ’HTA 1’¢tait dans 56.4% des cas. La prévalence du
SMet était de 48.9% [27]. Chez des sujets sains, une étude réalisée en Cote d’Ivoire et en se
basant sur la définition de la NCEP/ATP, a montré une prévalence globale du SMet de
4.94 %. Dans la population étudi¢e, 4.42 % des sujets présentaient 3 criteres et 0.52 % en
manifestaient 4 ; la modalité associative la plus retrouvée était celle regroupant obésité
abdominale, hypocholestérolémie HDL et PA ¢élevée. Aucune corrélation significative n’a été

trouvée entre le sexe, I’age et la prévalence du SMet [28].

Pour conclure, le SMet concerne toute la population mondiale, pays industrialisés et en
voie développement tels que les pays asiatiques et africains. De manicre générale, on remarque
que la prévalence du SMet augmente avec 1’adge et va dépendre de l’origine ethnique des
populations considérées. La variabilité de la prévalence du SMet entre les pays peut ¢galement
étre attribuée a des prévalences variables de certains composants du SMet. Ainsi, en France,
I’HTA est le trouble le plus souvent associ¢ au SMet tandis qu’aux Etats Unis, c’est I’obésité.
Notons également que les prévalences du SMet au sein d’un méme pays sont difficilement
comparables de par la variabilit¢é méthodologique. En effet, la définition choisie, le recrutement
de cohortes au sein de pays différents, les techniques de mesures et de dosages utilisées peuvent

induire des écarts importants et rendre délicate 1’évaluation de la prévalence du SMet.
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I11.

Physiopathologie du Syndrome métabolique

Actuellement, aucun argument n’est en faveur d’une cause unique responsable de I’intégralité des
anomalies observées dans le SMet, méme si de nombreuses équipes suggerent qu’une
hyperactivit¢ du systéme nerveux sympathique (SNS) pourrait étre mise en cause dans
I’apparition des troubles associés [29]. De plus, de nombreux arguments suggerent un rdle causal
de I’obésité dans la genese et le maintien des anomalies associées au SMet. En effet, dans une
¢tude réalisée aux Etats Unis, Park et coll. [30] montrent que le SMet se développe chez 4.6%
des personnes normales, 22.4% des personnes en surpoids et 59.6% des personnes obeses. Cette
¢tude rend compte de I’importance du TA dans les troubles associés au SMet. Chez ’Homme, on
distingue plusieurs types de TA en fonction de sa localisation anatomique. Le tissu adipeux
viscéral (TAV), entre autres, est impliqué dans le métabolisme énergétique et est le seul a étre
reli¢ indépendamment a tous les composants du SMet, validant ainsi son implication dans la
physiopathologie du SMet [31]. Le TA permet le stockage des lipides et leur libération a la
demande, a distance des repas, sous forme d’acides gras libres (AGL) pour permettre le
fonctionnement du foie et des muscles. Le TA a également la capacité de sécréter une adipokine
connue pour son rdle insulino-sensibilisant et sa capacité a favoriser 1’utilisation des AGL au
niveau hépatique et musculaire : ’adiponectine. De nombreuses études ont montré que les taux
d’adiponectine plasmatique sont inversement corrélés au niveau d’obésité et aux risques liés au
SMet [32]. Dans le cadre d’un SMet, les adipocytes sont hypertrophiés, ce qui provoque une
sécrétion locale de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires capables de provoquer le
recrutement des cellules macrophagiques qui vont amplifier la sécrétion cytokinique : TNFa
(tumor necrosis factor), 1L-6 (interleukine) [33]... Il en résulte une inflammation chronique
responsable d’une résistance a I’insuline, d’une diminution de la sécrétion d’adiponectine et
d’une augmentation de la production d’AGL. Ce déséquilibre se répercute au niveau hépatique
(stéatose) et musculaire (accumulation de TG et résistance a I’insuline). Dans cette partie, nous
allons décrire les modifications cardiovasculaires et métaboliques associées a 1’obésité et

observées dans le cadre d’un SMet.
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I11.1. Métabolisme glucidique

III.1.1.Insuline et transmission du signal insulinique

Le métabolisme glucidique est en grande partie régulé par I’insuline qui joue un rdle anabolique
majeur dans la mise en réserve et 1’utilisation des substrats glucidiques et lipidiques : utilisation
du glucose sous forme de lipide et de glycogene, inhibition de la néoglucogenese et de la
glycogénolyse, activation de la lipogenese et syntheése de glycogene. Cette hormone est produite
par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas. Les taux de glucose circulants modulent sa
sécrétion. Ainsi, aprés un repas, le glucose est absorbé au niveau intestinal et induit une
hyperglycémie rapidement contr6lée par D’insuline pour rétablir une glycémie normale.
L’ensemble de ces effets résulte de la liaison de I’hormone a son récepteur membranaire
spécifique présent en priorit€ au niveau des hépatocytes, des myocytes et des adipocytes. Ce
récepteur appartient a la famille des récepteurs de facteur de croissance possédant une activité
tyrosine kinase dans leur domaine intracellulaire. L’activation du récepteur conduit a son
autophosphorylation mais également a une phosphorylation des résidus tyrosine des protéines
substrats nommées IRS (insulin receptor substrat). L’une des principales voies de signalisation
associée a I’insuline est celle de la phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K). Elle est responsable de
la médiation des effets métaboliques de I’hormone. Au niveau hépatique, 1’insuline joue un rdle
prépondérant dans I’homéostasie glucidique en permettant, entre autre, la mise en réserve du
glucose sous forme de glycogene : elle léve I’inhibition de la glycogéne synthase (GS) par

inhibition de la glycogéne synthase kinase 3 (GSK3) et induit la synthése de glycogene (figure 1).
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Figure 1 : Cascade de signalisation de I’insuline / GSK3
En se fixant sur son récepteur, I’insuline induit la phosphorylation activatrice d’AKT/PKB. Elle induit la
phosphorylation inhibitrice de GSK3 et la diminution de la phosphorylation inhibitrice de la GS qui ont pour
conséquence une augmentation de la synthése de glycogene. (IRS-1: insulin receptor substrate 1, PI3K:
phosphatidyl-inositol 3 kinase, AKT/PKB : AKT/protéine kinase B, GSK3: glycogéne synthase kinase 3, GS:
glycogene synthase).

L’insuline est également impliquée dans la modulation de I’activité d’un facteur de transcription,
Foxol, responsable de I’activation ou de I’inhibition de protéines clés de la néoglucogenése telles
que la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) ou la glucose-6-phosphatase (G6Pase) [34]
(figure 2).
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Figure 2 : Implication de I’insuline dans la régulation de la néoglucogenese
Apreés le repas et la libération d’insuline, la cascade de signalisation IRS-1/PI3K/AKT/PKB est activée et induit la
phosphorylation de Foxol et du complexe CREB/CBP/CRTC2. Cette phosphorylation empéche la fixation des
facteurs de transcriptions CREB et Foxol et est responsable de I’inhibition de I’expression des génes de PEPCK et
de la G6Pase, impliqués dans la néoglucogenéese. (IRS-1: insulin receptor substrate 1, PI3K : phosphatidyl-inositol 3
kinase, AKT/PKB : AKT/protéine kinase B, Foxol : Forkhead box protein O1, CBP : CREB binding protein, CREB :
C-AMP Response Element-binding protein, CRTC2 : CREB regulated transcription coactivator 2).

L’altération du signal insulinique induit I’insulino-résistance et implique de nombreux

mécanismes détaillés ci-dessous.

I11.1.2.Insulino résistance

Un des mécanismes impliqués dans I’insulino-résistance met en jeu la phosphorylation inhibitrice
de résidus sérine ou thréonine au niveau du récepteur et surtout des protéines substrats IRS. Cette
phosphorylation bloque la transmission du signal insuline vers la voie métabolique PI3K. Parmi
les signaux capables d’induire 1’arrét de la cascade de signalisation de I’insuline figure la
phophokinase C { (PKC), le diacylglycérol (DAG), qui serait produit via ’activation de la
phospholipase C (PLC), les AGL, le glucose, et les cytokines pro-inflammatoires comme le
TNFa ou I’'IL-1B. Ainsi, lorsque des patients sont obéses comme c’est le cas dans le SMet, le TA
hypertrophié sécréte en exces des AGL et des cytokines impliqués dans la résistance a I’insuline

hépatique, musculaire et pancréatique. Comme indiqué précédemment, chez des patients obeses,

19



la libération plus importante d’AGL dans la circulation participe a 1’apparition d’une
insulinorésistance [35,36]. En 1963, les hypothéses de Randle concernant I’existence d’un cycle
« glucose-acide gras » ont permis d’établir les prémices des causes de 1’insulino-résistance au
niveau musculaire [37]. En effet, il semblait qu’un exces d’AGL plasmatiques diminuait
I’utilisation cellulaire du glucose et participait a I’installation d’un DT2. A I’inverse, 1’¢élévation
des taux de glucose exerce un effet inhibiteur sur I’oxydation des AGL. Dans sa description
initiale, Randle et coll. ont suggéré que I’oxydation excessive d’AGL dans les muscles serait a
I’origine de ’accumulation de certains produits de dégradation des lipides comme I’acétyl-CoA
(augmentation du rapport acétyl-CoA/CoA), ’ATP (rapport ATP/ADP) et le NADH intra-
mitochondrial (forme réduite du NAD, nicotinamide adénine dinucléotide), inhibant ainsi la
pyruvate déshydrogénase (PDH) et I’oxydation du glucose. Cela reste vrai. En revanche, Randle
et coll postulaient également que I’oxydation lipidique entraine une augmentation du citrate
mitochondrial, en raison de I’afflux d’acétyl-CoA et de ’augmentation de I’ATP et du NADH. Le
citrate en exces passait alors dans le cytosol ou il est responsable de I’inhibition allostérique
d’'une enzyme du métabolisme glucidique : la phosphofructokinase-1 (PFK-1). Ainsi,
I’accumulation cytosolique du glucose-6-Phosphate (G-6-P) inhibe I’hexokinase (HK) conduisant
a I’accumulation intracellulaire du glucose et a I’inhibition de son transport vers I’intérieur de la

cellule (figure 3).
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Figure 3 : Le cycle glucose-acide gras de Randle
Selon les premiéres hypothéses de Randle, I’accumulation de citrate, en inhibant la phosphofructokinase, entrainerait
une augmentation de fructose-6-phosphate et de glucose-6-phosphate (G-6-P). Cette accumulation de glucose-6-
phosphate inhiberait 1’hexokinase, conduisant a I’augmentation du glucose intracellulaire et a l’inhibition du
transport de glucose. (Glut : transporteur de glucose, G-6-P : glucose-6-phosphate, F-6-P : fructose-6-phosphate,
HK : hexokinase, PFK : phosphofructokinase, PDH : pyruvate déshydrogénase).

De nouvelles études ont permis de démentir ces derniers résultats. L’acces a de nouvelles
techniques, telles que la résonnance magnétique nucléaire (RMN), a permis de mesurer la
quantité de certains métabolites dans des muscles squelettiques exposés a de fortes concentrations
en AGL. Lors d’un clamp euglycémique hyperinsulinémique, Roden et coll. observent que des
sujets exposés pendant Sh a des concentrations élevées d’AGL présentent une diminution des
concentrations musculaires de G-6-P et de glucose, contrairement aux hypothéses émises par
Randle [38]. Chez ces mémes personnes, 1’oxydation du glucose et la synthése de glycogene est
réduite de 50% [38]. Ainsi, les concentrations de G-6-P et de glucose sont en réalit¢ diminuées
contrairement a ce qui avait été décrit. Depuis, de nouvelles hypotheéses concernant 1’effet des
AGL sur la signalisation insulinique ont été proposées : il semblerait que les excés d’AGL
perturbent les mécanismes de la transmission du signal insulinique [39]. L’augmentation des
AGL au niveau musculaire conduit a 1’accumulation de métabolites tels que 1’acyl-CoA et le

DAG. Ces derniers activent la PKC® (sérine/thréonine kinase) pour phosphoryler des protéines
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substrats IRS au niveau de résidus sérine-thréonine (sérine 307 par exemple) bloquant le

recrutement et la transmission du signal insuline vers la PI3K [38,40,41,42] (figure 4).
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Figure 4 : Reformulation des mécanismes biochimiques du cycle de Randle
L’exceés d’acides gras libres entraine une altération du signal insulinique. L’accumulation de métabolites dérivés des
acides gras libres, acyl-CoA et diacylglycérol, active la protéine kinase C @ qui, en phosphorylant un résidu sérine
(Ser) au niveau de I’IRS-1, entraine une diminution du recrutement de la PI3K et une réduction du transport de
glucose. (PKC @ : Protéine kinase C @, IRS-1 : insulin receptor substrate 1, PI3K : phosphatidyl-inositol 3 kinase,
Ser : Sérine).
Il semblerait qu'une autre kinase soit impliquée dans la cascade de signalisation de 1’insuline :
IKK-B (IkB Kinase B). En effet, IKK-f est activée par la PKC, elle-méme activée par
I’augmentation de la concentration des acyl-CoA intramusculaires, lors de 1’administration d’un
régime hyperlipidique a des souris (figure 5) [39]. De plus, des souris transgéniques surexprimant
IKK-B présentent une profonde insulino-résistance hépatique associée a une augmentation de la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires corrigées par 1’administration de salicylate [43].
Plusieurs études ont démontré la capacité du TNF-a a inhiber la signalisation insulinique en
augmentant la phosphorylation de I’IRS-1 sur son résidu inhibiteur sérine 307 ; JNK (Jun NH(2)-
terminal kinase) semble étre la kinase sollicitée par le TNF-a (figure 5), Hirosumi et coll. ont
observé une augmentation de I’expression de JNK dans I’obésité. De plus, des souris invalidées

pour le géne codant JNK présentent une amélioration de la sensibilit¢ a I’insuline et une

signalisation cellulaire insulinique amplifi¢e [44].
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Figure 5 : Mécanismes impliqués dans la résistance a I’insuline

L’exceés d’acide gras libres entraine une altération du signal insulinique en se fixant sur le récepteur TLR4.
L’accumulation de métabolites dérivés des acides gras libres, tel que 1’acyl-CoA, active la PKC, IKK-f et S6K1 qui,
en phosphorylant un résidu sérine inhibiteur en position 307 au niveau de I’'IRS-1, entraine une résistance a
I’insuline. De la méme manicre, I’inflammation, par le biais du TNF-q, active JNK pour qui phosphoryle le méme
résidu et entraine une résistance a I’insulin (IKK-f : inhibitor of kappaB kinase-f, IRS-1 : insulin receptor substrate
1, INK : c-Jun N-terminal kinase, PI3K : phosphatidyl-inositol 3 kinase, PKC : Protéine kinase C, S6K1 : S6 kinase
1, Ser : Sérine, TNF-a : tumor necrosis factor a, TNF-a R : tumor necrosis factor a receptor, TLR4 : toll like receptor
4).

Il semblerait également que I’augmentation de la concentration intracellulaire des AGL soit
responsable d’une inhibition du transporteur du glucose GLUT4, empéchant ainsi I’incorporation
du glucose dans les cellules musculaires (Dresner et coll. 1999). Des souris invalidées pour
GLUT4 présentent une augmentation de 1’insulinémie postprandiale et une résistance a 1’insuline
[45]. La restauration de GLUT4 dans le muscle suffit a rééquilibrer le métabolisme du glucose,
validant I’importance de ce mécanisme pathologique dans le développement de la résistance a
I’insuline [46]. De cette maniere, [’augmentation d’AGL circulants empéche I’utilisation du
glucose par les cellules musculaires, inhibant la synthése de glycogeéne et 1’oxydation du glucose.
L’insulino-résistance créée est entretenue par un exces permanent d’AGL empéchant 1’insuline
d’exercer son action d’inhibition de la lipolyse sur le TA devenu également insulino-résistant.
L’insulinorésistance se retrouve également au niveau hépatique. L’obésité, et plus

particulierement la présence excessive de TAV, favoriserait I’apport d’AGL dans la veine porte
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[47] [48]. A titre d’exemple, la suppression de la graisse viscérale chez le rat restaure la
sensibilit¢ du foie a ’insuline [49]. Associées a une diminution de I’utilisation musculaire du
glucose, la réduction des effets inhibiteurs de 1I’insuline sur la production de glucose et la
génération de cofacteurs nécessaires a cette voie métabolique (ATP, acétyl-CoA et NADH) sont a
I’origine d’une hyperglycémie chronique. En effet, I’insulino-résistance se traduit par I’inhibition
de deux enzymes impliquées dans la glycolyse, la phosphofructo-2-kinase et la pyruvate kinase,
conduisant a I’inhibition de cette voie métabolique et a I’activation de la néoglucogenese [50].
Dans un premier temps, I’insulinosécrétion accrue permet de conserver une glycémie normale.
Méme si les AGL sont des substrats énergétiques majeurs de la cellule B des ilots de Langerhans,
il semblerait qu’une exposition prolongée induise une diminution de la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose. Ces résultats ont ¢té¢ confirmés in vivo et in vitro sur des pancréas isolés et
perfusés [51,52]. Plusieurs hypothéses ont été émises quant a l’inhibition de la sécrétion
d’insuline. 1) En condition physiologique, les acyl-CoA stimulent un canal K+ dépendant de
I’ATP en se liant a la protéine kir6.2 qui forme le canal. En réponse a une exposition prolongée
aux AGL, les acyl-CoA s’accumulent dans la cellule B, empéchent la fermeture du canal et sont
responsables d’une perte de sensibilité des cellules au glucose (Girard et al, 2003) ; 2) Suite a une
sécrétion d’insuline soutenue, les besoins en pro-insuline augmentent, provoquent un stress du
réticulum endoplasmique et induisent I’apoptose des cellules B via une surproduction de
monoxyde d’azote (NO) [53]; 3) Une hyperglycémie chronique augmente le flux métabolique
dans la mitochondrie et génére la production de ROS (reactive oxygen species) responsables d’un
stress oxydatif chronique et altérant la biosynthese et la sécrétion de ’insuline [54]. La perte de
fonction des cellules B est responsable d’une glucotoxicité pancréatique et accentue
I’hyperglycémie chronique déja provoquée par la lipotoxicité hépatique. Ces anomalies
métaboliques vont précipiter I’apparition du DT2, d’autant plus rapidement qu’elles surviendront
sur un terrain génétiquement prédisposé (Ducluzeau et Laville 2004).

L’insulino-résistance peut donc é&tre attribuée a la rupture de la balance dépense
énergétique/apports caloriques qui provoque une surconsommation de nourriture et le
développement de I’obésité. Le surplus de calories est stocké dans le TA, qui, sous I’action d’une
inflammation grandissante, devient insulino-résistant et libére des AG dans la circulation

sanguine et vers les organes cibles. Le foie, les muscles squelettiques et le pancréas sont alors
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victimes de lipotoxicité, laissant la place au développement de nombreuses maladies chroniques

telles que le DT2.

I11.2. Métabolisme lipidique

Le SMet est caractérisé par une trés grande fréquence des anomalies lipidiques, tant au niveau
quantitatif que qualitatif.

D’un point de vue quantitatif, on observe une augmentation des TG et une diminution du HDL-C.
Un des mécanismes impliqué dans I’hypertriglycéridémie met en jeu une augmentation de la
production hépatique de VLDL (very low density lipoprotein), une lipoprotéine essentiellement
constituée de TG et impliquée dans le transport des lipides endogenes. L hypertriglycéridémie
peut s’expliquer d’une part par I’augmentation de la production hépatique des VLDL de grande
taille [55]. Chez les patients obeses, celle-ci pourrait résulter d’une augmentation du flux
hépatique des substrats, glucose et AGL permettant la synthése des TG [56]. De plus, chez ces
patients et ceux atteints de DT2, la résistance a 1’effet inhibiteur de 1’insuline sur ’activité de la
lipoprotéine lipase, impliquée dans 1I’hydrolyse des TG, induit une augmentation de la production
et de la sécrétion des VLDL [57]. Chez les diabétiques de type 2, il est aussi suggéré qu’une
augmentation de la lipogenese de novo dans I’hépatocyte soit responsable de la surproduction des
TG [56]. Par ailleurs, chez les personnes diabétiques et obeses, il semblerait que le catabolisme
des VLDL soit diminué, reflétant une baisse d’activité de la lipoprotéine lipase et de la clairance
des lipoprotéines riches en TG [58]. Ainsi, les AG circulants qui ne sont pas captés par les
adipocytes sont utilisés au niveau hépatique pour fabriquer des VLDL qui ne seront pas

internalisés par les adipocytes apres hydrolyse.

Les anomalies qualitatives comprennent la présence de VLDL de grande taille et un
enrichissement des LDL-C (low density lipoprotein cholesterol) et HDL-C en TG. La
composition des particules riches en TG est modifiée : le volume des VLDL augmente et la
quantit¢ de TG internalisés est plus grande. Chez les obéses et les diabétiques de type 2, les
niveaux plasmatiques de LDL-C sont le plus souvent inchangés du fait de la diminution de la
conversion des VLDL en LDL, méme si des modifications de leur métabolisme sont constatées
[59]. En effet, des patients atteints de DT2 présentent une diminution du catabolisme des LDL de

28% comparativement a des patients normaux. Cette modification semble liée a une diminution
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de I’expression des récepteurs au LDL, secondaire a la résistance a 1’insuline [60]. Ainsi, les LDL
stagnent au niveau plasmatique et deviennent plus athérogenes. De plus, 1’augmentation de la
quantit¢ des VLDL riches en TG (dont I’hydrolyse est diminuée) accroit le transfert des TG entre
ces lipoprotéines et les HDL et le LDL grace a l’activité de la protéine de transfert des TG
(Cholesteryl Ester Transfer Protein). Ces transferts entrainent 1) un enrichissement des HDL en
TG et la diminution de leur efficacit¢ pour le transport réverse du cholestérol et 2) un
enrichissement des LDL en TG et I’apparition des petites et denses LDL-C, particulierement
athérogeénes [55]. Le SMet et le DT2 sont associés a une diminution plasmatique du HDL-C
attribuable a plusieurs mécanismes physiopathologiques. En premier lieu, le ralentissement du
catabolisme des VLDL entraine une diminution de la production de particules HDL. De plus,
I’absence d’inhibition de la lipoprotéine lipase par I’insuline rend compte d’une diminution du
cholestérol. Les mécanismes impliqués semblent faire intervenir I’adiponectine. Celle-ci pourrait
intervenir directement dans ’accélération du catabolisme des HDL. D’apres Verges et son équipe,
I’augmentation du catabolisme des HDL-C au cours du SMet et du DT2 serait expliquée pour
43% par la réduction de ’adiponectine, et pour 19% par I’enrichissement des HDL-C en TG. De
plus, le catabolisme des apolipoproteines A-I des HDL est négativement corrélé aux taux

plasmatiques de 1’adiponectine [61].

L’obésité et le DT2 semblent pouvoir expliquer en partie les désordres du métabolisme lipidique
méme si de nombreux mécanismes restent a ¢lucider. L’insulinorésistance, en partie provoquée
par une trop forte quantit¢ d’AGL circulants, entretient le surpoids et le déréglement de

I’homéostasie lipidique et glucidique.
I1L.3. Anomalies associées

II1.3.1.Hypertension artérielle

Le lien entre le poids et I’augmentation de la PA a été¢ démontré pour la premiére fois dans I’étude
de Framingham [62]. Dans le cadre du SMet, ’'HTA n’a pas d’étiologie connue. Elle est alors
appelée HTA essentielle ou primaire. Actuellement, plusieurs mécanismes semblent éEtre

impliqués dans la physiopathologie de I’HTA chez le patient atteint de SMet : une hyperactivation
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du SNS, une hyperactivit¢é du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), des

dysfonctionnements du baroréflexe et des déréglements de la fonction endothéliale.

I11.3.2.Hyperactivation du systeme nerveux sympathique (SNS)

Cette partie sera développée page 37
I11.3.3.Hyperactivité du systéeme rénine-angiotensine-aldostérone

Le rein joue un rdle clé dans le développement de I’HTA du sujet obése. En effet, de nombreuses
¢tudes ont établi le lien entre I’obésité abdominale en particulier, et les modifications des
fonctions rénales associées a une augmentation de la PA. Les mécanismes physiopathologiques a
I’origine de ce dysfonctionnement sont nombreux. La rénine est sécrétée au niveau de 1’appareil
juxta-glomérulaire en réponse a divers stimuli : I’hypovolémie ou la baisse de la PA ; I’activation
du SNS ; 'augmentation de la concentration en chlorure de sodium au niveau rénal (macula
densa). La rénine active 1’angiotensinogéne circulant d’origine hépatique par protéolyse.
L’enzyme de conversion (EC) transforme ensuite 1’angiotensine I libérée en angiotensine II.
L’angiotensine I exerce des effets vasoconstricteurs puissants (via son récepteur AT1)
responsables d’une stimulation inappropriée de la réabsorption de sodium et d’une diminution de
la natriurése en agissant directement au niveau tubulaire (figure 6). Le SRAA est normalement
inhibé par un peptide a I’action vasodilatatrice, le peptide natriurétique [63]. Enfin, malgré
I’installation d’une résistance globale a I’insuline, celle-ci agirait tout de méme de maniére
directe au niveau des tubules pour favoriser la réabsorption du sodium [64]. Une hyperactivité de

ce systéme provoque une augmentation de la PA.
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Figure 6 : Mécanismes d’action du systéme rénine-angiotensine-aldostérone

I11.3.4.Dysfonctionnement du baroréflexe

La PA est fonction du débit cardiaque et de la résistance vasculaire périphérique. La détection de
variation de la PA fait intervenir des récepteurs sensoriels au niveau du systéme circulatoire : ce
sont les barorécepteurs. Ils fournissent des informations sur le niveau de pression dans les cavités
cardiaques, les arteéres et les grosses veines. Les barorécepteurs cardiaques sont situés au niveau
des parois des oreillettes et des ventricules tandis que les barorécepteurs vasculaires sont localisés
au niveau de 1’arc aortique et des sinus carotidiens. Les barorécepteurs des sinus carotidiens sont
reliés au systeme nerveux (SN) par le nerf de Hering et les barorécepteurs de la crosse aortique
sont reliés au SN par le nerf de Cyon, tous deux également appelés nerfs sensitifs. Les
barorécepteurs constituent le point de départ de la boucle baroréflexe. Ils ne réagissent pas a la
PA elle-méme mais a la distension de la paroi provoquée par les variations de pression du sang
¢jecté du ventricule gauche a chaque systole. La détection d’une variation de PA induit une
modification du rythme et du débit cardiaque qui aboutit, a la correction de la variation de la PA.
Lorsque la PA augmente dans la crosse aortique ou dans les sinus carotidiens, les nerfs sensitifs

transmettent cette information au niveau de noyaux du bulbe rachidien afin d’induire une réponse
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adaptée : vasodilatation, diminution de la fréquence et de la force de contraction cardiaque. Il
existe de nombreux mécanismes d’adaptation cardiovasculaire qui agissent de maniere
complémentaire : ils peuvent avoir des effets vasoconstricteurs (SNS, SRAA, endothéline) ou
vasodilatateurs (NO). L’innervation cardiaque est réalisée par 2 types de nerfs qui prennent
naissance dans le bulbe rachidien au niveau des centres nerveux cardiaques. Le nerf sympathique
est un nerf rachidien relié a la moelle épinicre et le nerf parasympathique est un nerf cranien relié
a I’encéphale. Ces deux types de nerfs ont des effets antagonistes : les messages nerveux circulant
dans les nerfs sympathiques ont une action cardio-accélératrice tandis que ceux qui circulent dans

les nerfs parasympathiques ont une action cardio-modératrice (figure 7).

Centre Noyau
vasomoteur ~ Moteur du
nerf X
T -
Nerf X :
Bulbe rachidien Centre parasympathique
médullaire

Nerf de Héring aiterd
Sinus Carotidien

Barorécepteurs

Carotide
Nerf de Cyon

Crosse aortique
& Barorécepteurs

O N
\(\ \(\\Aorte

Figure 7 : Schéma de la boucle baroréflexe

7 PA — 7 des potentiels récepteur des barorécepteurs carotidiens et aortiques — 7 fréquence des décharges des

nerfs afférents — v activité des nerfs sympathiques cardiaques, v activité des nerfs sympathiques vasoconstricteurs,
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7 activité parasympathique — \ fréquence cardiaque, Y volume d’¢éjection, vasodilation artériolaire et veineuse —

débit cardiaque et de la résistance vasculaire systémique — v PA.

N PA — N des potentiels récepteur des barorécepteurs carotidiens et aortiques — N fréquence des décharges des

nerfs afférents — 7 activité des nerfs sympathiques cardiaques, 7 activité des nerfs sympathiques vasoconstricteurs,

\ activité parasympathique — 7 fréquence cardiaque, 7 volume d’éjection, vasoconstriction artériolaire et veineuse
b 9

— 7 débit cardiaque et de la résistance vasculaire systémique — 7 PA.

La connexion entre le SNS et la PA se fait grace a la présence de neurotransmetteurs et de
récepteurs adrénergiques et muscariniques. Le SNS agit par [D'intermédiaire d’un
neurotransmetteur excitateur : la noradrénaline. L’adrénaline est sécrétée par la glande médullo-
surrénale tandis que la noradrénaline est stockée sous forme de granules au niveau des nerfs
efférents sympathiques cardio-accélérateurs. En réponse a un stimulus, la noradrénaline est
libérée dans la fente synaptique et provoque une augmentation de la PA [65]. Le systéme nerveux
parasympathique (SNP) agit quant a lui grace a 1’acétylcholine, un neurotransmetteur cardio-
inhibiteur. Elle est libérée par les fibres parasympathiques du nerf vague et exerce son action
cardio-modératrice en se liant aux récepteurs muscariniques.

En cas d’HTA chronique, les barorécepteurs deviennent incapables de faire baisser la PA
puisqu’ils s’adaptent pour fonctionner a un régime de PA supérieur a la normale. Ils continuent a

assurer la régulation a court terme mais a un plus haut niveau de pression moyenne.

I11.3.5.Dysfonctions endothéliales
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Les principales pathologies cardiovasculaires, dont ’'HTA, sont associées a 1’apparition d’une
dysfonction endothéliale et d’une réduction de la vasodilatation d’origine endothéliale, c’est-a-
dire I’existence d’un déséquilibre entre facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs. Les cellules
endothéliales constituent la couche la plus interne de la paroi artérielle. Elles ont une fonction clé
dans le maintien de 1’homéostasie vasculaire grace a la synthése de nombreuses molécules
vasoactives. En effet, elles sont a I’origine de la formation de facteurs vasodilatateurs tels que le
NO, la prostacycline (PGI,) et le facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium (EDHF). Ces
molécules permettent aux cellules endothéliales de lutter contre la thrombose, la prolifération des
cellules musculaires lisses dans la paroi vasculaire et permettent la vasodilatation (figure 8). Le
stress oxydant, par I’intermédiaire des ROS joue un role délétere dans la dysfonction endothéliale
en diminuant la disponibilit¢ en NO. En effet, des expériences réalisées sur des artéres isolées
issues de carotides de souris ont démontré que lorsque la pression intraluminale est augmentée, la
vasodilatation endothélium-dépendante a 1’acétylcholine est réduite et 1’activité de la NADPH

oxydase et de ce fait, la production de ROS, sont augmentées [66].

Facteurs vasoconstricteurs: ‘
* TXA, ‘
Facteurs vasodilatateurs : * PGH,
* PG, * ROS
- NO - ET,
¢ EDHF * Angiotensine 2
* Sérotonine
¢ Histamine

Figure 8 : Molécules impliquées dans la régulation de la fonction endothéliales
(EDHF: facteur hyperpolarisant dérivé de 1’endothélium, ET; : endothéline 1, NO : monoxyde d’azote, PGI, :
prostacycline, PGH, : prostaglandine, ROS : espéces réactives de I’oxygeéne, TXA, : thromboxane A2)

Les facteurs impliqués sont sécrétés en réponse a de nombreux agonistes tels que : les
neurotransmetteurs (acétylcholine, noradrénaline, adénosine tri-phosphate, substance P), les
hormones circulantes (catécholamines, vasopressine, insuline), les produits dérivant des
plaquettes ou de la coagulation sanguine (sérotonine, adénosine diphosphate, thrombine). Ces

agonistes exercent leurs effets en se liant a des récepteurs couplés aux protéines G et en induisant
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un influx de Ca*" dans la cellule endothéliale. En cas d’anomalie de la fonction endothéliale, la
libération de NO est diminuée, avec pour résultat D’apparition d’'une HTA et un effet
vasoconstricteur accru de la noradrénaline, de 1’angiotensine II et de I’endothéline.

Un certain nombre d’études réalisées chez I’Homme et 1’animal ont démontré que la dysfonction
endothéliale, caractérisée par une diminution des relaxations endothélium-dépendantes et par la
réduction de la biodisponibilité du NO, apparaissait précocement dans ’'HTA (Mombouli et
Vanhoutte, 1999). De plus, dans un mode¢le de rats spontanément hypertendus, les SHR
(Spontaneously Hypertensive Rats), la relaxation induite par ’EDHF est inhibée (Fujii et al.,
1992; oto et al., 2000).

L’obésité et I’inflammation semblent également jouer un réle important dans le développement
de ’HTA liée au dysfonctionnement endothélial. Des études réalisées chez des souris obéses et
présentant une inflammation périvasculaire ont démontré la présence d’un dysfonctionnement des
cellules endothéliales se traduisant par une augmentation de la production de ROS et une
diminution de la disponibilit¢ de NO [67]. L hypoadiponectinémie est fréquemment observée
chez les sujets souffrant de SMet et constitue le lien entre obésité, résistance a 1’insuline, HTA et
DT2. De plus, un faible taux d’adiponectine plasmatique est fortement corrélé a I’'HTA et il
semblerait que son action sur la fonction endothéliale soit mise en cause [68]. En 2007, Fésiis et
coll démontrent que 1’adiponectine induit de maniére directe une vasorelaxation d’anneaux
d’aorte issus de rats. De plus, des souris génétiquement invalidées pour le géne de 1’adiponectine
présentent une vasodilatation altérée et une production de NO moindre comparée aux souris
controle [69,70]. Dans les cellules endothéliales, elle stimule la vasodilation de maniére indirecte
en activant la cascade de signalisation de I’AMPK (AMP-activated-protein-kinase) stimulant la
synthese et la biodisponibilité de NO. Dans le cadre d’un SMet, chez les sujets étant obeses et

souffrant d’hypoadiponectinémie, la synthése de NO est altérée [71].

I11.3.6.Les anomalies de la fibrinolyse

Le SMet est associé a des altérations du systéme fibrinolytique impliqué dans la régulation anti-
thrombotique. Ce processus physiologique permet la destruction du thrombus ou d’un caillot

sanguin dans une veine ou une artére lorsque 1’hémostase est rétablie. Le développement de
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maladies cardiovasculaires est associ¢ a I’augmentation de la concentration circulante d’un
inhibiteur de la fibrinolyse : le plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) [72]. Trois sources de
PAI-1 sont actuellement décrites chez I’Homme : hépatocytes, cellules endothélliales et
adipocytes. Cependant, le SMet est caractérisé par une inflammation de bas grade et il semblerait
que dans ces conditions, le PAI-1 provienne essentiellement des adipocytes [73]. Chez le patient
obese, la stimulation de ’expression et de la sécrétion du PAI-1 est provoquée entre autres par
une hyperinsulinémie, les AGL et par les VLDL associ¢s au TG [74]. Bien que les mécanismes
d’activation de la coagulation soient bien décrits pour d’autres maladies, 1’étiologie précise dans
le SMet reste a découvrir et résulte peut €tre de la participation simultanée de facteurs

métaboliques et hormonaux.

I11.3.7.Inflammation métabolique chronique

L’inflammation métabolique se définit comme un état inflammatoire chronique, de bas grade, qui
s’installe lors du développement des désordres métaboliques associés a 1’obésité. Dans ce cas, des
taux anormalement élevés de marqueurs plasmatiques inflammatoires sont observés. Une
¢lévation des concentrations plasmatiques de plusieurs marqueurs pro-inflammatoires, telles que
la CRP (C-Reactive Protein), et certaines cytokines telles que I’'IL-6, le TNF-a, I’IL-18 et I'IL-8
est retrouvée en cas de SMet (Shoelson et al., 2007) et d’obésité [75]. La CRP, protéine

majoritairement produite au niveau hépatique, est I’un des marqueurs plasmatiques utilisés pour
caractériser I’inflammation de bas grade. En situation d’obésité, I’'IL-6 est sécrétée en quantité
importante par le TA et est impliquée dans la production de CRP. En effet, la concentration de
CRP dans le TA serait 10 fois supérieure chez les sujets obéses comparativement aux sujets
normo-pondérés [76]. L’IL-1P, I’IL-8 et le TNF-a sont également sécrétés de manicre abondante
par le TA en cas d’obésité et participent au maintien de I’inflammation métabolique [77]. Enfin,
d’autres molécules sont impliquées de manicre indirecte. C’est par exemple le cas de la monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) produite par les adipocytes et les macrophages. Elle permet
de caractériser le niveau d’inflammation du TA, et plus particuliecrement de I’état d’infiltration
macrophagique du tissu [78]. Au-dela de leurs effets dans le processus inflammatoire, ces
cytokines engendrent divers dysfonctionnements métaboliques. Certaines études suggerent que

I’IL6 et le TNF, via le recrutement de macrophages, joue un rdle dans I’insulinorésistance du TA.
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Cette résistance progresserait par la suite au niveau d’autres organes et provoquerait une perte de
sensibilité a I’insuline et une inflammation chronique au niveau systémique [79]. Ainsi, I’obésité
et ’'inflammation qu’elle induit concourent au déclenchement de I’insulinorésistance et au
développement du risque cardiovasculaire : I’état inflammatoire associé¢ a une augmentation de
I’expression de PAI-1 prédispose a I’infarctus du myocarde, I’accident vasculaire cérébral ou la

mort subite d’origine coronarienne [80].

I11.3.8.Déreglements du microbiote intestinal

De plus en plus d’études probantes démontrent qu’il existe une différence de composition entre le
microbiote intestinal de sujets obéses, porteurs de SMet, et celui d’un individu mince. Le
microbiote intestinal est un ensemble important de bactéries (100000.10° réparties en plus de
3000 especes) se trouvant le long du tractus digestif et dont la composition varie selon divers
facteurs (localisation, sujets, age, périodes de la vie d’un méme individu...). L’ensemble
constitue un écosystéme qui fonctionne comme un organe a part entiére en étroite symbiose avec
I’organisme de chacun [81]. Le microbiote exerce des fonctions majeures au niveau du systeme
immunitaire (effet barriére, maturation du systéme immunitaire et de la barriére intestinale...)
[82,83,84,85], du métabolisme, avec une fonction comparable a celle du foie (hydrolyse des
polyosides végétaux, production d’acides gras (AG) a chaines courtes, de vitamines, d’enzymes
détoxifiant les xénobiotiques...) [86] et dans la régulation de 1’appétit et le stockage des lipides
[87]. De plus, d’autres études ont rapporté son interaction avec le SNC [88], sa capacité a induire
I’angiogenese [89], et son implication dans la régulation de la pression sanguine via la production
d’AG a chaine courte, notamment le propionate, exercant son action au niveau d’un récepteur
rénal chimiosensible (Olfr 78) responsable d’une modulation de la production de rénine [90]. Un
déreglement du microbiote intestinal, par son role majeur dans I’homéostasie lipidique, concoure
au développement de nombreux troubles comme ’obésité et peut participer au développement
d’un SMet. La régulation de la lipogeneése se fait de différente maniére (figure 9) :
e Le microbiote va entrainer une expression accrue de geénes codant pour ChREBP
(carbohydrate response element-binding protein) et SREBP-1 (sterol response element-
binding protein-1) qui a leur tour activent des enzymes lipogéniques telles que ’ACC

(acétyl-CoA carboxylase) et FAS (fatty acid synthase).
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e La fermentation d’hydrates de carbone réalisée par le microbiote génére des AG a courte
chaine (SCFA), en particulier le propionate, qui peuvent également jouer le role de

substrats dans la lipogenese hépatique.
e L’inhibition des FIAFs (fasting induced adipose factor) qui est un inhibiteur circulant de

la lipoprotéine lipase (LPL) responsable de I’incorporation des TG dans les adipocytes.
e Un microbiote normal permet de libérer une quantité d’énergie plus importante, ce qui

desactive I’AMPK, et conduit a une diminution de 1’oxydation des AG.

VLDL circulants

Lipogenese
hépatique de
novo

SCFAs

Microbiote intestinal

Stockage au niveau du
tissu adipeux

Figure 9 : Mécanisme de régulation de stockage des acides gras par le microbiote instestinal
(FIAF : fasting induced adipose factor, LPL : lipoprotéine lipase, SCFA : acides gras a courte chaine, VLDL: very
long density lipoprotein).

Une des premicres ¢tudes s’intéressant au role du microbiote intestinal fut réalisée en 2004 par
Backed et son équipe. En effet, ils ont comparé des souris sans bactérie (germ-free) a des souris
rendue génétiquement obéses. Lorsque les souris germ-free regoivent une transplantation de
bactéries issues du ceacum (1 partie du colon) des souris rendues génétiquement obéses, les
souris germ-free prennent du poids (+ 60 %), développent une résistance a I’insuline malgré une
diminution de leur consommation de nourriture de 29% et une augmentation de 1’activité
physique de 27% comparées au souris germ-free dont le microbiote n’a pas ét¢ modifié [91]. Ces

¢tudes ont validé le role majeur du microbiote dans la régulation de I’homéostasie énergétique et
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la transmissibilité du phénotype métabolique d’un individu a un autre. Les mécanismes impliqués
sont nombreux.

La LPL joue un réle central dans I’hydrolyse des TG et la libération des AG qui sont transportés
dans les adipocytes. Une fois introduits dans les adipocytes, ces AG sont réestérifiés en TG et
stockés sous forme de graisse. Sécrétée par le TA, l'intestin et le foie, I’angiopoiétine-like 4,
faisant partie des FIAF et induite par le jeun, antagonise ’activité de la LPL, empéchant ainsi le
stockage des TG sous forme de graisse. Biackhead et ses collégues ont mis en évidence une
augmentation de 122 % de I’activité de la LPL dans le tissu adipeux (TA) et une diminution
simultanée de I’expression de I’angiopoiétine-like 4 induisant une augmentation de la graisse
corporelle chez des souris germ-free ayant recu le microbiote de souris rendues génétiquement
obeses. Par la suite, Bickhead et coll ont évalué¢ I’effet de 1’angiopoiétine-like 4 sur le
catabolisme en comparant la sensibilité¢ des souris germ-free invalidées pour 1’angiopoiétine-like
4 a des souris germ-free sauvages. Comparées aux souris sauvage germ-free, les souris KO ne
sont pas résistantes a 1’obésité induite par un régime alimentaire enrichi (représentant un régime
« occidental »). Ces expériences ont donc permis de développer un modéle dans lequel le
microbiote intestinal supprime 1’expression de 1’angiopoiétine-like 4 en réponse a la sensibilité de
I’héte a un régime enrichi, et ce, en augmentant 1’activité de la LPL et le dépot graisseux au
niveau adipocytaire [92,93]. Des études menées chez des souris germ-free ayant recu le
microbiote de souris rendue génétiquement obéses ont permis de mettre en évidence une
augmentation accrue de la lipogenese. Le glucose active le ChREBP, ’ACC, la FAS et le
SREBP-1, pour activer la lipogenése et participer a la mise en place de 1’insulinorésistance [92].
La restauration d’un microbiote efficace peut se faire via différentes facons. Des modifications
alimentaires peuvent favoriser I’apparition de bactéries bénéfiques, tout comme la consommation
de prébiotiques (polysaccharides favorisant la croissant de la flore intestinale) et de probiotiques
(micro-organismes permettant de repeupler la flore intestinale). Chez la souris, I’addition de
prébiotiques permettant la croissance de bactéries de type bifidobacterium permet de réduire la
résistance a I’insuline et 1’obésité en diminuant 1’état pro-inflammatoire produit par le microbiote
en réponse a un régime enrichi [94]. De la méme maniere, Ma et coll ont évalué¢ I’effet des
probiotiques sur 1’obésité, la stéatose et la résistance a I’insuline. Dans cette étude, des souris
sauvages ont recu un régime enrichi, supplémenté ou non par un mélange de probiotiques

(Bifidobacterium et Lactobacillus). Les souris recevant le régime enrichi seul ont développé une
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stéatose et une résistance a I’insuline. En revanche, celles qui avaient re¢u une supplémentation
en probiotiques ont présent¢ une amélioration de ces symptomes [95]. Enfin, la derniere
technique permettant de restaurer un microbiote sain est la transplantation fécale. Cette méthode
est connue depuis plus de 50 ans mais a récemment montré son efficacité dans le cadre de
I’éradication d’une infection a Clostridium difficile responsable d’une diarrhée d’intensité grave
ainsi que d’une maladie inflammatoire du colon (colite pseudo-membraneuse) [96].
Actuellement, des études portant sur cette méthode visent a évaluer ses effets bénéfiques sur la
résistance a I’insuline chez des patients atteints de SMet. Ils ont re¢u une infusion intestinale
provenant de donneurs sains ou malades. Aprés 6 semaines, les sujets ayant recu 1’échantillon
provenant de donneurs sains présentaient une augmentation de la sensibilit¢ a 1’insuline
(clairance du glucose : 26.2 au début du traitement, a 45.3 mmol/kg/min a la fin du traitement; p
<0.05) comparée a celle observée chez les sujets recevant les féces de donneurs malades. Cette
technique doit donc étre développée comme un nouveau moyen thérapeutique capable

d’améliorer certains troubles du SMet [97].
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IV. Le syndrome métabolique et le systeme nerveux
sympathique

IV.1. Généralités sur le systeme nerveux autonome

Le SNS et le SNP sont les 2 composantes du systéme nerveux autonome (SNA). Le SNA permet
la régulation de I’homéostasie interne de 1’organisme, en assurant les fonctions végétatives
comme les fonctions cardiovasculaires, respiratoires ou digestives. Dans des conditions
physiologiques, le SNS et le SNP fonctionnent en équilibre. L’activation du SNS prépare
I’organisme a I’activité tandis que le SNP améne un ralentissement général des fonctions de
I’organisme. Ainsi, devant un stress important, le SNS, via I’activité d’un neurotransmetteur et
d’une hormone, la noradrénaline et I’adrénaline respectivement, orchestre la réponse de fuite ou
de combat. A I’inverse, ’activation du SNP ralentit le rythme cardiaque et 1’activité respiratoire,

diminue la PA, et favorise les fonctions digestives et sexuelles via 1’action de 1’acétylcholine.

Le SNS prend naissance dans des centres bulbaires d’ou partent des fibres pré-ganglionnaires en
provenance du tronc cérébral (TC) et de la moelle épiniere. Elles aboutissent aux ganglions para-
et pré-vertébraux de chaque c6té de la moelle épinicre, mais également au niveau de la glande
médullo-surrénale qui synthétise et sécréte essentiellement, dans les conditions physiologiques,
de D’adrénaline. C’est a partir des ganglions que partent les fibres post-ganglionnaires
sympathiques pour libérer de la noradrénaline afin de stimuler deux grands types de récepteurs au
niveau des organes innervés, les récepteurs a et f-adrénergiques. L’activation du SNS provoque
¢galement la mise en jeu de la médullosurrénale responsable de la sécrétion de I’adrénaline dans
la circulation sanguine. L’action conjointe de 1’adrénaline et de la noradrénaline induit de
nombreuses réactions: augmentation de la fréquence cardiaque et de la fréquence respiratoire,
dilatation des vaisseaux musculaires, constriction des vaisseaux de la peau, transpiration,
analgésie, dilatation pupillaire, augmentation du tonus musculaire, diminution du temps de
coagulation, mobilisation d’énergie (augmentation de captage du sucre par les muscles et du
métabolisme hépatique du glucose), diminution des autres voies consommatrices d’énergie

(diminution de la digestion, diminution de la croissance, baisse de I’'immunité...). La modulation
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de I’activité des centres sympathiques bulbaires s’effectue grace a plusieurs types de récepteurs :
des récepteurs ar-adrénergiques, des récepteurs I, aux imidazolines (RI;, au niveau du noyau
réticulaire latéral en particulier) et des récepteurs de la sérotonine. La stimulation des récepteurs

ar-adrénergiques ou Rl a la capacité d’inhiber 1’activité du SNS.

Le maintien de I’homéostasie énergétique permet de conserver un équilibre dynamique entre les
dépenses (activité physique et métabolisme basal) et les apports d’énergie (alimentation). Ainsi,
cet équilibre permet de conserver un poids corporel stable. En cas de déréglement homéostasique,
un systeme de régulation se met en place afin de rétablir I’équilibre. Les mécanismes biologiques
de I’homéostasie énergétique font intervenir plusieurs acteurs : les organes périphériques (foie,
pancréas, muscle, TA...) et le systtme nerveux central (SNC). La régulation nerveuse de
I’homéostasie énergétique implique que le SNC soit informé de maniere instantanée du statut
énergétique de I’organisme par des signaux provenant de la périphérie. Les structures du SNC
impliquées dans la régulation de I’homéostasie énergétique sont le TC et ’hypothalamus [98]. En
effet, ils permettent I’intégration des informations provenant des organes périphériques et
arrivant principalement au niveau du bulbe rachidien. Le TC est constitué de noyaux-relais
primordiaux entre 1’hypothalamus et le SNA, comme le noyau dorsal moteur du nerf vague
(DMV) et le noyau du faisceau solitaire (NFS). II contient la majorité des neurones pré-
ganglionnaires vagaux cibles des projections issues de I’hypothalamus [99]. Son organisation lui
permet d’étre ainsi relié aux organes du métabolisme par le nerf vague. Tout déréglement de cette
cascade peut conduire a 1’apparition de troubles métaboliques observés dans le SMet. Il existe
une communication permanente entre la périphérie et le SNC grace a des signaux de nature
hormonale (insuline, leptine, ghréline,...), métabolique (glucose, AG, protéines...) et nerveuse
(SNA). En cas d’anomalies, le SNC peut rapidement déclencher des réponses comportementales
(ajustement de la prise alimentaire), neuro-endocrines (systéme hypothalamo-hypophysaire) et
végétatives (au niveau périphérique sous I’action du SNA). Le SNA est I'un des acteurs essentiels
a la régulation de I’homéostasie énergétique. En effet, ’augmentation du tonus parasympathique
a lieu en situation d’exces énergétique et son action est anabolique : il induit le stockage du
glucose et des AGL (glycogenése et lipogenese). A I’inverse, celle du SNS induit la mobilisation
de ces composés a partir des tissus périphériques impliqués dans la dépense ou le stockage de
I’énergie (TA, foie, muscle). Des variations dans les apports énergétiques provoquent des

changements d’activité du SNA. En effet, ’absence d’apports lipidiques provoque une activation
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du SNS alors qu'un épisode hypoglycémique engendre celle du SNP. Les effets du SNA sont soit
directs, sur les tissus cibles qu’il innerve, soit indirects par la libération d’hormones que son
activation provoque [100]. La région cérébrale la plus impliquée dans la régulation de la balance
énergétique est I’hypothalamus, et plus particulierement le noyau arqué (ARC). Ce dernier joue
un role fondamental dans I’intégration des signaux de satiété et de faim. L’ARC contient 2
populations de neurones impliquées dans la régulation du comportement alimentaire : les
neurones a pro-opiomélanocortine (POMC) et les neurones a neuropeptide Y (NPY) et Agouti
related related protein (AgRP), régulant de maniére opposée le métabolisme énergétique.
L’activation des neurones POMC induit la production d’a-melanocyte stimulating hormone (o-
MSH) et de cocain and amphetamine related transcript (CART) qui vont activer les récepteurs a
la mélanocortine (MC) au niveau du noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus afin d’induire un
effet anorexigéne. En revanche, I’activation des neurones exprimant le neuropeptide Y
(NPY/AgRP) induit un état orexigeéne par 1’action antagoniste de I’AgRP sur les récepteurs MC,
inhibant I’action des neurones POMC [101]. Ces deux populations neuronales agissent de
mani¢re antagoniste et projettent vers des neurones situés dans d’autres régions de
I’hypothalamus (le noyau paraventriculaire (PVN), le noyau ventromédian (VMN) ou
I’hypotahalamus latéral (LH) afin de permettre la transmission des informations au SNA [102].
Les fibres du LH sont reliées au noyau dorsal moteur du nerf vague, au noyau du faisceau
solitaire et aux noyaux ambigus qui contiennent les fibres pré-ganglionnaires du SNP. Le VMN
est connecté aux fibres pré-ganglionnaires sympathiques situées dans la colonne inter-médio-
latérale (IML) de la moelle épiniére. Les noyaux dorso-médian (DMN) et PVN modulent
¢galement ’activité¢ du SNA. Le DMN recoit des projections du LH et du VMN et se projette sur
le DMV, alors que le PVN émet des projections a la fois au niveau parasympathique et
sympathique dans la zone thoraco-lombaire [103,104].

L’intégration de signaux antagonistes permet 1’élaboration d’une réponse complexe afin de
rétablir la balance énergétique. Les neurones POMC/CART réduisent 1’apport alimentaire et
augmentent la dépense énergétique en activant les récepteurs MC, tandis que les neurones
NPY/AgRP ont une action opposée en exercant une inhibition des neurones POMC/CART et au
niveau du PVN.

L’ensemble des mécanismes détaillés ci-dessus sont récapitulés dans la figure 10.
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Figure 10 : Régulation de I’homéostasie énergétique par I’hypothalamus
Les signaux de régulation a court terme (signaux de satiété) provenant du tractus gastro-intestinal et les signaux de
régulation a long terme tels que la leptine et I’insuline sont sécrétés proportionnellement au degré d’adiposité, puis
intégrés au niveau de 1’hypothalamus. Une boucle de régulation s’établit entre le systéme nerveux central et la
périphérie via le systéme nerveux autonome. (CCK : cholécystokinine, GLP-1 : glucagon like peptide 1, NPY :
neurone a neuropeptides Y, POMC : neurones a pro-opiomélanocortine, PYY : peptide YY).

IV.2. Effet direct du systéme nerveux sympathique sur la régulation
de I'activité métabolique

IV.2.1. Au niveau du tissu adipeux

Dans les années 1990, Bartness et son équipe démontrent pour la premicre fois I’existence d’une
innervation directe du TA [105]. Ces travaux mettent en évidence la présence de terminaisons en
faible nombre mais ayant la capacité de libérer de la noradrénaline en de nombreux sites. Par la
suite, d’autres travaux réalisés chez le rat ont permis, grace a des traceurs neuronaux rétrogrades,
I’identification de fibres reliant certaines zones du cerveau a de nombreux dépdts adipeux. Des
résultats ultérieurs sont venus étayer et confirmer I’hypothése d’une communication entre le TA
et le SNS [106]. Afin d’agir de mani¢re coordonnée, Stanley et coll ont démontré que les fibres

sympathiques innervant le TA projetaient également au niveau du foie, un autre organe clé du
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métabolisme [107]. Le TA blanc est presque exclusivement innervé par des fibres sympathiques,
bien que des fibres parasympathiques aient ¢galement été identifiées. Les terminaisons nerveuses
sympathiques sont essentiellement localisées au niveau vasculaire, méme si certains adipocytes
recoivent directement des afférences noradrénergiques. Les récepteurs [i-, P.- et Ps-
adrénergiques sont couplés a une protéine Gs. Ils induisent ’augmentation de la production de
I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique), provoquant 1’activation de la PKA (protéine
kinase A) et de la lipase hormonosensible (LHS) pour provoquer la lipolyse [108]. Ce processus

induit la lyse des TG en glycérol et en AGL (figure 11).
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Figure 11 : Lipolyse et récepteurs B-adrénergiques
(AMPc : adénosine monophosphate cyclique, ATP : adénosine triphosphate, B : récepteur B-adrénergique, Gs :
protéine G stimulatrice, LHS : lipase hormono-sensible).

Les récepteurs ar-adrénergiques sont, quant a eux, couplés a une protéine Gi et vont diminuer la
quantit¢ d’AMPc intracellulaire afin d’exercer une action anti-lipolytique [109]. Les récepteurs
a;-adrénergiques sont couplés a une protéine Gq. Leur activation est observée dans le TA sous
cutané hypertrophié des sujets obéses. Leur activation stimule la phospholipase C pour hydroliser
le phosphatidylinositol biphosphate membranaire (PIP2) en DAG et inositol-1-4-5-triphosphate
(IP3). Le calcium intracellulaire est libéré, ce qui active la PKC, stimule la LHS et induit la

lipolyse [110] (figure 12).

42



Nerf
sympathique
°° Noradrénaline

N\t "’D“G TR
el \ N i
IP3 Ny

/ -
/ / A Ca?* =
/ / intracellulaire £a A\

ﬁ‘s‘" / caz+

S tresz —» s

e‘/ ; 2

(& 3 Lipolyse " |

Figure 12 : Lipolyse iduite par les récepteurs al-adrénergiques
(a-1 : récepteur al-adrénergique, DAG : diacylglycérol, IP3 : inositol triphosphate, PKC : protéine kinase C, PLC :
phospholipase C, LHS : lipase hormono-sensible).

L’action lipolytique des catécholamines est possible lorsque les niveaux d’insuline sont bas
puisque cette derniére possede un effet anti-lipolytique prédominant. L’activité lipolytique
dépend essentiellement de la proportion de récepteurs adrénergiques présents a la surface de
I’adipocyte : les récepteurs B (B: et/ou B;) activent la lipolyse tandis que les récepteurs o
I’inhibent dans la majorité des cas, sauf chez le sujet obése [110,111]. En fonction de la quantité
de chacun des récepteurs présents a la surface de la cellule, I’activation du SNS induira ou non
une activité lipolytique. L’hyperactivité sympathique pourrait jouer un role adaptatif en réaction a
la surcharge pondérale. Une hyperactivité sympathique chronique conduit a une désensibilisation
des récepteurs B-adrénergiques. Ainsi dans 1’obésité, ’effet potentiellement régulateur de
I’activation du SNS par une dérégulation de la balance énergétique n’aurait pas lieu. D’ailleurs,
les traitements prolongés par les B-bloquants non sélectifs tels que le propranolol induisent un

effet hyperlipémiant se traduisant par une augmentation du taux de TG plasmatiques [112].
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IV.2.2. Au niveau hépatique

Le foie est un organe richement innervé par le nerf vague (parasympathique) et par le nerf
splanchnique (sympathique ou parasympathique). Les fibres nerveuses sympathiques pénétrent
au niveau du hile et trouvent leur origine dans le TC. Le noyau ventromédian et le noyau
paraventriculaire (PVN) recoivent des projections hypothalamiques permettant la régulation de
I’homéostasie énergétique. Les nerfs sympathiques et parasympathiques se rejoignent pour
former le plexus antérieur au niveau de I’artére hépatique et le plexus postérieur au niveau de la
veine porte. Les premieres expériences ayant permis d’établir les conséquences de 1’innervation
sympathique au niveau hépatique ont été réalisées par 1’équipe de Jungermann en Allemagne.
Dans une préparation ex vivo de foies perfusés isolés, ils ont démontré le role du SNS dans le
controle de I’activit¢ des enzymes hépatiques [113]. Quelques années plus tard, une équipe
japonaise apporte de nouveaux résultats et observe que I’activation sympathique de la
glycogénolyse est un phénomene indépendant de I’AMPc et qu’elle n’implique pas I’activation
des récepteurs P-adrénergiques. En effets, la stimulation du SNS permet de libérer de la
noradrénaline venant se fixer au niveau de récepteurs al-adrénergiques situés a la surface des
hépatocytes. La voie de signalisation concernée implique ensuite la production d’inositol
triphosphate (IP3) et 1’augmentation cytosolique de calcium. Ce dernier active la glycogene
phosphorylase kinase en se liant a la sous-unit¢ calmoduline de cette enzyme et induit la
phosphorylation activatrice de la glycogéne phosphorylase (GP) et de la glycogeéne synthase (GS)
[114]. Il en résulte une diminution des réserves de glycogene par activation de la GP et une
diminution de sa production par activation de la GS (figure 13). La noradrénaline relarguée, en
plus de son action au niveau hépatocytaire, semble €galement agir au niveau de cellules non
parenchymateuses sécrétant des prostaglandines de différents types (F2, D2 et E2). Ces dernicres
se fixent au niveau de leurs récepteurs mis en évidence a la surface des hépatocytes et activent

¢galement la glycogénolyse [115].

44



Nerf
sympathique

Figure 13 : Cascade de signalisation de la régulation de la glycogene phosphorylase

activée par la noradrénaline dans le foie
(al : récepteur al-adrénergique, GS-GP kinase : glycogen synthase-glycogen phosphorylase kinase, IP; : inositol-
1,4,5-trisphosphate, PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, PLC- : phospholipase C-p).

IV.2.3. Le pancréas

Le pancréas est un organe situé entre la rate et le foie. Cette glande est dite exocrine et endocrine.
Elle est exocrine parce qu’elle est impliquée dans la sécrétion du suc pancréatique qui est déversé
dans le tube digestif et permet la digestion des lipides et des glucides et la neutralisation de
I’acidité provenant des sécrétions gastriques. Le pancréas est également dit endocrine parce qu’il
sécréte des hormones dans le sang, dont I’insuline qui est produite par les ilots de Langherans.
Elle participe a la régulation de 1’homéostasie glucidique et au stockage de 1’énergie. Les
mécanismes responsables de la sécrétion d’insuline sont présentés dans la figure 14. Les ilots de
Langerhans ont été décrits pour la premiére fois a la fin du XIX®™ siécle par Langherans
(Langerhans, 1869 Langerhans P. Beitrage zur Mikroscopischen Anatomie der Bauchspeichel
Druse. Berlin: Gustav Lange, 1869). Au cours de ses expériences, il a pu observer chez le lapin et

chez le chat la présence de fibres nerveuses non my¢linisées au niveau des ilots pancréatiques.
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Figure 14 : Régulation locale de la sécrétion d’insuline

(ATP : adénosine triphosphate, canal K+/ATP : canal potassique dépendant de I’ATP).

Porte fut le premier a démontrer chez I’ Homme que la stimulation a-adrénergique inhibait la
sécrétion au niveau local [116], tandis que des agonistes f-adrénergiques stimulaient la sécrétion
d’insuline [117]. Ces résultats suggéraient que la sécrétion d’insuline était sous I’influence directe
d’un contréle sympathique. Quelques années plus tard, Campfield et ses collaborateurs ont
démontré que la sécrétion d’insuline est stimulée par ’acétylcholine, indiquant I’implication du
SNP, la libération d’insuline dépendante de la stimulation cholinergique étant diminuée en
présence d’adrénaline [118]. Ces résultats impliquent 1’existence d’un contréle neuronal
complexe mettant en jeu a la fois le controle parasympathique et sympathique sur les cellules f.
D’autres études ont permis de confirmer ces observations. Chez le chien, I’activation électrique
des nerfs sympathiques induit un relarguage de noradrénaline dans les veines pancréatiques [119].
Des observations antérieures faisaient état de D’effet de traitements exogénes avec de la
noradrénaline : elle inhibait de maniére directe la sécrétion d’insuline induite par le glucose
[116]. 11 fut donc conclu qu’au niveau pancréatique, 1’adrénaline était le médiateur de I’inhibition
induite par I’activation du SNS. De plus, le blocage non-spécifique des récepteurs a-
adrénergiques par la phentolamine [120] et le blocage spécifique des récepteurs a2-adrénergiques
par la clonidine [121] ont validé leur implication directe dans I’inhibition observée. Cependant, la
noradrénaline a également la capacité d’induire la sécrétion d’insuline. En effet, la stimulation
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des récepteurs Pr-adrénergiques au niveau des ilots de Langerhans provoque la sécrétion
d’insuline [122]. De méme, la stimulation simultanée des récepteurs o,-adrénergiques et [»-
adrénergiques situés sur les cellules a pancréatiques provoque la sécrétion de glucagon qui a son
tour induit la libération d’insuline [123,124]. Les mécanismes impliqués sont variés et font
intervenir les récepteurs a et B adrénergiques mais également des phénomeénes indépendants de

I’adrénaline.

IV.3.1.1. Mécanismes adrénergiques-dépendants

e Récepteur oy-adrénergiques

Comme décrit précédemment, la sécrétion d’insuline induite par le glucose est inhibée par la
noradrénaline ou par I’activation directe des récepteurs a,-adrénergiques par la clonidine. Cette
inhibition est provoquée par une hyperpolarisation des cellules [ pancréatiques.
L hyperpolarisation est provoquée par 1I’ouverture des canaux potassique ATP dépendants. Ceux-
ci permettent ainsi la sortie des ions K+, réduisent I'influx de calcium et diminuent la

concentration intracellulaire en Ca?" ['%)

. L’activation des récepteurs a,-adrénergiques exerce
¢galement son effet inhibiteur sur la sécrétion d’insuline en réduisant la formation d’AMPc [126]
et en inhibant I’exocytose [127].

e Récepteur B,-adrénergiques

L’activation des récepteurs .-adrénergiques augmente la formation d’AMPc dans les cellules 3

pancréatiques et la sécrétion d’insuline [128].

1V.3.1.2. Mécanismes indépendants de I'adrénaline

Les effets non-adrénergiques inhibiteurs de la sécrétion d’insuline sont induits par la galanine et
par le neuropeptide Y (NPY). Ces neuropeptides sont tous deux localisés dans les terminaisons
des nerfs sympathiques des ilots pancréatiques et constituent les principaux co-médiateurs de la
noradrénaline. Ils inhibent la sécrétion d’insuline en activant les canaux potassiques inhibés par

I’ ATP [129,130].
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IV.3. SNS et syndrome métabolique

Les mécanismes décrits précédemment nécessitent que le cerveau soit informé de manicre
permanente des déréglements de I’homéostasie énergétique se produisant a la périphérie. Des
mécanismes permettent la transmission des informations vers le SNC : les afférences nerveuses
provenant des organes impliqués dans le métabolisme qui véhiculent des signaux de diverses
origines (mécaniques, osmotiques, chimiques et hormonales), et des signaux métaboliques et
hormonaux (glucose, AG, leptine, ghréline...) qui agissent directement au niveau de

I’hypothalamus.

IV.3.1. SNS et obésité

Selon ’OMS, le surpoids et 1’obésité se définissent comme une accumulation anormale ou
excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la santé [131]. L’indice de masse
corporelle (IMC) est un moyen qui permet de mesurer 1’obésité chez les hommes et chez les
femmes adultes : il correspond au poids de la personne (en kilogrammes) divisé par le carré de sa
taille (en metres). Lorsque 'IMC est égal ou supérieur a 30, le sujet est considéré comme obese.

Une personne dont I’'IMC est compris entre 25 et 29 est considérée en surpoids.

Parce que le SNS joue un rdle clé¢ dans la régulation de la balance énergétique, du systeme
cardiovasculaire et de la sécrétion d’insuline, plusieurs équipes ont émis I’hypothése qu’un
dysfonctionnement du SNS pourrait étre associé a 1’obésité. Les modeles expérimentaux de
I’obésité ont émergé au cours des années 80 et ont permis d’émettre des hypothéses a propos du
role du SNS dans le développement de 1’obésité. Contrairement aux observations faites
aujourd’hui, les premieres hypothéses €émises suggéraient qu’une diminution de I’activité du SNS
induisait un gain de poids par inhibition de la thermogenése (Bray GA. 1986). Des études plus
récentes, réalisées chez des patients obéses, ont montré que 1’activité du SNS est augmentée
comparativement a des patients de poids normal [131] et que cette hyperstimulation est
importante dans le développement de I’HTA liée a I’obésité. Dans le cadre d’une HTA liée a
I’obésité, des traitements antihypertenseurs tels que la clonidine, bloquant 1’activité adrénergique,
permettent de réduire le poids des patients [132]. Le lien entre hyperactivité du SNS et HTA est
maintenant bien décrit : de nombreuses ¢tudes ont montré une augmentation des catécholamines

circulantes chez des patients obéses et hypertendus, ces dernieéres tendant a se normaliser lors
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d’une perte de poids [133,134]. Cependant, il est intéressant de noter que cette association
obésité/hyperactivité du SNS existe en ’absence d’une HTA. Par ailleurs, 1’activité sympathique
de patients présentant une obésité abdominale serait plus importante que celle de patients
présentant une obésité périphérique, soulignant une fois encore I’importance de la disposition

anatomique du TA [135].

L’origine de cette activation sympathique exagérée semble étre plurifactorielle. Par exemple,
chez des jeunes hommes en bonne santé, I’exposition au stress de longue durée augmente
I’activité du SNS et induit une augmentation de la quantité de graisse abdominale malgré un suivi
alimentaire et sportif. Les sujets développent également des troubles associés au SMet :
augmentation de I’hémoglobine glyquée (Hbalc), de I’insuline, des TG et du LDL-C [136]. 1l
semblerait aussi que les mécanismes de régulation du SNS soient altérés chez les obéses. En
effet, lorsque ’on compare des sujets obeses non hypertendus a des sujets non obéses non
hypertendus, ils présentent la méme fréquence cardiaque et le méme taux de noradrénaline
plasmatique, mais chez les obeses, au niveau musculaire, 1’activité sympathique est augmentée.
De plus, aprés certaines manipulations pharmacologiques, la réponse du SNS est
disproportionnée chez les sujets obéses [137]. Notons qu’une prise de poids modeste chez des
sujets sains augmente D’activit¢é du SNS sans modifier d’autres parametres tels que les taux
d’insuline [138]. L’hyperactivation du SNS chez les obeses pourrait également étre en relation
avec I’augmentation des concentrations plasmatiques de la leptine. Une concentration élevée de
leptine augmente de 1.6 fois le risque de développer un SMet [139]. De plus, une administration
de leptine au niveau intracérébroventriculaire et de I’ARC de I’hypothalamus augmente
considérablement I’activité du SNS [140]. Enfin, I’insuline serait également responsable d’une

suractivation du SNS, observée chez des patients obéses hyperinsulinémiques.

L’association de I’hyperactivité du SNS avec I’obésité est clairement établie chez I’Homme.

Cependant, il semble difficile d’établir une relation de cause a effet entre les deux entités.

IV.3.2. SNS et insulino-résistance

L’insuline est la premiére hormone dont I’implication dans le contréle nerveux du poids corporel

a été démontrée [141]. Les récepteurs de I’insuline sont exprimés dans le SNC, mais avec une
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plus grande densité dans l’aire hypothalamique. Dans ce dernier, ils sont présents en grand
nombre dans le NA et en quantit¢ moindre dans les DMN, VMN et dans le LH [142]. Par son
action centrale, I’insuline inhibe la prise alimentaire et augmente les dépenses énergétiques. Cette
inhibition est régulée par le réseau neuronal du NA de I’hypothalamus, impliquant la voie de la
mélanocortine et les neurones NPY/AgRP. En effet, des travaux réalisés chez les rongeurs et chez
les primates ont mis en évidence d’une part, une diminution de la prise alimentaire et de la masse
corporelle aprés des injection d’insuline au niveau de I’hypothalamus, et d’autre part, une
hyperphagie et une obésité apres injection d’anticorps dirigés contre les récepteurs a 1’insuline
[142]. Au niveau du PVN, elle diminue la synthése et la libération du NPY. En effet, chez le rat,
I’administration d’insuline dans I’hypothalamus diminue [’expression de I’ARNm (acide
ribonucléique messager) codant le NPY ainsi que sa libération. Chez I’Homme, la résistance a
I’insuline est en reégle générale associée a 1’obésité abdominale et a I’ensemble des autres troubles
du SMet, il parait donc difficile d’évaluer 1’activité sympathique de patients insulino-résistants de
maniere indépendante des autres troubles. La résistance a I’insuline se caractérise comme
I’incapacité pour cette hormone de produire ses nombreuses actions, en dépit d’une sécrétion
normale par les cellules pancréatiques § [143]. L’insuline induit diverses réactions biologiques en
se liant a un récepteur spécifique capable de s’autophosphoryler puis de phosphoryler des
substrats intracellulaires de fagon a induire une réponse cellulaire. Les deux principales voies de
signalisation activées par la liaison de I’insuline a son récepteur sont celles impliquant la PI3K et
la protéine mitogen activated protein kinase (MAPK) [144]. Les effets de I’insuline sont
multifactoriels et comprennent, entre autres, [’activation sympathique. L’association
physiologique entre I’insuline et I’activation du SNS est particulierement complexe. Masuo et
coll, dans une étude prospective menée pendant 10 ans, ont dans un premier temps démontré
qu’un niveau ¢levé de noradrénaline plasmatique était un facteur prédictif du développement
d’une insulino-résistance [145]. Cependant, les études réalisées chez ’Homme indiquent que la
réponse sympathique induite par I’insuline est hétérogene. En effet, en comparant des patients
présentant un SMet, associ€é ou non a une résistance a I’insuline, il a ét¢ montré que 1’activité
sympathique est plus importante chez les patients insulino-résistants, de manicre indépendante du
relargage de noradrénaline [138]. Une hyperactivation du SNS peut engendrer de maniere
indirecte une insulino-résistance. En effet, il en résulterait une lipolyse accrue et une

augmentation du relargage des AGL.
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IV.3.3. SNS et troubles lipidiques

1V.3.3.1. Role du SNS dans la régulation du métabolisme lipidique au niveau
hépatique

Des études in vivo ont démontré qu’une activation sympathique stimule la production des
complexes VLDL/TG pour permettre le transport des TG du foie vers les tissus extra-hépatiques.
Chez le rat, une dénervation hépatique induit une diminution de noradrénaline disponible au
niveau du foie et I’incorporation d’AG, administrés de maniere exogene, dans les complexe
VLDL/TG [146].

De manicre intéressante, certaines hormones produites au niveau périphérique régulent le
métabolisme lipidique en agissant au niveau du SNS. C’est par exemple le cas de I’incrétine
glucagon-like peptide 1 (GLP-1), exercant son effet au niveau de récepteurs exprimés dans
plusieurs tissus, notamment dans 1I’hypothalamus. Chez les patients atteints de SMet, on retrouve
une altération de la sécrétion de GLP-1 par les cellules intestinales qui est corrélée a une
augmentation de I’incidence du diabéte, des dyslipidémies et de 1’insulinorésistance [147]. Des
rats dont la concentration plasmatique de GLP-1 est élevée de maniére chronique présentent une
diminution de I’expression des génes lipogéniques et du contenu hépatique en lipides [148]. Une
injection de GLP-1 au niveau de I’hypothalamus induit les mémes effets, suggérant que GLP-1
régule le métabolisme lipidique via des mécanismes centraux [149]. La leptine, une hormone
produite par le TA blanc, diminue également I’expression des genes lipogeniques et le contenu
hépatique en lipides chez la souris [150]. Ces effets sont dépendants du SNS comme le prouve
I’augmentation de la quantité de noradrénaline au niveau hépatique. La leptine est présente en
grande quantité chez les obeses. Cependant, chez ces sujets, il semblerait qu'une résistance a la
leptine se mette en place progressivement. La résistance a leptine est provoquée par un défaut de
transport de ’hormone du TA blanc jusqu’a sa cible, augmentant sa concentration plasmatique et

empéchant 1’inhibition de I’expression de génes lipogeniques [151].

IV.3.1.1. Role du SNS dans la régulation du métabolisme lipidique au niveau
duTA
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L’insuline et la leptine sont également impliquées dans la régulation de I’activité du SNS. Ces
deux hormones sont des inhibiteurs des neurones NPY/AgRP. La leptine augmente 1’activité du
SNS au niveau du TA, induisant ainsi une activation de I’activité lipolytique [152]. Cependant,
I’insuline a une action inhibitrice sur le SNS, il en résulte une diminution de la quantité d’AMPc
intracellulaire. Elle diminue ainsi I’expression de geénes lipolytiques et augmente 1’expression de
genes lipogéniques, induisant une inhibition nette de la lipolyse [153,154]. Ainsi, dans le SMet,
une insulinémie élevée favorise la lipogenese. De plus, chez des souris, une étude récente
démontre qu’une insulinémie élevée favorise le stockage des AG au niveau du TA via une action
sur le SNS [155]. Chez les patients atteints de SMet, ces deux hormones ont des effets déléteres

puisqu’elles augmentent les lipides circulants et favorisent la rétention des AG au niveau du TA.

1V.4. SNS et hypertension artérielle

Les mécanismes qui rendent compte d’un lien entre 1’obésité et I’HTA sont multiples et font
intervenir des facteurs hémodynamiques (non détaillés ici), hormonaux et métaboliques. On sait
par exemple que I’hyperinsulinémie, 1’insulino-résistance et I’hyperactivation du SNS sont
fortement corrélés au développement d’une HTA [156]. Plusieurs mécanismes semblent étre a

’origine de ce phénomene :

Le premier mécanisme impliqué met en jeu les effets cardiaques des catécholamines sur les
récepteurs a,-, or-, Bi- et B,- adrénergiques au niveau du muscle cardiaque et au niveau du tissu
nodal, les récepteurs B;- adrénergiques étant exprimés de mani€re majoritaire chez 1’Homme
[157]. La stimulation de ces récepteurs a des effets inotropes positifs (augmentation de la
contraction cardiaque), chronotropes positifs (augmentation de la fréquence cardiaque),
dromotropes positifs (augmentation de la vitesse de conduction) et bathmotropes positifs
(augmentation de 1’excitabilit¢ cardiaque). Dans le cas d’une hyperactivit¢ du SNS, le
« spillover » de noradrénaline est augmenté¢ (mesure du taux de noradrénaline entrant dans la
circulation sanguine) et est responsable des effets cités précédemment. Grace a cette technique, il
a été démontré que le SNS augmente la fréquence cardiaque au repos et par conséquent, la PA
[158].

Le second mécanisme mis en jeu fait intervenir le SRAA. Une activité sympathique soutenue
favorise la réabsorption tubulaire de sodium et d’eau en agissant directement au niveau des
tubules, mais également en augmentant la libération de rénine au niveau des cellules
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juxtaglomérulaires et I’hyperréactivité vasculaire a 1’angiotensine II. Les récepteurs ol-
adrénergiques sont ensuite activés pour permettre la rétention sodée, ce qui induit une
hypervolémie plasmatique, une augmentation du débit cardiaque et de la PA [159]. Enfin, un
dysfonctionnement du baroréflexe est également impliqué dans le développement de ’HTA.

Cette partie est développée page 27.

Dans le cadre du SMet, les troubles métaboliques observés sont également impliqués dans
I’entretien de ’hyperactivité du SNS et influence ainsi les niveaux de la PA. Les AGL semblent
¢galement interagir avec le SNS. Ainsi, Gosmanov et coll démontrent qu’une administration
(orale ou i.v.) d’AGL chez des sujets obeses augmente la PA et ’activité du SNS de maniere
indépendante de la leptine, de DI’insuline et de la glycémie des patients [160]. Une autre
explication potentielle d’une hyperactivit¢é du SNS et de ’HTA serait la résistance a la leptine
¢tablie chez les sujets obéses. En effet, des patients obeses de sexe masculin recevant des
injections périphériques ou centrales de leptine présentent une augmentation de la PA et de
I’activité sympathique au niveau des nerfs rénaux [161]. L’insulino-résistance/hypersulinémie
peut aussi influencer la PA par ses effets stimulants du SNS. De plus, il semblerait que ’HTA
dans une situation d’insulino-résistance corresponde a une résistance sélective retrouvée au
niveau de certains organes (TA, foie, muscle squelettique) avec préservation de la sensibilité au
niveau du rein et du SNS [162]. C’est ainsi que chez le rat, I’administration d’insuline au niveau
du SNC induit une augmentation de 1’activit¢ du SNS [163], I’activation de la PI3K et d’une

MAPK responsables de la transmission de 1’activité sympathique au niveau des organes cibles.
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V. Prise en charge actuelle du syndrome métabolique

V.1. Mesures hygiéno-diététiques

La prise en charge du SMet vise a cibler les différents composants du SMet afin de limiter
les risques d’apparition de complications cardiovasculaires et/ou de DT2. Elle doit tout d’abord
se faire par une prise en charge nutritionnelle visant une perte de masse grasse abdominale. Elle
consistera en la modification des facteurs nutritionnels et 1’adoption de nouvelles régles
d’hygiene de vie (exercice physique régulier, arrét du tabagisme...) [164]. La prise en charge se
fera ensuite de manicre plus spécifique en intervenant sur différents composants du SMet a 1’aide

de médicaments.

V.1.1. Alimentation

De nombreuses €tudes encouragent les patients atteints de SMet a perdre du poids en alliant
modifications des habitudes alimentaires et du mode de vie [165]. Les démarches entreprises
doivent alors s’accompagner d’un support psychologique afin de limiter le stress, connu pour ses
effets néfastes sur le gain de poids [166], d’exercices physiques réguliers et d’une modification
du régime alimentaire. La plupart des recommandations actuelles préconise une perte de poids de
5 a 10% du poids total pour obtenir des améliorations cardiovasculaires et métaboliques [167].
Une étude réalisée sur prés de 230 volontaires révele qu’une perte de poids modérée (8+8.7kg)
permet de réduire la prévalence du SMet de 7.6% (34.8% avant régime, 27.2% apres régime)
[168]. De plus, des études réalisées a court terme ont démontré qu’une perte de poids de 5%
suffisait a améliorer le profil lipidique et la glycémie a jeun [169]. Les mécanismes responsables
de I’amélioration du statut cardio-métabolique des patients ayant perdu du poids sont
controversés mais impliquent probablement des modifications du niveau d’inflammation du TA.
En effet, une expansion anormale du TA entraine une augmentation de I’inflammation qui se
manifeste par une augmentation de 1’expression de géne codant pour des cytokines pro-
inflammatoires et des chemokines. Ces modifications entrainent ainsi une inflammation

systémique et une résistance a I’insuline [170].
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Afin d’obtenir une perte de poids modérée mais durable, il est nécessaire d’associer une
restriction calorique a une alimentation équilibrée. En France, selon 1’Agence Nationale de
Sécurité Sanitaire de I’Alimentation, de I’Environnement et du Travail, notre alimentation doit
étre constituée de 35 a 40% de lipides totaux, avec une réduction des AG saturés essentiellement
constitués de graisses animales ; 10 a 27% de protéines ; 50 a 55% de glucides en réduisant la
proportion des glucides simples. Un certain nombre d’équipes se sont intéressés a la composition
de la ration alimentaire. Pour avoir un effet positif sur le SMet, un régime pauvre en graisses et
en glucides est souvent recommandé, mais un apport plus élevé d’AG insaturés au détriment
d’une quantité importante de glucides semble étre bénéfique. C’est par exemple le cas du régime
dit « méditerranéen ». Cette alimentation est riche en huile d’olive, fruits, Iégumes, Iégumineuses,
avec une consommation modérée d’alcool, de produits laitiers et de viandes. Plusieurs études ont
mis en avant la capacité de ce régime a réduire le risque de contracter un SMet, les maladies
cardiovasculaires et la mortalité liée a ces dernieres [171,172]. En 2007, Esposito et coll montrent
que le régime méditerranéen diminue de 51% le risque de développer un SMet. D’autres
avantages sont attribués a ce régime, il diminue I’incidence du diabete, le risque cardiovasculaire
et améliore le métabolisme lipidique [173].

Pour conclure, une alimentation variée et riche en fruits et légumes, 1égumineuse, céréales
completes et pauvre en graisses animales, s’accompagnant d’une restriction sodée et d’une

hygiéne de vie correcte, peut suffire a réduire considérablement le risque de développer un SMet.

V.1.2. Activité physique

La plupart des études ont comparé des groupes avec activé physique (résistance, endurance, ou
les deux) a des groupes sans entrainement. L’intégralité¢ des études met en évidence les effets
positifs d’une activité sportive. En effet, chaque composant du SMet peut étre amélioré par la
pratique sportive : diminution de la graisse viscérale [174], augmentation du HDL-C et
diminution des TG [175], diminution de la PA [176] et augmentation de la sensibilité a I’insuline
[177]. Ces améliorations sont d’autant plus soutenues que 1’activité sportive est associée a une
réévaluation du régime alimentaire. Dans la population frangaise (¢tude MONICA), la prévalence
du SMet est significativement inférieure chez les personnes pratiquant une activité physique
réguliere comparée aux sédentaires (Gamila et Dallongeville, 2003). Dans la cohorte de

Lanksonen (étude randomisée), 612 hommes indemnes de toutes pathologies ont été suivis
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pendant quatre ans. Au terme de I’étude, 107 sujets avaient développé un SMet. L’évaluation du
niveau d’activit¢ montre que les sujets ayant une durée totale d’activité physique dans le tiers
supérieur ont moins de risque de développer un SMet que ceux dans le tiers inférieur, quelque
soit ’intensité de 1’activité physique réalisée. Les sujets faisant au moins trois heures par semaine
d’activité physique modérée (ce qui correspond aux recommandations internationales d’activité
physique) ont un risque diminué de 48 % par rapport aux sédentaires (< 60 minutes d’activité
physique par semaine). De plus, la réalisation d’au moins 60 minutes d’activité physique
vigoureuse par semaine diminue de deux tiers le risque de développer le SMet [178]. Ces deux
¢tudes démontrent donc que la pratique d’une activité sportive permet de prévenir le
développement d’un SMet. Il semblerait également que 1’activité physique puisse « traiter » le
SMet. L’¢tude HERITAGE a suivi 621 sujets sédentaires (hommes et femmes, 17 a 65 ans) dont
105 présentaient un SMet. Ils ont bénéfici¢ d’un entrainement d’endurance pendant 20 semaines.
A la fin, seules 32 personnes avaient toujours un SMet, soit une diminution de 30,5 %. Chez les
sujets présentant un SMet au début de 1’¢tude, 43 % ont présenté une diminution des TG, 16 %
une augmentation du HDL-C, 38 % une diminution de la PA, 9 % une diminution de la glycémie
et 28 % une diminution du tour de taille, tous ces chiffres atteignant des valeurs inférieures aux
valeurs seuils de diagnostique du SMet [175].

Aux Etats Unis, le programme de prévention du diabete (Diabetes Prevention Program) a
compar¢ les effets de la metformine a une modification de I’hygiéne de vie (régime diététique +
exercices) et a un groupe placebo. L’incidence est la plus ¢élevée dans le groupe placebo : a trois
ans, 53 % des participants ont développé un SMet contre 47 % dans le groupe metformine et
38 % dans le groupe exercice + diététique [179]. Les études comparant différents types d’activité
physique (endurance ou résistance ou les deux) ont montré des effets bénéfiques au niveau
métabolique et cardiovasculaire, quelque soit 1’activité pratiquée. Cependant, il semblerait que la
combinaison de sport d’endurance et de résistance soit plus efficace pour améliorer le SMet. Elles
permettront de controler la PA systolique, la tolérance au glucose et la sensibilité¢ a 1’insuline

[177].

Quelle que soit la population concernée, population générale ou personnes présentant des facteurs
de risques, I’activité physique régulicre permet de retarder ou d’améliorer le SMet. L’ exercice est

associ¢ a des améliorations métaboliques et cardiovasculaires : poids, composition corporelle,
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PA, homéostasie glucidique et lipidique, et retarde 1’apparition de troubles associés au SMet
(DT2, HTA, cholestérol, surpoids). Les mécanismes impliqués dans les améliorations observées
suite a la pratique d’une activité sportive sont nombreux, parmi lesquelles 1’amélioration des
fonctions endothéliales et cardiovasculaires. Un mode de vie sédentaire est associé a des
dysfonctionnements des cellules endothéliales et est corrélé au risque de maladies
cardiovasculaires. Le TA est un organe endocrine métaboliquement actif et une source importante
de molécules pro-inflammatoires et de nombreuses cytokines. La leptine est une adipokine dont
le taux plasmatique augmente au cours de I’obésité et contribue aux dysfonctions endothéliales
induites par les ROS (voir page 29). Le lien spécifique entre la leptine et les ROS lors de 1’obésité
n’est pas encore ¢lucidé. Cependant, une étude menée par Varady et coll en 2010, a démontré que
les concentrations de leptine circulante sont diminuées a la suite d’une perte de poids liée a
I’exercice physique et associées a une amélioration de la fonction endothéliale au niveau artériel
[180]. Nous avons déja évoqué le fait que la dysfonction endothéliale était principalement induite
par la réduction de la biodisponibilit¢ du NO. Plusieurs études suggerent que les effets
protecteurs de 1’exercice sur la dysfonction endothéliale sont soit induites par une augmentation
de production du NO, soit par une diminution de sa dégradation, par activation de la voie de la
NOS endothéliale. En effet, chez la souris, I’exercice physique volontaire augmente I’expression
de ’ARNm-eNOS au niveau aortique par rapport aux souris inactives [181]. L’exercice physique
peut a ce titre étre considéré comme une pratique importante. Les recommandations actuelles
préconisent une activité d’intensité modérée 30 minutes par jour, au moins 5 fois par semaine,

idéalement chaque jour de la semaine.

V.2. Prise en charge médicamenteuse

V.2.1. Sensibilisants a I'insuline

Le traitement de 1’hyperglycémie chez les patients atteints de SMet repose sur 1’utilisation de
molécules insulino-sensibilisantes telle que la metformine (diméthylbiguanide). Elle est
actuellement le seul représentant de la classe des biguanides et constitue le traitement de premicre
intention du DT2, en particulier en cas de surcharge pondérale, lorsque les mesures hygiéno-

diététiques n’ont pas suffi a rétablir ’homéostasie glucidique. La metformine est une molécule
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anti-hyperglycémiante et trés rarement hypoglycémiante, sauf en cas d’association avec les
sulfamides hypoglycémiants ou I’insuline, ou le risque d’hypoglycémie augmente. Elle réduit la
glycémie a jeun et postprandiale en inhibant la néoglucogenése. Elle a également la capacité
d’inhiber la glycogénolyse, elle favorise la capture et 1’utilisation périphérique du glucose au
niveau musculaire et retarde 1’absorption intestinale du glucose. Son mécanisme d’action
cellulaire repose sur I’activation de I’AMPK, senseur métabolique capable d’ajuster les besoins et
les dépenses des cellules insulino-sensibles [182]. Lorsque la metformine seule n’est pas
suffisante, elle peut étre prescrite en combinaison avec un autre anti-diabétique oral, 1’association
metformine + sulfamide hypoglycémiant étant a privilégier.
Le dosage de I’'HbAlc est ’examen de référence dans le suivi du diabete. Il permet d’estimer de
facon rétrospective 1’équilibre glycémique des patients sur une durée d’environ 3 mois. L’HbAlc
est une forme d’hémoglobine circulante ayant une trés forte affinité pour le glucose et dont la
quantité est proportionnelle a la glycémie. Chez un individu sain, la valeur normale est comprise
entre 3.5 et 6.5%. On parle de diabete non équilibré lorsque le niveau d’HbAlc est supérieur a
7%. Les objectifs thérapeutiques sont variables et doivent étre adaptés et individualisés en
fonction du profil de chaque patient (Recommandations de la Haute Autorité de Santé, 2013) :

e Pour la plupart des sujets diabétiques de type 2, une cible d’HbAlc < 7 % est

recommandée.
e Pour les sujets dont le diabéte est nouvellement diagnostiqué, sans antécédent

cardiovasculaire et dont I’espérance de vie est > 15 ans, un objectif < 6,5 % est

recommandé.
e Pour les sujets diabétiques de type 2 ayant une espérance de vie < 5 ans ou ayant des

complications macrovasculaires évoluées, ou un diabéte ancien mal équilibré, un objectif

< 8 % est recommandé.
e Pour les personnes agées de 75 ans ou plus, dont 1’état de santé est fragilisé, 1’objectif

recommandé est compris entre 8 % et 9 %

V.2.2. Les anti-hypertenseurs

V.2.2.1. Les inhibiteurs du systéeme rénine-angiotensine-aldostérone

Le SRAA est une cascade de régulation endocrinienne et enzymatique permettant la régulation de
la PA via ses effets sur 1’homéostasie hydrosodée (c’est-a-dire 1’équilibre entre les ions Na” et

I’eau), le tonus vasculaire et le remodelage cardiovasculaire. Le principal polypeptide actif,
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I’angiotensine II, dérive de 1’angiotensine I par clivage par ’enzyme de conversion (EC) et agit
via les récepteurs AT1 [183]. Un dysfonctionnement du SRAA a été associé a I’apparition de
troubles de la PA et de la constriction vasculaire, une inflammation, une hypercoagulabilité et une
dysfonction endothéliale. Ce systéme est également impliqué dans le développement de
I’insulino-résistance. En effet, au niveau vasculaire et musculaire, I’angiotensine II inhibe le
signal insulinique et induit un stress oxydatif aggravant ’hyperglycémie et I’athérosclérose [184].
Dans des cultures de myocytes (lignée L6), elle interagit avec la cascade signalisation de
I’insuline via I’activation de son récepteur AT-1 et I’activation de la JNK. Cette dernicre induit la
phosphorylation de I’'IRS-1 au niveau de résidu sérine inhibiteur (312 et 616 chez I’humain) et
inhibe la phosphorylation d’AKT, la translocation des transporteurs de glucose et la production
de NO par les cellules endothéliales [185]. L’angiotensine II agit également au niveau des
adipocytes en inhibiant leur différenciation et en favorisant la sécrétion de cytokines
inflammatoires et d’adipokines diabétogenes responsables de 1’altération de la cascade de
I’insuline et de la mise en place d’une insulino-résistance [186]. Les deux principales catégories
de molécules modulant la fonction du SRAA sont les inhibiteurs de I’enzyme de conversion

(IEC) et les antagonistes des récepteurs AT1 de I’angiotensine II (ARA2) (figure 15).

Angiotensinogéne - Hypotension
- Hypovolémie

- SNS
A [Nacl]

* IEC

Figure 15 : Les inhibiteurs du SRAA
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Les IEC représentent une voie d’inhibition de la production de I’angiotensine II tandis que les ARA2 ne limitent pas
la production de I’angiotensine II mais bloquent son action par antagonisme compétitif sur les récepteurs AT1.
(ARAZ2 : antagonistes des récepteurs de I’angiotensine II, IEC : inhibiteurs de I’enzyme de conversion)

Une des premicres études a s’étre intéressée aux effets métaboliques des inhibiteurs du SRAA a
été réalisée en 1997. Elle visait a comparer les effets d’un IEC (lisinopril) a ceux d’un diurétique
thiazidique (hydrochlorothiazide, HCTZ) sur la PA, I’objectif principal étant d’atteindre une PA
diastolique inférieure a 90 mmHg. 60% des personnes recevant I’'IEC (a la plus faible dose, 10
mg) ont atteint 1’objectif versus 43% des patients recevant ’HCTZ (a la plus forte dose, 50 mg).
De manicre tres intéressante, ’HCTZ induit des effets métaboliques néfastes tels qu’une
augmentation de la glycémie a jeun, absents dans le groupe IEC [187]. D’autres études ont
ensuite conforté ces premiéres observations. Par exemple, le fosinopril a démontré un effet
favorable sur la constitution en lipoprotéines, sur le cholestérol total et sur la tolérance au
glucose. Le mécanisme impliqué parait li¢ & une augmentation du flux plasmatique musculaire
entrainant a son tour une amélioration du transport du glucose, insulino-dépendant [188]. Dans
une étude en intention de traiter, les effets d’'un ARA2 (irbesartan) seul ont été comparés a ceux
obtenus en combinaison avec ’'HTCZ. En plus des effets sur la PA, la combinaison des deux
molécules augmentait le HDL-C, diminuait les TG, la glycémie a jeun et le tour de taille.
L’ARAZ2 a donc diminué les effets métaboliques négatifs liés a I’administration de ’'HTCZ [189].
Par leurs effets positifs sur la PA, et de maniére plus inattendue, sur le métabolisme, les IEC et les
ARAZ2 constituent des agents thérapeutiques majeurs et doivent étre utilisés en premiere intention

dans le traitement de I’HTA chez les personnes atteintes de Smet [190].

V.2.2.2. Les inhibiteurs calciques

Les inhibiteurs calciques permettent d’inhiber le transfert membranaire du calcium dans les
cellules musculaires vasculaires, diminuant ainsi les résistances périphériques vasculaires et donc
la PA. Certains exercent également une action inhibitrice au niveau des cellules musculaires
cardiaques, a 1’origine d’une bradycardie et d’un effet inotrope négatif. Ils sont indiqués en cas
d’HTA, d’angor et de crises de tachycardie jonctionnelles paroxystiques ou en traitement
préventif. Les inhibiteurs calciques paraissent neutres sur le plan métabolique. Ils ne favorisent
pas, mais ne réduisent pas non plus, le risque de développer des dyslipidémies et un diabete.

L’étude AC-COMPLISH, qui a comparé les associations hydrochlorothiazide/benazépril
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(diurétique thiazidique/IEC) et amlodipine/benazépril (inhibiteurs calcique/IEC) sur une période
de 36 mois a montré que I’incidence des maladies rénales chroniques et des maladies
coronariennes ¢tait inférieure dans le groupe amlodipine/benazépril [191]. Les inhibiteurs
calciques étant dépourvus d’effets métaboliques déléteres et n’augmentant pas le risque de

maladies cardiovasculaires, conviennent au traitement de I’HTA chez le patient atteint d’un SMet.

V.2.2.3. Les bétabloquants

Chez les patients atteints de SMet, on observe une hyperactivité du SNS, il pouvait donc paraitre
logique de prescrire des bétabloquants. L’utilisation de ces molécules pour le traitement de ’HTA
chez les patients obeéses ou atteint de SMet est trés controversée a cause des effets néfastes
observés, incluant intolérance au glucose, dyslipidémie et prise de poids [192,193]. Les
bétabloquants peuvent €tre divisés en 2 catégories : les antagonistes non sélectifs des récepteurs
Bi- et P.-adrénergiques (propranolol) ou sélectifs des récepteurs P;-adrénergiques (métoprolol,
aténolol) ; et les bétabloquants vasodilatateurs, présentant un effet additionnel antagoniste al-
adrénergique (carvédilol, labétalol), agoniste B,-adrénergique (céliprolol) ou NO-dépendant
(nébivolol). Un certain nombre d’essais a mis en évidence le risque de développer des troubles
métaboliques lors de I'utilisation de bétabloquants non sélectifs. Ainsi, les essais INVEST [194],
LIFE [195] et ARIC [196] ont montré que, chez les patients obéses ou atteints d’'un SMet, la
prescription de ces bétabloquants induit un risque de 15 a 28% de développer un diabéte. C’est le
blocage des récepteurs P,-adrénergiques (et peut-&tre Ps;-adrénergiques) qui est responsable de
I’apparition des altérations métaboliques. Les bétabloquants vasodilatateurs auraient des effets
neutres voire positifs sur le profil métabolique et I’inflammation [197].

Ces données ont conduit a contre-indiquer la plupart des bétabloquants en premicre intention
pour traiter les patients obeses ou atteints d’un SMet. Concernant les bétabloquants
vasodilatateurs, des analyses complémentaires devraient permettre d’ouvrir de nouvelles

perspectives thérapeutiques.
V.2.2.4. Les diurétiques thiazidiques

Les diurétiques thiazidiques réduisent la réabsorption de Cl” et de Na® au niveau de la partie
initiale du tube contourné distal rénal. Par ce mécanisme, ils augmentent 1’élimination urinaire de

sodium, de chlorure, et dans une moindre mesure, de potassium, et abaissent la PA. Les avis
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concernant la prescription de diurétiques thiazidiques contre I’HTA chez des patients obéses ou
ayant un SMet divergent. En effet, un certain nombre d’études se sont intéressées aux effets
indésirables rencontrés chez ces sujets. Les diurétiques induiraient des troubles de 1’homéostasie
glucidique, une augmentation des TG et de I’acide urique et pourraient accélérer la conversion du
SMet en diabéte [198,199]. Par la suite, d’autres essais ont été entrepris. Apres la publication
initiale de ALLHAT, Barzilay et coll ont étudié¢ les effets de la chlorthalidone (diurétique
thiazidique), versus lisinopril (IEC) ou amlodopine (inhibiteur calcique). La glycémie a jeun
augmente dans les trois groupes méme si la plus forte progression est observée avec la
chlorthalidone. Cependant, quel que soit le groupe, les auteurs ne parviennent pas a mettre en
¢vidence une augmentation du risque cardiovasculaire [200]. Une seconde analyse des données
de ’ALLHAT a montré que la chlorthalidone augmente le risque de développer un diabéte chez
les patients ayant un SMet préexistant, mais également chez ceux qui n’avaient pas de SMet
préexistant. En résumé, les données concernant les diurétiques thiazidiques divergent mais en
observant les effets secondaires occasionnés, ces médicaments ne semblent pas étre tres

appropriés au traitement de ’HTA chez des patients atteints de SMet.

V.2.2.5. Conclusion

Chez les patients atteints d’un SMet, le traitement de I’HTA doit faire appel a un bloqueur du
SRAA, en ajoutant si besoin un antagoniste calcique ou un diurétique thiazidique a faible dose,
sauf indication formelle pour une pathologie associ¢e. Les B-bloquants doivent étre évités chez
ces patients parce qu’ils favorisent I’incidence d’un diabéte et ont un effet délétere sur le poids, la
sensibilité a I’insuline et le profil lipidique. L’objectif thérapeutique n’est pas clairement défini

chez ces patients méme si les valeurs de PA devront se rapprocher de 140/90 mmHg.

V.2.3. Hypolipémiants

Dans le SMet, les dyslipidémies sont associées a une hypertriglycéridémie, une diminution du
taux de HDL-C et une augmentation du taux de LDL-C. Actuellement, les statines et les fibrates
sont des agents pharmacologiques de choix dans le traitement des dyslipidémies chez les patients

atteints de SMet.
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Les statines sont des inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA)
réductase. Elles induisent la diminution de la synthése endogene de cholestérol, ce qui active le
facteur de transcription SREBP-2 (sterol response element binding-protein 2), dont le rdle est de
détecter les variations du contenu intracellulaire en cholestérol. Au niveau hépatique, SREBP-2
stimule la transcription du récepteur au LDL-C (LDLR) pour induire le catabolisme du LDL-C
[201]. En 2010, une méta-analyse rassemblant 170000 participants a confirmé¢ la capacité des
statines a diminuer les complications cardiovasculaires (infarctus du myocarde : -13 %,
revascularisation coronarienne : +19 %, accidents cardiovasculaires : -16 % en réduisant les taux
de LDL-C) [202]. D’autres exemples montrent que chaque diminution du LDL-C de 0,386 g/l
(1 mmol/L) avec une statine est associée a une réduction significative de 21% des événements
cardiovasculaires chez les patients, diabétiques ou non [203]. Cependant, il semblerait que les
statines présentent un risque diabétogéne sur le long terme. Ce risque a été évoqué grace a la
publication de 1’étude Justification for the use of statins in prevention: an intervention trial
evaluating rosuvastatin (JUPITER), testant I’effet d’une statine (rosuvastatine) chez des patients
ayant une concentration de protéine C-réactive ultra-sensible élevée, mais un LDL-C « normal ».
Cette étude a révélé une augmentation significative de 25% des nouveaux cas de DT2 [204]. Ce
risque diabétogene a été confirmé chez des patients non-diabétiques dans une large méta-analyse
(13 essais ; 91 140 sujets), publiée en 2010, avec une augmentation du risque de DT2 de 9%
apres 4 ans [205]. L’étude Stroke prevention by aggressive reduction in cholesterol levels
(SPARCL) a également mis en évidence une augmentation de 37% du risque de DT2 sous
statines [206]. De nombreux arguments sont en faveur d’un effet dose. De plus, il semblerait que
I’effet diabétogeéne des statines soit li€ a la molécule utilisée [207]. Hormis leurs effets bénéfiques
sur le cholestérol et le risque de complications cardiovasculaires et leurs actions néfastes sur le
risque diabétogéne, les statines diminuent le stress oxydatif, améliorent la fonction endothéliale
[208] et possédent des propriétés anti-inflammatoires [209]. De plus, elles diminueraient

faiblement, mais de maniére significative, la PA [210].

Les fibrates diminuent les TG en activant les protéines nucléaires PPARa (peroxysome
proliferator activated receptor alpha) qui stimulent la lipolyse par activation du géne de la
lipoprotéine lipase. Ceci induit une diminution de la concentration des VLDL et une
augmentation du transport du cholestérol vers le foie. Les fibrates stimulent également

I’expression des geénes ApoAl et ApoA2, constituants essentiels des lipoprotéines HDL dont la
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synthése est alors favorisée. L’expression des génes des récepteurs aux Apo Al et A2 est
¢galement augmentée. De nombreuses ¢études rapportent également les effets pléiotropes des
fibrates : ils présenteraient des effets anti-inflammatoires et anti-thrombogénes [211]. Dans
I’¢tude Helsinki heart study (HHS) portant sur 4081 hommes dyslipidémiques (40-55 ans, non
HDL-C > 5.2 mmol), le gemfibrozil (fibrate) a permis de réduire le risque cardiovasculaire de
34%, il a abaiss¢ le LDL-C de 11% et les TG de 35% et a augmenté le HDL-C de 11% versus
placebo [212,213]. Une seconde <¢tude, the Veterans Affairs High-Density Cholesterol
Intervention Trial (VA-HIT), portant sur les effets du méme médicament, a mis en évidence une
stabilisation du LDL-C, une augmentation du HDL-C de 6% et une diminution des TG de 31%
versus placebo [214].

Des ¢tudes comparatives entre les fibrates et les statines rapportent une diminution du LDL-C de
17 a 36 % pour la statine, et pour le fénofibrate un abaissement des TG de 30 a 50 %, avec une
¢lévation du HDL-C de 1 a 25 %. Cette complémentarité illustrait le potentiel thérapeutique
d’une co-prescription fibrate/statine chez des patients présentant un SMet et/ou un DT2. Des
travaux cliniques rapportent une baisse de LDL-C de 30 a 41 %, des TG de 39 a 57 %, et une
hausse de HDL-C de 3 a 19 % lors d’une co-prescription fibrate/statine. Cette association s’avere
particulierement complémentaire chez les patients diabétiques, aboutissant a une réduction de
LDL-C de 29 a 46%, des TG de 32 a 50%, et a une élévation du HDL-C de 11 a 34%. Chez les
patients avec un SMet, elle abaisse les TG de 52% et éleve le HDL-C de 23% [215]. Cependant,
en raison de D’apparition d’effets secondaires majeurs, la co-prescription des 2 molécules
statine/fibrate a été abandonnée. En effet, des équipes américaines rapportent une augmentation
des cas de myopathie et de rhabdomyolyse [216]. Cependant, il semblerait que les effets
secondaires observés aient €té induit par la prescription de doses trop importantes et dans le cadre
de mauvaises indications. L’association des 2 médicaments est actuellement interdite en France.
De nouvelles molécules ont plus récemment vu le jour, c’est par exemple le cas de 1’ézétimibe ou
de I’anticorps anti proproteine-convertase subtilisein/kexin type 9 (PCSK9). La cible moléculaire
de I’ézétimibe est le transporteur de stérols, Niemann-Pick Cl-Like 1 (NPCIL1), qui est
responsable de I’absorption intestinale du cholestérol. Dans une étude datant de 2003, chez des
patients souffrant d’hypercholestérolémie essentielle, 1’ézétimibe réduit le LDL-C d’environ
18.2% comparativement a une augmentation de 0.9% dans le groupe placebo. D’autres

changements du profil lipidique, telles qu’une augmentation du HDL-C et une diminution des
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TG, sont a noter [217]. De plus, lorsqu’il est prescrit en combinaison avec une statine, il permet
de limiter les apports du cholestérol intestinal au foie et de diminuer la synthése hépatique du
cholestérol. Ainsi, ces deux molécules administrées simultanément entrainent une diminution
complémentaire du cholestérol. Cette association réduit le LDL-C et les TG, et augmente le
HDL-C chez des sujets atteints de SMet ou de DT2, de maniére plus efficace que ne ’aurait fait
une statine seule [218]. En complément d’une amélioration du profil lipidique, 1’association
¢zEétimibe/statine semble également améliorer la résistance a I’insuline : I’indice d’insulino-
résistance HOMA-IR passe de 6 au début du traitement, a 2.14 aprés 24 semaines de traitement
chez les hommes ; de 3.01 au début du traitement, a 2.11 apreés 24 semaines de traitement chez
les femmes. L’ézétimibe, par son action pharmacologique sur divers composants du SMet,
constitue un candidat de deuxiéme choix pour le traitement des dyslipidémies chez des sujets
présentant des troubles lipidiques associés a des déréglements de I’homéostasie glucidique [219].
PCSKO9 est une protéine sécrétée par le foie. Elle régule le niveau d’expression des récepteurs aux
LDL a la surface des cellules. La liaison de la PCSK9 au récepteur du LDL-C modifie la
configuration du récepteur et diminue sa dégradation par les lysosomes. Il en résulte une
augmentation de I’expression des récepteurs du LDL-C au niveau hépatique et une diminution du
taux sérique de LDL-C. Des anticorps anti-PCSK9 inhibent la liaison de PCSK9 avec le récepteur
au LDL-C afin d’augmenter la densité des récepteurs au niveau hépatocytaire et de diminuer la
quantit¢ de LDL-C circulant. Deux études s’intéressent actuellement a deux formes différentes de
I’anticorps : 1’alirocumab (Regeneron Pharmaceuticals et Sanofi) et I’évolocumab (Amgen).
L’évolocumab, a été évalué dans le cadre des essais OSLER-1 et OSLER-2, regroupant
4 465 patients [220]. A I’inclusion, un grand nombre de patients présentaient au moins un facteur
de risque cardiovasculaire (80 %) et était sous statine au début de 1’essai (70 %). Un premier
groupe de patients recevait 1’évolocumab en plus d’un traitement standard par les statines. Le
second groupe était traité par des statines plus un placebo. Apreés un suivi de 11 mois, les taux de
LDL-C ont été réduits de 61 % en moyenne dans le groupe €volocumab (48 mg/dL versus
120 mg/dL dans le groupe placebo) Au bout d’un an, le risque d’événement cardiovasculaire a été
significativement réduit dans le groupe sous évolocumab : 0,95 % contre 2,18 % dans le groupe
placebo. Pour I’alirocumab (étude ODYSSEY), 2 341 patients a haut risque cardiovasculaire ont
été répartis entre un groupe recevant 1’alirocumab, en addition du traitement standard par les

statines, et un groupe recevant des statines et un placebo [221,222]. Aux termes des 78 semaines,
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la diminution de 62 % du taux de LDL-C observée dans le groupe alirocumab au bout de 24
semaines est maintenue. Cependant, de nombreux effets secondaires ont été¢ observés : réaction
sur le site d’injection, myalgie, événement neurocognitif, et troubles ophtalmologiques. Ces
médicaments ont une autorisation de mise sur le marché européenne datant de 2015 mais ne sont

pas encore commercialisés en France.
V.2.4. Limites thérapeutiques et conclusion

La prise en charge du SMet est complexe parce que sa physiopathologie est incertaine. Les
composants du SMet sont associés différemment chez chaque patient. Cette hétérogénéité dans la
manifestation des facteurs de risque peut s’expliquer par les susceptibilités génétiques de chacun
a développer une composante plutét qu’une autre, et par les nombreux facteurs
environnementaux influant le développement de la pathologie. Chaque patient présentera un
tableau clinique qui lui est propre, obligeant le praticien a pratiquer une médecine personnalisée
en tenant compte du mode de vie et de I’état psychologique de son patient. D’autre part,
actuellement, aucun médicament disponible ne permet d’agir sur 1’intégralité des troubles
associés au SMet. L’approche thérapeutique actuelle appréhende de maniére indépendante
chacun des facteurs de risque qui compose le SMet, ce qui augmente considérablement le risque

d’interactions médicamenteuses.
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VI.

Le récepteur des imidazolines de type 1: nouvelle
cible thérapeutique ?

VI.1. Les différents sous-types de récepteurs des imidazolines

11 existe différents sous-types de récepteurs aux imidazolines :

Les récepteurs des imidazolines de sous-type I; (RI;): ils constituent une famille de
récepteurs non-adrénergiques avec des sites de liaison a haute affinité pour des ligands
tels que la clonidine ou I’idazoxan. Ce sous-type sera plus précisément décrit dans la suite
de ce paragraphe parce que c’est celui qui est impliqué dans les effets sympatho-

inhibiteurs et hypotenseurs des médicaments de type clonidine [223,224].

Les récepteurs des imidazolines de sous-type I,(RI,): ces récepteurs fixent des
imidazolines et des guanidines mais ont une faible affinité pour les 2-aminoimidazolines
telles que la clonidine [225]. Ils sont localisés au niveau de la membrane externe de la
mitochondrie et ne sont pas couplés a une protéine G. Ils modulent la fonction des
monoamines oxydases A et B (impliquées dans I’inhibition de neurotransmetteurs au
niveau de certains neurones et de 1’astroglie, dans la régulation de la motilité intestinale et
de la température corporelle et dans la gestion de la douleur) [226]. Ils ont été décrits dans
de nombreux tissus comme le foie, le placenta, le colon, les cellules pancréatiques ...
Certaines molécule appartenant a la classe des biguanides comme la metformine ont la
capacité de se lier a ces récepteurs. Chez des rats rendus diabétiques par la
streptozotocine, la metformine améliore la tolérance au glucose en augmentant le
relargage de PB-endorphines, impliquées dans le transport du glucose vers les muscles

[227].

Les récepteurs des imidazolines de sous-type 15 (RI5) : ils sont principalement localisés au
niveau des cellules B pancréatiques et leur activation induit la sécrétion d’insuline [228].

Dans une lignée cellulaire pancréatique (cellules f MING6), les B-carbolines (harmane et
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pinoline), participent a la sécrétion d’insuline en augmentant la quantit¢ de calcium
intracellulaire. Il semblent cependant que d’autres mécanismes, indépendants des RlIs,

soient impliqués dans les effets observés [229].

e Les récepteurs non I; non I, : ils sont exprimés au niveau pré-synaptique et ont été
identifiés au niveau des tissus cardiovasculaires. Chez le rat, leur stimulation inhibe la
libération de noradrénaline au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques dans les

vaisseaux sanguins [230].

Actuellement, les différents sous types de récepteurs n’ont pas encore été clonés. Leur mise en
¢vidence a été permise par des études pharmacologiques basées sur I’affinité que certains
radioligands possedent pour chacun des récepteurs. Par exemple, les sites [, ont été caractérisés

grace a leur grande affinité pour les 2-aminoimidazolines comme la [H*]-clonidine [231].

VI.2. Le récepteur des imidazolines de type 1

L’hypothése de I’existence des RI; a émergé en 1984 lorsque Bousquet et coll ont observé que la
clonidine, alors considérée comme un agoniste exclusif des récepteurs a,-adrénergiques, exercait
¢galement son effet pharmacologique via un site insensible aux catécholamines mais sensible aux
structures imidazoliniques, situé au niveau du bulbe rachidien [232]. Ce site a par la suite été
nommé récepteur des imidazolines de type 1 3. Ces expériences ont été confirmées avec
d’autres molécules agonistes des récepteurs o,-adrénergiques, plus sélectives des RI;, telles que la
rilménidine et la moxonidine. En effet, chez le rat, elles induisent une hypotension et une
inhibition de I’activité du SNS malgré la présence d’antagonistes des récepteurs a,-adrénergiques
[234] méme si ces derniers semblent étre impliqués dans les effets observés [235]. Les RI; sont
donc sensibles a la clonidine, insensibles a la noradrénaline, et sont impliqués dans I’effet
hypotenseur des composés a structures imidazoliniques par une inhibition du SNS. Cependant,
des données indiquent que 1’effet hypotenseur induit par I’activation des RI; semble étre facilité
par I’activation simultanée des récepteurs o,-adrénergiques [236].

Comme dit précédemment, les RI; sont localisés au niveau du bulbe rachidien, et plus

particulierement au niveau de sa partie rostro-ventro latérale [223,237]. Cependant, des RI; ont
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¢été identifiés au niveau du coeur, de la prostate, de la carotide, des reins, des ilots pancréatiques et
des plaquettes [238].

Les RI; sont des récepteurs membranaires [239]. A ce jour, 2 cascades de transduction ont été
découvertes dans la lignée cellulaire PC12 dérivant de phéochromocytomes de rat, un modéle
largement utilisé pour I’étude des RI;. Dans ces cellules, 1’activation du RI; induit I’activation de
la phospholipase C spécifique de la phosphatidylcholine (PC-PLC) responsable de la génération
de DAG et de la libération d’inositol triphospate (IP3) [240]. En effet I’utilisation d’un inhibiteur
spécifique de la PC-PLC, la molécule D609, bloque la production de DAG dans des cellules
stimulées par la moxonidine [241]. De plus, I’activation du RI, activerait une autre cascade de
signalisation impliquant une adénylate cyclase et la diminution de la quantité d’AMPc [242]. A
I’heure actuelle, le RI;, n’a pas encore été cloné mais le géne de /’imidazoline receptor antisera-
selected (IRAS-1) est un excellent candidat [243]. Il semblerait d’autant plus que ce récepteur
soit capable d’activer les mémes effets que ceux induits par les RI; (effet hypotenseur de la
rilménidine, inhibition de la migration cellulaire ...) [244,245]. L’effet hypotenseur des ligands
imidazoliniques est associ¢ a une augmentation de la phosphorylation de ERK au niveau du
RVLM. Chez le rat, I’abolition de I’expression de la protéine nischarine dans cette structure
empéche I’activation de ERK et I’hypotension induite par 1’activation des RI; 4. La nischarine
semble donc jouer un réle important dans la signalisation des RI;.

Les mécanismes d’action de médicaments sympatho-inhibiteurs anti-hypertenseurs ont largement
été étudiés. Des molécules comme la clonidine ou la guanfacine, ont une affinité mixte pour les
RI, et les récepteurs a,-adrénergiques et présentent de ce fait de nombreux effets secondaires. En
effet, ces agonistes stimulent les récepteurs au niveau du locus coerulus et du noyau du tractus
solitaire et sont responsables de sédation, de sécheresse buccale, de bradycardie, d’hypotension,
de troubles de I’érection et étaient prescrits en traitement de premicre intension de I’HTA.
Certaines études ont lié ces effets secondaires a 1’activation des récepteurs a,-adrénergiques
[247]. Afin de s’affranchir de ces effets néfastes, des molécules de plus en plus sélectives des RI;
ont ¢été développées. C’est le cas de la moxonidine et de la rilménidine. Cependant, ces anti-
hypertenseurs de deuxiéme génération présentent encore une affinité réduite mais néanmoins

réelle pour les récepteurs a2-adrénergiques et sont également a I’origine d’effets secondaires.
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VIL.3. Le récepteur des imidazolines de type 1 et le syndrome
métabolique

De nombreuses ¢études valident la présence d’une hyperactivité sympathique chez les patients
atteints de SMet. De plus, chaque composante peut étre reliée de maniere indépendante a une
augmentation de 1’activit¢ du SNS. L’activation des RI; par des médicaments sympatho-
inhibiteurs de seconde génération tels que la moxonidine induit une diminution des
catécholamines circulantes, de la PA, une amélioration des parameétres métaboliques (résistance a
I’insuline, intolérance au glucose et dyslipidémies) et diminue la sévérité des effets secondaires
observés en comparaison a la clonidine [248]. L hyperactivité sympathique peut donc constituer
une cible pour le développement de nouveaux médicaments. Dans notre laboratoire, des études de
pharmaco-chimie ont permis de synthétiser de nouvelles molécules de plus en plus sélectives des
RI; et finalement dénuées de haute affinité pour les récepteurs a,-adrénergiques (Bousquet, 2011,
brevet). Des études préliminaires ont permis la détermination des potentiels effets bénéfiques
d’une de ces molécules, le LNP599 (figure 16), dans un modele de SMet : le rat SHHF
(Spontaneously Hypertensive Heart Failure). Le LNP599 a une affinité nanomolaire pour les RI;,
et une affinité indétectable pour les récepteurs a,-adrénergiques, ce qui lui confere une sélectivité

trés importante pour les RI; (tableau 2).

Figure 16 : Formule chimique du LNP599

Ki RI; (M) Ki R a;-adrénergique (M)

7.10° >107°
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Tableau 2 : Affinité du LNP599 déterminée par des études de liaison spécifique sur des
préparations membranaires de cellules PC12.
Il améliore les parametres hémodynamiques et métaboliques : stabilisation du poids, amélioration
de ’HTA, des dyslipidémies, de I’insulinémie et augmentation de la concentration plasmatique
d’adiponectine pouvant contribuer a la réduction de I’intolérance au glucose [249]. Des résultats
préliminaires suggérent des effets périphériques additionnels et semblent faire intervenir
I’adiponectine. Cette molécule sympatho-inhibitrice a été brevetée par notre université (brevet
initial déposé le 19/04/11). A I’heure actuelle, le traitement des patients présentant un SMet
repose sur l’association de 4 a 6 médicaments différents. Le développement de molécules
efficaces sur plusieurs troubles du SMet permettrait de les substituer aux stratégies thérapeutiques
actuelles et de limiter les effets secondaires liés aux interactions médicamenteuses et aux cibles

de ces ligands telles que les récepteurs a2-adrénergiques.
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Les données de la littérature présentées précédemment ont clairement identifié un
dysfonctionnement du SNS associ¢ au développement des troubles métaboliques et
cardiovasculaires constituant le SMet. Au sein du laboratoire, de nombreuses études
expérimentales réalisées dans des modeles murins de SMet nous ont permis de confirmer
I’intérét thérapeutique potentiel du LNP599. En effet, dans un modéle de SMet, le rat SHHF
(spontaneously hypertensive, heart failure), 1l est responsable par son action conjointe au
niveau central et périphérique d’une stabilisation du poids, d’une action anti-hypertensive
majeure, d’une amélioration des dyslipidémies et de la sensibilité tissulaire a 1’insuline qui
semblerait étre liée a une augmentation de la sécrétion d’adiponectine observée chez les
animaux. De plus, des études menées sur une lignée cellulaire dérivant d’adipocytes, les
cellules 3T3-L1, ont démontré les effets stimulateurs du LNP599 sur la sécrétion
d’adiponectine. L’ensemble de ces résultats suggérait un impact majeur de ces ligands
sélectifs des récepteurs des imidazolines de type 1 (RI;) sur I’homéostasie globale.
Cependant, de nombreuses questions subsistent. Ce travail de thése a eu pour objectifs de
poursuivre I’étude de I’intérét thérapeutique potentiel du LNP599 et de cerner les effets

périphériques observés dans 3 parties expérimentales réalisées in vivo et in vitro.

Etude des effets d’'un ligand sélectif des récepteurs des imidazolines de type 1
(LNP599) dans un modele de troubles métaboliques chez le primate non humain
(marmouset, Callithrix jacchus)

Cette premiere étude expérimentale a eu pour objectifs de (1) développer un modele accéléré
de troubles métaboliques retrouvés dans le SMet chez le primate non humain (PNH), le
marmouset (Callithrix jacchus) pour y (2) confirmer les effets bénéfiques du LNP599. Un
modele de SMet chez le marmouset représente une alternative plus pertinente que les modéles
murins habituellement utilisés, moins représentatifs de la physiologie humaine, notamment
concernant le métabolisme lipidique. En effet, les dyslipidémies observées chez les rongeurs
sont différentes de celles de ’'Homme alors que celles du primate en sont proches puisqu’en
cas de dyslipidémie associ¢e au SMet, la proportion de HDL cholestérol par rapport au
cholestérol total (HDLchol/TOTchol) est diminuée chez le primate et chez I’Homme. Des
différences au niveau de la balance sympatho-vagale sont également observées entre les

rongeurs et ’Homme alors que celle du PNH est semblable a celle de I’'Homme. De plus, les

73



effets bénéfiques du LNP599 chez les rongeurs étant déja validés, le passage a 1’étude des
effets du LNP599 chez le primate représente une preuve de concept et une étape importante

avant le développement clinique de la molécule.

La publication des résultats de cette étude est en cours.

Etude des effets périphériques d’un ligand sélectif des récepteurs des imidazolines de
type 1 (LNP509) - Amélioration de la sensibilité a I'insuline dans un modele murin
d’intolérance au glucose grace a une augmentation de la sécrétion d’adiponectine et a
I’activation de la cascade de signalisation de ’AMPK

La seconde étude expérimentale a eu pour objectifs de confirmer (1) I’existence d’effets
périphériques des ligands RI; et (2) leur capacité a moduler directement les cascades de
signalisation dans le foie, un des tissus cibles de I'insuline et de 1’adiponectine. Afin de
discriminer et d’étudier uniquement les effets périphériques de nos ligands, une autre
molécule sélective des RI; n’ayant pas la capacit¢ de franchir la barriere hémato-
encéphalique, le LNP509, a été utilisée. Cette ¢tude a été réalisée chez le rat Wistar agé,
préalablement validé comme modele d’insulino-résistance modérée. Parallelement, a I’aide
d’études réalisées in vitro sur une lignée cellulaire dérivant d’hépatocarcinome humain, les
cellules HepG2, sur une lignée cellulaire dérivant de cellules B pancréatiques et sur des
adipocytes primaires issus de rats, nous avons cherché a comprendre les mécanismes

cellulaires impliqués dans les effets bénéfiques observés.

Cette étude a fait l'objet d’une publication dans American Journal of Physiology,
Endocrinology and Metabolism en 2015 (Facteur d’impact 3.785)

Un ligand sélectif des récepteurs des imidazolines de type 1, le LNP509, améliore la
sensibilité a I'insuline et le métabolisme lipidique grace a son action sur 'AMPK, un
acteur clé de 'homéostasie énergétique.

La troisieme étude expérimentale a eu pour objectif d’analyser la capacité des ligands RI;, et plus

particulierement du LNP509, a moduler directement les cascades de signalisation dans un des

tissus cibles de I’insuline et de 1’adiponectine : le foie. Les données recueillies a partir des études
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réalisées chez le rat 4gé nous ont permis d’observer au niveau hépatique une augmentation de
I’activation de ’AMPK (AMP-activated protein kinase), un acteur majeur de la régulation de la
balance énergétique. Nous avons donc décidé de nous focaliser sur le métabolisme glucidique et

lipidique au niveau hépatique. L ensemble des études a été réalisé sur la lignée cellulaire HepG2.
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L.

Contexte et objectifs

Dans une perspective d’application chez I’Homme, de nombreux travaux ont mis en évidence les
limites des études de certains troubles métaboliques chez le rongeur. En effet, ce dernier présente
de nombreuses différences avec ’Homme. C’est la raison pour laquelle la premicre partie de ce
travail de thése a été consacrée au développement d’un modele accéléré et original de SMet chez
le primate non humain (PNH / marmouset / callithrix jacchus). Ce modéle représente une
alternative plus pertinente que les modéles murins utilisés habituellement. Tout d’abord, les
dyslipidémies observées chez les rongeurs sont différentes de celles de 1’Homme.
Traditionnellement, les études précliniques utilisent les rongeurs afin de valider les effets d’une
drogue sur le métabolisme lipidique. Cependant, il existe une différence majeure entre le
métabolisme lipidique humain et celui observé chez les rongeurs. En effet, la cholesteryl ester
transport protein (CETP) est absente chez les rongeurs. C’est une enzyme clé impliquée dans le
transport des esters de cholestérol a partir du HDL (high-density lipoprotein) vers les
lipoprotéines contenant les apolipoprotéines de type-B (Apo-B) telles que les LDL (low density
lipoprotéin) et les VLDL (very low density lipoprotéin). Ces animaux présentent donc de manicre
naturelle et systématique un taux élevé de HDL-cholestérol les protégeant face au risque de
développement de maladies cardiovasculaires [250]. A I'inverse, les dyslipidémies du primate
sont proches de celles observées chez I’ Homme, puisque la proportion de HDL cholestérol par
rapport au cholestérol total (HDLchol/TOTchol) diminue avec I’age et dans le cadre d’un régime
alimentaire enrichi en graisse. Des différences au niveau de la balance sympatho-vagale sont
¢galement observées entre le rongeurs et ’Homme alors que celle du primate non humain est
semblable a celle de ’'Homme [251,252].

Le ouistiti (Callithrix jacchus) présente de nombreux avantages pour modéliser les
dysfonctionnements métaboliques associés a l'obésité. Ces primates non humains du Nouveau
Monde sont adultes a I’age de deux ans, ont un taux de fécondité élevé et ont une durée de vie
courte (environ 15 ans). En vieillissant et a partir de 1’age de 6 ans, le marmouset possede la
capacité de développer de maniére spontanée des troubles métaboliques [253] ainsi qu’un diabéte
associé a 1’obésité [254]. Des études plus récentes indiquent qu’une résistance a l'insuline peut

survenir chez des animaux jeunes lorsque ces derniers développent une obésité précoce. Enfin,
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des modifications de leur régime alimentaire, essentiellement constitu¢ de fruits, peuvent
rapidement conduire au développement d’une obésité associée a des dyslipidémies et a des
troubles du métabolisme glucidique [255]. Ce sont les raisons pour lesquelles nous avons décidé
de mener notre étude sur ces PNH. Des ouistitis ont donc regu un régime enrichi en glucose et en
graisse (lard et cholestérol) afin d’induire une obésité, des troubles lipidiques et glucidiques.
Nous nous sommes €également intéressés aux potentiels effets bénéfiques préventifs d’un ligand
sé¢lectif des récepteurs des imidazolines de type 1 (I1R) : le LNP599. Des études préliminaires ont
permis d’observer les effets bénéfiques de cette molécule dans un modele de SMet: le rat SHHF
(Spontaneously Hypertensive Heart Failure) [249]. Le LNP599 améliore les paramétres
hémodynamiques et métaboliques : stabilisation du poids malgré une prise alimentaire semblable
aux animaux controle, amélioration de I’hypertension artérielle, des dyslipidémies, de
I’insulinémie et augmentation de la concentration plasmatique d’adiponectine pouvant contribuer
a la réduction de I’intolérance au glucose [249]. Notons enfin que le passage a I’étude des effets
du LNP599 chez le primate représente une étape importante avant le développement clinique de
la molécule.

Cette ¢étude avait donc pour objectif le développement d’un modéle plus approprié de SMet et
I’¢tude des effets du LNP599 dans ce méme modéle afin de confirmer et d’étendre les résultats
obtenus chez le rongeur. Cette étude, associ¢e a d’autres expériences a venir, devrait ¢galement
permettre de vérifier que 1’inhibition sympathique associée a une augmentation de 1’adiponectine
pourrait constituer un axe de recherche pour le développement de nouveaux médicaments.
L’ensemble des travaux devrait permettre a terme, de valider ’intérét thérapeutique potentiel du

LNP599 chez L’Homme.
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II. Méthodologie

I1.1. Le modele de syndrome métabolique chez le primate non
humain (marmouset, Callithrix jacchus):

Dix-neuf animaux agés de 5 a 7 ans ont été soumis a plusieurs traitements durant 16 semaines :
groupe témoins régime normal (n=5), groupe placebo régime enrichi (n=8), groupe régime

enrichi + LNP 599 (10 mg/kg/jour per os) (n=6).

Régime Régime
standard enrichi
Apport calorique
(kcal/gramme de 3.725 4.265
croquettes)
Lard: 12.5
Graisse (%) 7.12 Cholestérol :
0.4
Glucose (%) 4.27 33

Tableau 3 : caractéristiques des différents régimes

Des études préliminaires nous ont permis de valider I’absence de toxicit¢ du LNP599 a la dose de
10 mg/kg/jour administrée par voie orale (résultats non présentés). Un suivi cardio-métabolique a
été¢ assuré et des mesures de différents paramétres ont été réalisées au début et a la fin du

traitement :

- Préléevement d’échantillons sanguins pour mesures des lipides (cholestérol total, HDL et

LDL cholestérol, triglycérides)

- Test de tolérance au glucose (2g/kg ip) avec mesures des glycémies a jeun et 15,30,60 et

120 minutes apres injection

I1.2. Mesures/Dosages/Analyses statistiques
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Le poids corporel est mesuré une fois par semaine, la consommation en eau et en

nourriture est mesurée de maniére quotidienne.

La glycémie est évaluée sur une gouttelette de sang prélevée au niveau de la patte a
I’aide d’un glycométre (AccuCheck, Roche Diagnostics, Meylan, France). Ces valeurs

permettent le calcul des aires sous la courbe (AUC) des tests de tolérance au glucose.

Les échantillons sanguins sont prélevés sur des animaux anesthésiés a 1’isoflurane
(isoflurane 2.5%; Abbott, Rungis, France) grace a une prise de sang réalisée au niveau de
la veine fémorale. Afin de permettre la récupération du plasma, le sang est ensuite

centrifugé pendant 15 minutes a 2000g.

Les triglycérides et le cholestérol total sont dosés grace a un kit colorimétrique
(Euromedex, Souffelweyersheim, France). Les niveaux de HDL/LDL cholestérol sont
dosés grace a lutilisation d’un kit fluorométrique. (Euromedex, Souffelweyersheim,

France).

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes = SEM. Les analyses statistiques
consistent en une analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivi d’un test post-hoc de

Bonferonni. Une valeur de p<0.05 est considérée comme statistiquement significative.
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III. Principaux résultats

Cette étude nous a permis de valider un modele accéléré et original de troubles métaboliques chez

le marmouset et d’y confirmer les effets bénéfiques du LNP599.

III.1. Validation du modele de troubles métaboliques chez le
marmouset :

v" Les croquettes enrichies sont appétentes et induisent une prise de poids significative (+9%

vs régime normal, p=0.02)

v’ Le régime enrichi modifie les paramétres lipidiques en induisant une augmentation des
triglycérides (+70% vs régime normal, p=0.14) et du cholestérol total (+51% vs régime

normal, p=0.08)

v" Le régime ne modifie pas la glycémie a jeun mais induit une intolérance au glucose chez

la moitié des animaux

I11.2. Evaluation des effets bénéfiques du LNP599 chez les animaux
présentant certains symptomes d’'un SMet :

v' Les animaux traités par le LNP599 présentent une stabilisation de leur poids
comparativement aux animaux recevant le régime enrichi seul (témoins: 359 + 14.3g,
régime enrichi : 389.37 £ 9.88g, régime enrichi + LNP599 : 363.33 + 13.76g) malgré un
apport calorique journalier supérieur aux animaux témoins (apport calorique : régime

normal = 3.725 kcal/g de croquette, régime enrichi = 4.265 kcal/g de croquette)
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v' Le LNP599 prévient I’augmentation des triglycérides (pourcentage de variations
TO/T16 : Témoins = +19.87 + 12.99%, régime enrichi = +74.84 + 25.19%, régime enrichi

+ LNP599 : -9.10 + 17.79%. Régime enrichi vs régime enrichi + LNP599 : p=0.04)
v' Les animaux traités avec le LNP599 présentent une élévation significative de la

proportion de HDL-cholestérol (HDL/cholestérol total & T16 : Témoins = 0.28 + 0.06,
régime enrichi = 0.31 £ 0.02, régime enrichi + LNP599 : 0.42 £+ 0.02. Régime enrichi vs

régime enrichi + LNP599 : p=0.03)
v' Le LNP599 prévient la mise en place d’une intolérance au glucose (pourcentage de

variations des AUC TO/T16 : témoins = -6.66 £ 10.91 %, régime enrichi = +5.87 + 7.71
%, régime enrichi + LNP599 : -19.75 £+ 6.53 %. régime enrichi vs régime enrichi +
LNP599 : p=0.03)

Le régime enrichi induit des troubles métaboliques chez le marmouset. Méme si I’ensemble
des symptomes du SMet ne sont pas retrouvés dans notre modéle, il offre de nouvelles
perspectives pour étudier les désordres glucidiques et lipidiques chez le PNH, plus pertinent
par sa proximité avec ’Homme. Le LNP599 prévient la prise de poids, I’intolérance au
glucose et les dyslipidémies. Cependant, en raison de limitations liées aux techniques de
dosage, nous n’avons pas pu confirmer sa capacité a agir sur la résistance a ’insuline et la

sécrétion d’adiponectine.
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ABSTRACT

The metabolic syndrome (MetS) can be defined as a combination of interrelated risk factors
including obesity, hypertension, dyslipidemia, and impaired glucose tolerance. We recently
reported that activation of I; imidazoline receptors (I;R) by LNP599 prevents weight gain,
improves hypertension, dyslipidemia and glucose intolerance through sympatho-inhibition and
peripheral effects such as increased adiponectin secretion in a rat model of MetS. Additionaly, a
study designed to explore specifically the peripheral effect of another IR ligand, LNP509, in a rat
model of insulin resistance, demonstrated beneficial effects of these molecule independently of
central actions: LNP509 increased adiponectin secretion acting directly on adipocytes to improve
insulin sensitivity and to enhance AMPK signaling pathway in hepatocytes. These results may

open new strategy to treat all the symptoms of MetS by using a single one molecule.

A major limitation to the study of MetS pathophysiology and therapy is the lack of relevant
animal models which can mimic rigorously the pathogenesis of the human MetS and the
associated metabolic abnormalities. Studies are essentially conducted in rodents which present
important metabolic differences from human, particularly concerning lipid metabolism,
lipogenesis and thermogenesis. The first objective of the present study was therefore to develop
an original accelerated model of MetS in the non-human primate (marmoset, Callithrix jacchus).

Our second objective was to validate the preventive therapeutic potential of LNP599.

Animals received glucose, lard and cholesterol enriched diet during 16 weeks and developed
obesity, dyslipidemia and glucose intolerance. Orally treatment with LNP599 prevented obesity,

dyslipidemia by reducing triglycerides level and increasing the HDL/total cholesterol ratio and
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reduced the area under the curve of the intraperitonal glucose tolerance test. To conclude, we
established that the enriched diet increased rapidly body weight and induced glucose intolerance
and dyslipidemia and that LNP599 prevented the establishment of the disease by limiting weight
gain and metabolic troubles. This may open a promising new way to study MetS and for the

development of treatments of the metabolic syndrome.

Keywords : I; imidazoline receptors, non human primate, metabolic syndrome.
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INTRODUCTION

The metabolic syndrome (MetS) was first described in 1988 by Reaven et al and can be now
defined as a combination of interrelated risk factors including central obesity (defined as waist
circumference > 94cm for European men and > 80cm for European women, with ethnicity
specific values for other groups) plus any two of the following four factors: raised triglycerides
level (= 1.7 mmol/L, or specific treatment for this lipid abnormality), reduced high density
lipoprotein cholesterol (HDL-cholesterol) (< 1.03 mmol/L in males and < 1.29 mmol/L in
females, or specific treatment for this lipid abnormality), raised blood pressure (systolic blood
pressure (BP) > 130 or diastolic BP > 85 mmHg, or treatment of previously diagnosed
hypertension), and raised fasting plasma glucose (FPG) (> 5.6 mmol/L or previously diagnosed
type 2 diabetes) (definition from International Diabetes Federation). MetS predisposes affected
subjects to develop cardiovascular and metabolic diseases [2]. The prevalence of insulin
resistance and MetS is increasing worldwide and represents a real public health concern [11].
There is an urgent need to find new target pathways as potential therapies for the treatment of
MetS.

Despite extensive work, the pathophysiology of MetS is still poorly understood and a major
limitation to the study of MetS is the lack of relevant animal models which represent rigorously
the pathogenesis of MetS and the associated metabolic abnormalities [252]. Animal studies are
mainly carried out in rodents. Some studies have demonstrated that enriched fructose diet induce
metabolic disorders associated with MetS [256]. However, important metabolic differences exist
between rodents and human, whereas human and primate present many similarities. Firstly,
dyslipidemia observed in murine models of MetS are never representative of the human situation:
all forms of cholesterol, including HDL, are increased in rodent, in contrast to what is observed in

humans and in primate. Plasma HDL-cholesterol originates from the liver, small intestine, and
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lipoprotein lipase mediated lipolysis of chylomicrons and VLDL [257,258]. Cholesteryl ester
transfer protein (CETP) plays a major role in the regulation of HDL-cholesterol concentration
since it transports cholesterol esters from HDL to lipoproteins containing apolipoprotein B (Apo
-B) such as LDL (Low Density Lipoprotein) and VLDL (very low density lipoprotein). This key
enzyme is absent in rodents. Consequently, these animals have naturally and consistently high
levels of HDL cholesterol, protecting them against the risk of developing cardiovascular diseases
[250]. For example, a study in the obese male Zucker rat demonstrated that HDL-cholesterol
increases uniformly with increasing dietary fat-content ; in contrast, LDL-cholesterol remained
stable [259]. Secondly, the major site of lipogenesis is the liver in rodent whereas it takes place in
adipose tissue in human and primate [260]. Moreover, the physiology of thermogenesis differs
between rodents and Humans/primates [260]. Further, many rodent models present genetic
changes to induce symptoms even though the human disease is usually diet induced [261]
Therefore, the results of metabolic studies realized in primates are more applicable to human
medicine than those obtained from rodent studies.

In this setting, we developed a non human primate model of MetS. Several reports demonstrated
that the common marmoset, Callithrix jacchus, has many advantages for modeling metabolic
dysfunction [254,262]. These New World monkeys are relatively small animals, are quite easy to
manipulate and can be kept and bred in captivity. They have a lifespan of 15 years; they are adult
by two years of age and have a high fertility rate since they are capable to offer twins every 6
months [261]. Several species of primates, including marmosets, have the ability with age to
spontaneously develop individual or associated metabolic disorders found in MetS: obesity,
insulin resistance, hyperglycemia, increased triglycerides, and dyslipidemia associated with a
decrease in the ratio HDL cholesterol/total cholesterol [254,263]. Moreover, recent studies

indicate that dietary changes such as increased fructose in diet can lead to the development of
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metabolic dysfunction [255]. The first objective of this study was to obtain an original model of
MetS developing rapidly, by feeding animals with a more enriched diet (glucose, bacon and
cholesterol) compared to others published studies to accelerate metabolic disorders. Only some
teams have demonstrated the effect of different enriched diet and we developed for the first time
a marmoset model which rapidly develops metabolic troubles.

Over the last years, we synthetized and characterized a series of new pharmacological
compounds (LNPs) which display nanomolar affinity for I;-imidazoline-receptors (I;Rs)
[264,265,266,267]. I;Rs were first described in 1984 by Bousquet and coworkers [232] as the
pharmacological target triggered by clonidine to induce hypotension. Two of these compounds
were tested so far for their cardio-metabolic actions; LNP599 ([3-chloro-2-methyl-phenyl)-(4-
methyl-4,5-dihydro-3 H-pyrrol-2-yl)-amine hydrochloride]), a pyrroline analog of clonidine [265]
and LNP509 ([cis-/trans-icyclopropylmethyl-(4,5-dimethyl-4,5-dihydro-3H-pyrrol-2-yl)-amine]
[266]. We demonstrated that chronic treatments with LNPs induce beneficial effects on all the
symptoms of MetS (body weight, lipid profile, glucose tolerance...) in various rat models of
MetS [249] or insulin resistance [268]. These effects were attributed to sympatho-inhibition and

peripheral additional actions related -at least in part- to adiponectin [249,268].

Based on these favorable effects of LNP ligands in rodents, the second objective of our work was
to validate the preventive action of the lead compound, LNP599, on body weight, glucose
tolerance and on lipid profile in marmosets with MetS. Marmoset received LNP599 orally (10
mg/kg per day) during 16 weeks in complement with enriched diet. We established that 1) the
enriched diet increased body weight and induced glucose intolerance and dyslipidemia, and 2)
LNP599 prevented the establishment of the disease by limiting the weight gain and metabolic

troubles severity.

91



MATERIAL AND METHODS

Animals 19 adult male Marmoset (5-7 years old, body weight 365 + 4 g) (Callithrix jacchus —
Silabe-ADUEIS, Niederhausbergen, France) were used for this study. Animals were housed under
standard conditions (room temperature 24-28°C, hygrometry: 30-70%; 12h/12h light/dark cycle;
lights on at 7 :00 AM) with ad libitum access to food (standard or enriched pellets — SDS Dietex,
Argenteuil, France) and water. Before the onset of the experiment, all animals were submitted to
at least one week habituation to the experimental room (single-caged housing). In order to reduce
the impact of the stress caused by the housing type, a specific enrichment and socialization
program has been established. All experiments were conducted in Silabe which is accredited for
the care and use of non-human primates (A67-326-36) and were approved by the regional ethical

committee (ref. AL/04/16/07/12).

Study design for dietary intervention and treatment Animals were assigned to three groups.
Group one (control ; n=5) was fed a standard commercially available diet (3.725 kcal/g of diet)
(Mini Marex, SDS Dietex, Argenteuil, France). Group two (enriched diet, HFD; n=8) received
high fat high glucose diet containing 12.5% added bacon, 0.4% added cholesterol and 33% added
glucose (4.265 kcal/g of diet) (SDS Dietex, Argenteuil, France). Group three (enriched diet +
LNP599; n=6,) received the same high fat high glucose diet than group two and the I;R ligand
LNP599 administered on candy. LNP599 was administered daily orally at a dose of 10 mg/kg per
day for 16 weeks; untreated marmosets (groups 1 and 2) received in parallel candy alone.

Body weight was measured once a week. Water and food intake were monitored every day.
Metabolic parameters (see below) were assessed at the beginning (T0) and at the end (T16) of the

treatment period.
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Biochemical measurements Blood samples (1.5 ml) were obtained from the femoral vein of
anesthetized marmoset (isoflurane 2.5%; Abbott, Rungis, France) after a 5-hour fast. Blood
samples were centrifuged for 15 minutes at 2000g, and the plasma was frozen at —80°C until
assay for total cholesterol, HDL/LDL cholesterol and triglycerides. Total cholesterol and
triglycerides were quantified by using colorimetric kit (Euromedex, Souffelweyersheim, France)
according to the manufacturer’s recommendations. HDL/LDL cholesterol and hepatic enzymes
were measured by using fluorometric kit (Euromedex, Souffelweyersheim, France) according to

the manufacturer’s recommendations.

Glucose tolerance test (IPGTT) After a 5-hour fast, a 2 g/kg glucose solution was injected
intraperitoneally in non-anesthetized animals. Glucose level in plasma was evaluated in a blood
drop at baseline and 15, 30, 60 and 120 minutes after the glucose load (t0) using a glucometer
(AccuCheck, Roche Diagnostics, Meylan, France). The area under the curve (AUC) and the

percentage of variations compared to tO0 were calculated from these values.

Statistics Data are presented as percent differences from baseline =+ SEM. Comparisons between
treatments or groups were performed using one-way ANOVA followed by a Bonferonni post hoc

test. P values < 0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS

Validation of marmoset as an experimental model of metabolic troubles

The average body weight of control and HFD groups did not differ at TO (361 = 7 g for control vs
365 = 4 g for HFD). The body weight remained stable in control primates whereas it started to
increase already after 2 weeks of enriched diet in the HFD group (Fig. 14 left). After 6 weeks,
HFD monkeys displayed significant body weight gain (382 + 6 g vs 356 + 12 g for control
animals). At the end of the 16-weeks period, all HFD-fed animals displayed increased body
weight, with calculated weight gains from TO to T16 ranging from + 1.43 % to + 15.79 % (Fig.
14 right). Food and water intakes were measured every day and related to body weight. Food but
not water intake was increased in HFD group (Fig. 1B).

Responses to glucose challenge were assessed with [IPGTT. Fasting glucose remained unchanged
in both control and HFD groups (Fig. 24); however, exposure to enriched diet increased the value
of the peak glycaemia in the HFD group, so that the mean percentage of variation at T16 from TO
of the AUC (%) IP glucose tolerance test was 6% increased (Fig. 2B). Of note, in the HFD group,
the AUC was increased in 6/9 animals (+ 0.44 % to 31.15 % from TO to T16); thus, the only
relatively moderate mean increase in AUC can be explained by the decreased AUC values in a
minority (2/9) of animals (Fig. 2B lower right).

Disorders in glucose homeostasis were associated with dyslipidemia. HFD group developed
plasma hypertriglyceridemia (+75 % + 25 vs +20 % + 13 between TO and T16 for HFD and
control animals, respectively) (Fig. 34). Total cholesterol also increased (+47.15% =+ 14.03 vs +
5.03% =+ 15.07 between TO and T16 for HFD and controls animals, respectively) (Table 1 and

Fig. 3B); total cholesterol is increased whereas HDL form is the same in the HFD group (HDL
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cholesterol/total cholesterol : 0.29 + 0.06 vs 0.31 £ 0.02 for control and HFD, respectively) (Fig.

3B).

Preventive effects of LNP599 on metabolic parameters

Body weight As stated above, the weight of HFD animals continued to increased from week 2 to
16 of the protocol, whereas that of the LNP599-treated animals stabilized (after 16 weeks,
control: 359 g+ 15.35, HFD: 389.37g + 9.88, HFD + LNP599: 363.33 + 13.76) (Fig. 14), despite
an increased food intake compared to controls (average consumption over the 16 weeks-period =

control: 28 = 1, HFD: 39 £ 2, HFD + LNP599: 34 g/kg/day + 2) (Fig. 1B).

Glucose regulation Values for fasting glucose were not different in controls (T0: 7.6 mM =+ 1.0,
T16: 7.8 mM = 1.2), HFD (T0: 6.7 mM + 0.8, T16: 6.3 mM = 0.5) and LNP599 treated animals
(TO: 7.0 mM + 0.9, T16: 7.5 mM = 0.7) (Fig. 24). Except for one animal, LNP599 at 10 mg.kg"
'.day" improved glucose regulation, as shown by the significant 20% of variations decrease in the

AUC IPGTT after 10 mg.kg™'.day”' LNP599 (Fig. 2B).

Lipids In HFD group, triglycerides and total cholesterol increased (Fig. 34 and Table 1). After 16
weeks, LNP599 treatment prevents the increase of plasma triglycerides (-9.10% + 17.79 vs +
74.84% + 25.18 in HFD group, p<0.05) (Fig. 34). LNP599 did not prevent the mean increase in
total cholesterol; however, the treatment prevented the fall in the HDL form of cholesterol and

induced an elevation of the HDL/total cholesterol ratio (Fig. 3B).
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DISCUSSION

The present study was designed to develop a new model of metabolic troubles which are
associated to MetS and to evaluate the LNP599 capacity to prevent the development of this
syndrome.

Because of the differences of lipid metabolism between rodents and Humans, there is an strong
need for alternative animal models to study MetS. Metabolic studies are usually conducted in
rodent but mice and rats display important differences with human. An alternative to rodent
models is the use of Rhesus monkey, a NHP. Phylogenetically, they are more similar to humans in
terms of lipoprotein profiles, pathogenesis of atherosclerotic disease, and genetic makeup. The
phylogenetic distance between humans and rodents limits the translational value of findings
whereas the close relationship between NHPs and humans makes them more appropriate to study
LNP599 effects [269]. In their pioneering work, Hansen and colleagues demonstrated that, along
with aging, some rhesus monkeys spontaneously develop obesity, followed by insulin resistance
and type 2 diabetes [270,271,272]. Nevertheless, the use of Rhesus monkey imposes difficulties
to manipulate, and these animals live older and present potential zoonotic risk [273]. Recently, to
investigate the development of MetS, a particular interest has been focused on the use of
marmosets because of their many advantages [274]. They are similar to humans in fat cell
function [275] and in pancreas structure [251]. In addition, lipogenesis occurs in the adipose
tissues, as in humans, whereas in rodent it takes place in the liver [252]. Even if studies in
marmosets are emergent, only some teams have demonstrated the effects of different enriched
diets. Wachtmann and coworkers demonstrated that marmosets fed a diet enriched in glucose
developed a prolonged hyperglycemic state as early as week 16. They also develop an obese
phenotype with an increase in fat mass. In contrast, animals fed a high-fat diet demonstrated a

delayed response such as they develop glucose metabolism troubles since week 40. They
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demonstrated only a transient increase in fat mass with a rapid return to basal levels [275]. In the
present study, we developed for the first time an enriched diet by combining glucose and fat. This
diet rapidly induces metabolic troubles in marmoset monkeys. Of note, all the metabolic troubles
were observed as soon as after 16 weeks of enriched diet, which is much shorter period than in
other marmoset models [275]. Thus, animals increased their body weight, displayed moderate
glucose intolerance without changes in fasting glucose, mimicking a pre-T2D phase, and
developed specific dyslipidemia, illustrated by increased triglycerides and total cholesterol,
associated with a reduction in the protective HDL form of cholesterol. Dyslipidaemia can be
defined as elevated LDL-cholesterol and decreased HDL-cholesterol and is a known risk factor
for the development of atherosclerosis in coronary artery disease [276], which is one of the major
causes of death world wide [277]. In the past, therapeutic strategies focused on lowering LDL-
cholesterol, primarily by the use of statins [278]. Actually, as cardiovascular events seem not to
be satisfyingly prevented by decreasing LDL-cholesterol, the therapeutic option consists to
increase HDL-cholesterol. The supposed mechanisms by which HDL-cholesterol decreases the
risk of cardiovascular event are supported by a lot of clinical studies. Prospective studies have
shown that a 1% lower HDL-cholesterol value is associated with a 3-4% increase in
cardiovascular event [279]. A recent meta-analysis of 23 studies performed in the Asia—Pacific
region reported that low levels of HDL-cholesterol, without any other lipid abnormalities, are
associated with an 20 % increased risk of cardiovascular event in Asian population [280].
Moreover, raising HDL-cholesterol (by nicotinic acid for example) has been shown to protect
against atherosclerosis and cardiovascular similarly to what is observed when LDL-cholesterol is
decreased [281]. Based on all these observations, our model of metabolic troubles in marmosets
may represent a clinically relevant model to study the pathophysiology and progression of MetS,

but also to evaluate the beneficial actions of emerging therapies targeting HDL-cholesterol.
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In previous studies, we demonstrated that molecules highly selective for I;R have beneficial
effects on several components of MetS in rodent models. In SHHF rats, LNP599 reduced blood
pressure and body weight and improved insulin resistance, glucose tolerance and lipid profile
[249]. In a model of insulin resistance, LNP509 improved glucose tolerance and insulin
sensitivity through a direct action on adiponectin signaling pathway [268]. Non-rodent studies
represent an essential step before starting clinical studies, but, as said before, dyslipidemia
observed in MetS are characterized by decreased HDL-cholesterol and increased LDL-
cholesterol, and can hardly be studied in rats. Because of the lipid metabolism differences
between rodents and humans, and since LNP599 toxicity testing and their beneficial effects were
validated in rodent model, a study in our innovative marmoset model of MetS could be
undertaken. Firstly, in vivo toxicology investigations and cellular viability tests (data not shown)
indicate that long-term treatment with LNP599 is well tolerated in marmoset. Because of its
pharmacokinetic properties (data not shown) and a good intestinal absorption, LNP599 could be
administered orally [264]. Moreover, this form is the more convenient, non invasive, and the
closest to the definitive drug form. On the basis of previous results and preliminary test studies on
marmoset, LNP599 was administered at a dose of 10 mg/kg/day, in order to characterize the
preventive effect of the treatment in animals receiving HFD diet compared to animals receiving
HFD or normal diet.

Treatment with LNP599 prevented the HFD-related weight gain. This stabilization of body
weight was not related to any reduction in food intake compared to untreated HFD animals; even,
it occurred while food intake was increased compared to control animals, most probably due to
higher appetence of the enriched pellets. These results suggest that LNP599 is at least able to
prevent weight gain without anorexigenic effect, which is in agreement with our previous reports

in rodent [249]. There is at least one hypothesis to explain the prevention of weight gain by
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LNP599 : LNP599 could increase energy expenditure. As observed previously, LNPs directly
phosphorylates and activates hepatocyte AMPK. AMPK is a major regulator of energy
homeostasis [268] and it has been involved for instance in the beneficial metabolic effects of
exercise. Physical activity leads to activation of AMPK in human skeletal muscle and in rodent
intra-abdominal adipose tissue and in liver to increase energy expenditure. Early study by Berger
and co-workers demonstrated that exercise diminishes obesity and insulin resistance in Zucker
rats by increasing AMPK activation in the skeletal muscle [282]. We can hypothesized that
LNP599 activates AMPK in the muscle, leading to increased energy expenditure, and
consequently to prevention of the body weight gain and increased food consumption.

LNP599 ameliorated dyslipidemia as show by the decreased triglycerides levels. Moreover,
although all HFD animals displayed increased total cholesterol, the elevation in LNP599-treated
animals could be mainly attributed to an increase in the HDL form of cholesterol. Hence,
HDL/total cholesterol ratio increased by 43 % compared to controls and by 37 % compared to
animals receiving enriched diet alone. Of note, this range of effect is higher than that of statins
and fibrates, the reference treatments of dyslipidemia in case of MetS, which are usually reported
to increase the ratio HDL/total cholesterol by 5-30 % [211]. Considering the gross value of HDL-
cholesterol in HFD and in HFD+LNP599 groups (3.06 £ 0.69 and 4.94 £ 1.31 mmol/L
respectively), LNP599 increased HDL-cholesterol by 61%, which is 4 times higher than statins

and fibrates (statins: 3-15%, fibrates: 5-20%) [283]. As elevated levels of HDL are associated

with reduced cardiovascular risk, this result must be considered with much attention.

Regarding glucose metabolism, HFD marmoset had normal fasting glucose values compared with
control animals; thus, it is not surprising that LNP599 treatment did not change this parameter.

However, IPGTT tests and AUC values show that primates receiving enriched diet exhibit lower,
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although moderate glucose intolerance. LNP599 treatment decreased AUC values, which
indicates improved glucose metabolism.

Our previous data unraveled direct actions of LNPs on insulin-sensitive cells, ie adipocytes and
hepatocytes, which could account for the beneficial effects seen in the present study [268]. To
confirm the ability of LNP599 to act directly on these cellular systems, further experiments
should be carried out in tissue samples from treated marmosets,

To conclude, the aim of this study was firstly to develop an original model of MetS in the non
human primate (callithrix jacchus, common marmoset). Indeed, the majority of the models
described in the literature settle on longer treatments. Our model offers new opportunities to
rapidly study the carbohydrate and lipid disorders in the human primates, more relevant to the
human pathophysiology. Regarding the therapeutic benefit of LNP599, we were able to confirm
its ability to act on all induced disorders in the developed model. This ligand prevented the
development of obesity, glucose intolerance and dyslipidemia. At present, the treatment of MetS
frequently associates 4 to 6 different drugs (antihypertensive, cholesterol-lowering,
hypoglycemic...). The development of new effective molecules acting simultaneously on several
cardio-metabolic disorders could represent an innovative therapeutic strategy, with less side

effects and decreased risks of drug interactions.
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Table 1. Effects of 16 weeks enriched diet £ LNP559 on lipids

Parameters were assessed before and at the end of the treatment period. Data are means + SEM.

Control HFD HFD + LNP599
Triglycerides (mmol/L) 0.814+0.114 1.374 + 0.207 0.621 + 0.052
Cholesterol
Total cholesterol (mmol/L) 6.224 £0.430 9.714 £ 1.743 11.290 £2.499
HDL/total cholesterol 0.283 £ 0.063 0.309 + 0.021 0.416 £ 0.021
LDL/total cholesterol 0.247 £ 0.089 0.261 £ 0.035 0.334+£0.131
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Figure 1. Effect of 16 weeks of high fat diet £+ LNP599 on weight gain, food and water intake
Controls (n=5) received normal diet whereas other animals received enriched diet with vehicle
(n=8) or LNP599 (10 mg/kg:day, n=6) during 16 weeks. A: Body weight was measured once a
week. Data are expressed in grammes and in percentage of variations between the start (T0) and
the end (T16) of the experiment for each group. B: Water and food intake were monitored every
day. Data are means = SEM. *: P<0.05 control marmosets versus high fat diet marmosets.
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Figure 2.
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Figure 2. Effect of 16 weeks of high fat diet £+ LNP599 on glucose parameters

Controls (n=5) received normal diet whereas other animals received enriched diet (HFD) with
vehicle (n=8) or LNP599 (10 mg/kg:day, n=6) during 16 weeks. A: Fasting glucose in plasma
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was evaluated before (T0) and at the end (T16) of the treatment period. B: Glucose tolerance was
tested before (TO) and at the end (T16) of the treatment period. A glucose solution (2 g/kg) was
administered i.p. at t, ; the plasma glucose was then determined after 15, 30, 60 and 120
minutes ; the area under the curve (AUC) was calculated from these values. Data are means =+
SEM. *: P<0.05 HFD-marmoset versus LNP599-treated animals.
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Figure3.
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Figure 3. Effect of 16 weeks of high fat diet £ LNP599 on lipid metabolism
Controls (n=5) received normal diet whereas others received enriched diet (HFD) with vehicle
(n=8) or LNP599 (10 mg/kg:day, n=6) during 16 weeks. Blood samples were obtained from
isoflurane anesthetized marmosets. A. Plasma triglycerides *: P<0.05 TO versus T16 in HFD
animals. $: P<0.05 placebo versus LNP599-treated animals. B. HDL/total cholesterol. *: P<0.05
high fat diet marmoset versus LNP599 treated animals.
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Etude des effets périphériques d’un ligand sélectif des récepteurs aux
imidazolines de type 1(LNP509)
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Contexte et objectifs

Un nombre grandissant d’études atteste de I’importance majeure du tissu adipeux dans la
régulation de la sensibilit¢ a I’insuline via la sécrétion de nombreuses adipokines/cytokines
[284,285]. Une d’entre elles, 1’adiponectine, est connue pour ses fonctions insulino-
sensibilisantes [286] et est inversement corrélée au niveau d’obésité. Les données de la littérature
suggerent qu’une diminution de I’adiponectine circulante associée a une baisse d’expression de
ses récepteurs engendrent une perte de la sensibilit¢ a 1’insuline, évoluant en syndrome
métabolique et laissant place au développement de complications cardiovasculaires (Tarquini et
al, 2007). Le développement de stratégies thérapeutiques capables d’activer la cascade de
signalisation de ’adiponectine représente donc un défi majeur [287,288].

Cette étude avait pour objectif la compréhension de certains des mécanismes périphériques
(indépendants des effets centraux) impliqués dans les effets bénéfiques de molécules sélectives
des récepteurs aux imidazolines de type 1(RI;)[249]. Nous nous sommes donc intéress€s aux
effets d’un ligand incapable de franchir la barriere hémato-encéphalique, le LNP509 [266]. Ses
effets sur la tolérance au glucose, la sensibilit¢ a I’insuline et la modulation de la cascade de
signalisation de 1’adiponectine ont été évalués in vivo (modele murin d’intolérance au glucose) et
in vitro (cellules pancréatiques rin mSF, adipocytes primaires, lignée cellulaire hépatocytaire

HepG2).
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IL.

Méthodologie

I1.1. Le modele d’intolérance au glucose :
Le rat Wistar agé (12-14 mois) est un modele d’intolérance au glucose « spontanée » liée a I’age.
Comparés a des animaux jeunes (1-2 mois), ces derniers présentent une hyperinsulinémie, un
index HOMA-IR multiplié par 2 et une intolérance au glucose. Les animaux agés recoivent le
LNP509 par injection intra-péritonéale chaque jour pendant 7 jours. Le LNP509 est dissout dans
une solution de NaCl 0.9% (5-10 ou 20 mg/kg/jour). Des rats agés recevant une injection de
sérum physiologique servent d’animaux contrdles. Durant le protocole, différents paramétres sont

mesures :

Poids corporel, consommation en eau et en nourriture

- Mesure invasive de la pression artérielle

- Prélévement d’échantillons sanguins pour la mesure des catécholamines circulantes, de

I’insuline et de I’adiponectine totale

- Test de tolérance au glucose (0.5 g/kg iv) et test de tolérance a I’insuline (1.5 U/kg ip)

avec mesure des glycémies a jeun et 3, 6, 10, 15, 30, 45 et 60 apres injection.

- Prélévement de tissus :

o fixés au paraformaldéhyde 4% pour analyses histologiques

o congelés a -20°C pour western blot, dosages ELISA et études de liaisons

spécifiques (binding)
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I1.2. Etudes in vitro

I1.2.1. Cellules rin m5F

Une amélioration de la tolérance au glucose résulte d’une augmentation de la sécrétion
d’insuline ou d’un accroissement de la sensibilité des cellules cibles. Afin de valider une des
hypothéses, des concentrations croissantes de LNP509 (107M a 10°M) ont été testées sur des
cellules pancréatiques B rin m5F. Le milieu de culture est collecté afin de mesurer la sécrétion

d’insuline.

I1.2.2. Adipocytes primaires

La présence des RI; au niveau du tissu adipeux a été vérifiée par des études de liaisons
spécifiques. L hypothese d’un effet direct sur la sécrétion d’adiponectine a été vérifiée sur des
cultures primaires d’adipocytes issues du tissu adipeux péritesticulaire de rats 4gés non traités
par le LNP509. Les cellules primaires ont été incubées en présence de LNP509 a des
concentrations croissantes (10°M a 10*M) et I’adiponectine sécrétée par les adipocytes a été

dosée dans le surnageant de culture. .

I1.2.3. Cellules HepG2

La capacit¢ du LNP509 & moduler directement I’activation d’un acteur majeur de
I’homéostasie glucidique et cible de 1’adiponectine, I’AMPK, a été analysée sur une lignée
cellulaire dérivant d’hépatocarcinome humain, les cellules HepG2. La présence des RI; a tout
d’abord été vérifiée par des études de liaisons spécifiques. Les cellules ont ensuite été traitées
par du LNP509 a des concentrations croissantes (10°M a 10°M). Le niveau d’activation

(phosphorylation) de ’AMPK a été analysé par Western Blot.

I1.3. Mesures/Dosages/Analyses statistiques
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La mesure de la pression artérielle (PA) a été réalisée grace a ’implantation d’un cathéter
au niveau de I’artére fémorale. La PA est suivie pendant 15 minutes grace a un systéme

d’acquisition et d’analyse (EMKA Technologies, Paris, France)

La glycémie est évaluée sur une gouttelette de sang prélevée a la queue a 1’aide d’un
glycométre (AccuCheck, Roche Diagnostics, Meylan, France). Ces valeurs permettent le

calcul de I’index HOMA-IR.

Le dosage des catécholamines circulantes est réalis¢é par HPLC (Plateau technique de

Biochimie, NHC Strasbourg, France).

L’insuline et I’adiponectine plasmatique ont ét¢ mesurées a 1’aide de kits ELISA (insulin :

Mercodia, Uppsala, Sweden ; adiponectine : B-Bridge, Paris, France)

Le niveau d’activation des cascades de signalisation de I’insuline et de 1’adiponectine est
mesuré¢ par Western Blot, en évaluant le rapport AKTp/AKTtot et AMPKp/AMPKtot,

respectivement.

Les ¢études de liaisons spécifiques ont été¢ réalisées sur les tissus/cellules cibles de
I’insuline et de 1’adiponectine : foie, tissu adipeux et cellules hepG2. Les analyses sont
faites sur des préparations membranaires ou des cellules en suspension en présence de 0.5
nM de ['*I]para-iodoclonidine, 10 uM de rauwolscine et de 6 concentrations de ligand

non radioactif (clonidine et LNP509, 10® a 10°M).

Les résultats sont présentés sous formes de moyenne = SEM. Les analyses statistiques
consistent en une analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivi d’un test post-hoc de

Bonferonni. Une valeur de p<0.05 est considérée comme statistiquement significative.
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III. Principaux résultats

Cette étude a permis de montrer que :
v" Le rat Wistar male agé est un modéle de résistance a 1’insuline spontanée

v Les animaux (rats 4gés) traités par le LNP509 présentent une amélioration de la tolérance
au glucose et de la sensibilité a I’insuline associée a une augmentation de 1’adiponectine

plasmatique.

v Des analyses réalisées sur des biopsies hépatiques d’animaux traités nous ont permis de

mettre en évidence une augmentation de la phosphorylation d’AKT et d’AMPK.

v L’hypothése d’un effet direct sur la sécrétion d’adiponectine a été validée sur des cultures
primaires d’adipocytes issues du TA péritesticulaire de rats: le LNP509 augmente de

fagon dépendante de la concentration la sécrétion de I’adiponectine
v' Le LNP509 seul active I’AMPK de maniére dépendante de la concentration et des RI,

L’activation des RI; périphériques stimule la voie de signalisation de I’adiponectine et

permet ainsi I’amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I’insuline.
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Am J Physiol Endocrinol Metab 309: E95-E104, 2015. First pub-
lished May 26, 2015; doi:10.1152/ajpendo.00021.2015.—Altered adi-
ponectin signaling and chronic sympathetic hyperactivity have both
been proposed as key factors in the pathogenesis of metabolic syn-
drome. We recently reported that activation of I, imidazoline recep-
tors (I;R) improves several symptoms of the metabolic syndrome
through sympathoinhibition and increases adiponectin plasma levels
in a rat model of metabolic syndrome (Fellmann L, Regnault V,
Greney H, et al. J Pharmacol Exp Ther 346: 370-380, 2013). The
present study was designed to explore the peripheral component of the
beneficial actions of IR ligands (i.e., sympathoinhibitory independent
effects). Aged rats displaying insulin resistance and glucose intoler-
ance were treated with LNP509, a peripherally acting I,R agonist.
Glucose tolerance, insulin sensitivity, and adiponectin signaling were
assessed at the end of the treatment. Direct actions of the ligand on
hepatocyte and adipocyte signaling were also studied. LNP509 re-
duced the area under the curve of the intravenous glucose tolerance
test and enhanced insulin hypoglycemic action and intracellular sig-
naling (Akt phosphorylation), indicating improved glucose tolerance
and insulin sensitivity. LNP509 stimulated adiponectin secretion act-
ing at IR on adipocytes, resulting in increased plasma levels of
adiponectin: it also enhanced AMPK phosphorylation in hepatic
tissues. Additionally, IR activation on hepatocytes directly enhanced
AMPK phosphorylation. To conclude, I;R ligands can improve insu-
lin sensitivity acting peripherally, independently of sympathoinhibi-
tion; stimulation of adiponectin and AMPK pathways at insulin target
tissues may account for this effect. This may open a promising new
way for the treatment of the metabolic syndrome.

adiponectin and AMPK signaling: glucose tolerance: I1 imidazoline
receptors; insulin resistance; metabolic syndrome; sympathetic tone

METABOLIC SYNDROME (MetS) is defined as a cluster of interre-
lated risk factors that promotes the development of cardiovas-
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cular and metabolic diseases. The most prominent risk factors,
also used as diagnosis criteria, are abdominal obesity, elevated
blood pressure, atherogenic dyslipidemia, and insulin resis-
tance associated or not with elevated fasting plasma glucose
(16, 17, 31).

Adiponectin, a major adipocyte-derived hormone, can as-
semble into several oligomeric isoforms, including low, mid-
dle, and the most physiologically active, high-molecular-
weight isoforms, and acts via two receptors, AdipoRI and
AdipoR2 (23, 36). Adiponectin resistance, consecutive to de-
creases in both adiponectin level (hypoadiponectinemia) and
adiponectin receptor expression, may account for the initial
loss of insulin sensitivity of target cells, evolving into premeta-
bolic, then MetS, and, finally, overt cardiovascular disease (40,
42). Based on these observations, promoting adiponectin path-
way has emerged as a potential therapy for the treatment of
MetS (18, 22, 45).

Several components of MetS, i.e., hypertension (8, 12),
obesity (6, 14), insulin resistance (44), and diabetes (37),
have been associated with increased sympathetic nerve
activity. Hence, sympathetic hyperactivity has been pro-
posed as another key factor in the pathogenesis of MetS (13,
27). Pharmacological inhibition of sympathetic activity
could therefore also represent an interesting strategy for the
treatment of the MetS.

We (2, 7) recently described an original compound
(LNP599) selective for I imidazoline receptors (I;R), with
both sympathoinhibitory and adiponectin secretion-stimulating
effects. I)R were first described in 1984 by Bousquet and
coworkers (3) as part of the medullary receptors targeted by the
centrally acting anti-hypertensive drug, clonidine, and its de-
rivatives. LNP599 is a pyrroline analog of clonidine, with
nanomolar affinity and high selectivity for I;R and no detect-
able affinity for the other pharmacological target of clonidine
and related compounds, the o-adrenergic receptors (2).
Chronic treatment with LNP599 had favorable effects on all
the symptoms of MetS, i.e., blood pressure, body weight,
glucose tolerance, and lipid profile, and increased plasma
adiponectin levels, in a rat model of MetS (spontaneously
hypertensive, heart failure rats, SHHF). Additionally, the drug
was shown to promote adiponectin synthesis and secretion
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from cultured 3T3-L1 adipocytes through an I;R-dependent
mechanism of action (7). These data demonstrated for the first
time that imidazoline-like drugs may prove beneficial for the
treatment of MetS.

The objective of the present study was to further explore the
peripheral, direct (i.e., sympathoinhibitory independent) ac-
tions of I}R ligands on insulin resistance and glucose homeo-
stasis. To this end, experiments were carried out in aged rats,
a model of spontaneously developing glucose intolerance
and insulin resistance [(11) and present data]. In order to
target only peripheral IR and to rule out centrally mediated
changes in cardiovascular parameters and glucose regula-
tion, animals were treated intraperitoneally with LNP509,
an analog of LNP599 that has been previously shown not to
cross the blood-brain barrier (33). Moreover, the LNP509
ligand displays a good affinity for I)}R and no detectable
affinity for the ap-adrenergic sympathoinhibitory receptors
(33). We established that 7) imidazoline-like drugs can
reduce insulin resistance acting peripherally, independently
of any sympathoinhibition, and 2) the drug-induced im-
provement of insulin sensitivity is associated with an in-
crease in circulating adiponectin levels and a stimulation of
AMPK signaling in hepatocytes.

MATERIAL AND METHODS

Animals and treatments. Young (1-2 mo old, body weight 360 *
6 g) and aged (12-14 mo old., body weight 633 = 6 g) male Wistar
rats (Elevage Janvier, St Berthevin, France) were housed in a tem-
perature- and light-controlled room and allowed ad libitum access to
standard diet and water. All procedures conformed to the French and
European guidelines and were approved by the Animal Ethics Com-
mittee of the Strasbourg University.

The IR ligand LNP509 [cis-/trans-dicyclopropylmethyl-(4,5-di-
methyl-4,5-dihydro-3Hpyrrol-2-yl)-amine] (33) was administered
daily by intraperitoneal (ip) injection for 7 days: control rats were
injected in parallel with vehicle (NaCl 0.9%). At the end of the
treatment period, cardiometabolic parameters were assessed in over-
night-fasted, pentobarbital sodium-anesthetized animals. Rats were
then administered an intravenous lethal dose of pentobarbital sodium.
Tissues were removed and immediately fixed in 4% paraformalde-
hyde for histological examinations or flash-frozen and stored at
—80°C for quantitative RT-PCR, Western blot or binding analysis, or
ELISA assay.

Arterial blood pressure and heart rate recording. The femoral
artery was catheterized, and arterial pressure signal was monitored
continuously for 15 min with a pressure transducer coupled to a
computerized data acquisition and analysis system (EMKA Technol-
ogies, Paris, France). At the end of the measurements, plasma was
sampled and stored at —20°C until biochemical assay.

Biochemical measurements. Concentrations of plasma catecholamines
were measured by HPLC (Plateau technique de Biochimie, NHC Stras-
bourg, France). Glucose levels were evaluated in a blood drop using
a glucometer (AccuCheck, Roche Diagnostics, Meylan, France).
Plasma insulin and adiponectin were quantitated by ELISA Kits
(insulin: Mercodia, Uppsala, Sweden: adiponectin: B-Bridge, Paris,
France) according to the manufacturers’ instructions. The HOMA
index of insulin resistance (IR) was calculated as: [fasting insulin
(mU/1) X fasting glucose (mmol/1)]/22.5.

Glucose and insulin tolerance tests. Glucose (0.5 g/kg iv) was
administered at t = 0 min. Plasma glucose and insulin concentrations
were then determined at the indicated times: the area under the curve
(AUC). peak glycemia, and rate of glucose clearance were calculated
from these values. Insulin (1.5 U/kg ip) was administered at = 0

IMIDAZOLINE DRUGS STIMULATE ADIPONECTIN AND AMPK PATHWAYS

min; plasma glucose was then determined after 15, 30, 45, and 60 min.
The AUC was calculated from these values.

Pancreas histology and function. Fixed pancreatic tissues were
embedded in paraffin, and 5-pm slices were cut and stained with
hematoxylin-eosin. Microscopic images were captured using a video
camera coupled to a computer (Leica Microsystems, Heerbrugg,
Switzerland) and analyzed with Image J software. Total RNA was
extracted from pancreas samples using the MagNA Pure Compact
RNA Isolation Kit (Roche, Basel, Switzerland) and then reverse-
transcribed into cDNA using the LightCycler Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche). Insulin gene expression was measured
by quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) using
a LightCycler amplifier and a fluorescent Sybr Green I dye for
detection (Roche) and using specific primers for the rat insulin gene
(forward 5'-CAGCTACAATCATAGACCAT-3"; reverse 5'-TA-
AAGCCTTTGAATGAGCACCA AAA-3"). The cycling conditions
were: 95°C for 10 min, then 40 cycles at 94°C for 15 s, 63°C for 15
s, and 72°C for 20 s. Relative insulin gene expression in treated
animals was standardized to the 18S housekeeping gene (26) and
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Fig. 1. Glucose intolerance and insulin resistance in aged rats. Blood

samples were obtained from pentobarbital-anesthetized rats. A: Homeosta-
sis model assessment (HOMA) index for insulin resistance (IR) was
calculated from fasting glucose and insulin values as detailed in MATERIAL
AND METHODS. B: For the glucose tolerance test, a glucose solution (0.5
g/kg) was administered iv: plasma glucose concentration was then deter-
mined after 3, 6, 10, 15, and 30 min, and the area under the curve (AUC)
was calculated from these values. Data are means * SE. *P << 0.05 aged
rats (n = 7) vs. young rats (n = 6).
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Table 1. Effects of 1-wk treatment with LNP509 on body
weight, food and water intake, cardiovascular parameters,
and plasma catecholamines in aged rats

Rats Receiving Vehicle
(1 ml-kg~'.day " ip;

Rats Receiving LNP509
(10 mg-kg~'-day ! ip;

n=29 n=8)
day 1 day 8 day 1 day 8
Body weight, g 642+ 15 63515 65118 636=18
Food intake, gkg '-day ' 38+4 43=2 404 33%3
Water intake,
ml-kg~!-day! 55+4 61 =5 597 53x4
Arterial blood pressure,
mmHg
Systolic 111 £5 104 =6 1097 1154
Diastolic 98 5 91 =8 95+7 102%6
Mean 102 £5 95 =7 9+7 107%5
Heart rate, beats/min 334+9 35517 2909*14 31918
Plasma catecholamines,
pmol/l
Norepinephrine 50049 750102 441 *+97 41570
Epinephrine 134 £50 199 =26 7619 9115
Dopamine 187 £86 195 =93 134 £20 145=26

Data are means * SE. Parameters were assessed before (day 1) and at the
end (day &) of the treatment period. There was no statistically significant
difference between day I and day 8 within control and LNP509-treated groups.

normalized by the expression obtained in the control group. Expres-
sion level of the membrane glucose transporter Glut2 was determined
by Western blot analysis (see below).

Immunoblotting. Pancreatic and hepatic tissues were homogenized
in HEPES buffer containing protease and phosphatase inhibitors, then
centrifuged 10 min at 10,000 g at 4°C. The membrane glucose
transporter Glut2 was detected using a rabbit polyclonal anti-Glut2

O
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antibody (Millipore): total AMPKa, AMPK phosphorylated on Thr'”2
(pPAMPKa), total Akt, and Akt phosphorylated on Ser*”® (pAkt) were
probed using appropriate rabbit antibodies purchased from Cell
Signaling. All antibodies were incubated overnight at 4°C with
gentle shaking. Reactive proteins were detected and quantified
using the Bio-Rad Chemidoc System. GAPDH expression level
was used to normalize the Glut2 detection. AMPK and Akt
activations were evaluated by the ratio pAMPKa/AMPKa and
pAkUAKt, respectively.

Insulin secretion by rin m5F pancreatic B-cells. Rin m5F pancre-
atic B-cells obtained from A. Langlois (Centre Européen d’Etude du
Diabete, Strasbourg, France) were cultured in 24-well plates at 5 X
10° cells/well in RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum and 2% penicillin-streptomycin. Insulin secretion
was stimulated by 24-h exposure of the cells to high glucose (25 mM).
The culture medium was then collected, and insulin levels were
measured by ELISA. In some experiments, incubations were carried
out in the presence of the calcium chelator EGTA-Naz (0.5 mM).
LNP509 was added at increasing concentrations (from 10-7 to 103
M) during the 24-h exposure to glucose.

Adiponectin secretion by isolated adipocytes. Adipocytes were
isolated from the epididymal white adipose tissue of aged male Wistar
rats according to a modified version of Rodbell’s adipocyte isolation
method (32). Briefly, the adipose tissue was collected, minced, and
incubated in collagenase solution (I mg/ml collagenase type I-A in a
Krebs-Ringer solution supplemented with 500 nM adenosine and 1%
BSA) at 37°C for 45 min. The resulting suspension was filtered
through a nylon mesh, centrifuged (500 g, 4 min), and washed three
times to separate mature adipocytes from stromal cells. Adipocytes
were plated in a 96-well plate (5.000 cells/well) in Krebs-Ringer
buffer supplemented with 1% BSA and 1 U/ml adenosine desaminase
in the absence or presence of LNP509 or insulin. After 3 h, the culture
medium was collected and adiponectin content measured by ELISA
(see above). In some experiments, efaroxan was added 30 min prior
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Fig. 2. Ii-imidazoline receptor (I;R) ligand
LNP509 improves glucose tolerance in aged
rats. Aged rats were treated for 7 days with
vehicle or LNP509 [A: 10 mg-kg~'-day ' ip
(n = 8 vs. 9 rats receiving vehicle); B:
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RESULTS

Validation of aged rats as an experimental model of insulin
resistance. Compared with young animals, aged rats displayed
mild but significant hyperinsulinemia (1.44 * 0.35 vs. 0.56 =
0.09 g/l in young animals) and doubled HOMA-IR (Fig. 1A).
Fasting glucose remained unchanged: however, the peak gly-
cemia following iv glucose (0.5 g/kg) was significantly in-
creased (14.5 = 0.7 and 18.9 = 1.0 mmol/l in young and aged
rats, respectively), and the glucose clearance was slower, so
that the AUC iv glucose tolerance test (IVGTT) was 28%
greater (Fig. 1B). These disorders in glucose regulation were
not associated with hypertension (Table 1) or dyslipidemia
(plasma total cholesterol = 1.76 % 0.11 mmol/l and triglycer-
ides = 0.67 £ 0.18 mmol/l).

Effects of LNP509 on cardiovascular parameters and
plasma catecholamines. Aged rats were treated daily with
LNP509 10 mg/kg ip. One week’s treatment did not signifi-
cantly influence body weight and food and water consumption
(Table 1). Cardiovascular parameters and catecholamine con-
centrations in plasma were also unchanged (Table 1), confirm-
ing the lack of sympathoinhibitory action of the drug under
these conditions of administration.

Effects of LNP509 on glucose regulation and insulin
resistance. Values for fasting glucose (7.0 = 0.2 mmol/l),
fasting insulin (3.1 = 0.5 pg/l), and HOMA-IR (22.9 £ 3.7)
were not significantly different in rats treated with LNP509
compared with rats receiving the vehicle. Glucose tolerance
was improved by LNP509, as shown by the 15% decrease in
the AUC IVGTT after 10 mg-kg~'-day ' LNP509 (Fig. 24,
left). Glucose-induced insulin secretion was similar in peak
amplitude in both groups, but the secretory response was
maintained for a significantly longer time in untreated animals

A
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than in LNP509-treated rats (Fig. 2A, right). Thus, in the
treated animals, lower levels of plasma insulin were associated
with more rapid decreases in glycemia, suggesting a more
efficient action of the hormone after LNP509 treatment.

In a series of experiments, we confirmed the beneficial effect
of the drug on glucose tolerance. The AUC IVGTT was
reduced by 15 and 12% after 10 and 20 mgkg '-day!
LNP509, respectively, compared with control (Fig. 2B). This
beneficial action was related to an accelerated glucose clear-
ance (0.238 = 0.021 mmol-1~"-min~! in control rats compared
with 0.352 £ 0.015 and 0.314 = 0.020 mmol-1~"-min™" in rats
treated with LNP 10 and 20 mg-kg '-day ', respectively),
rather than changes in the peak glycemia. A lower dose of
LNP509 (5 mg-kg ™ '-day ') was devoid of effect on glucose
tolerance (Fig. 2B).

Improvement of glucose tolerance could result from en-
hanced insulin secretion, better insulin action on target cells
(i.e., higher sensitivity of insulin target cells to the hormone),
or both. We observed no increase in baseline (fasting) insulin
and glucose-induced peak insulin secretion in treated rats
compared with control animals (see above). In agreement with
these data, insulin mRNA expression was unchanged by
LNP509 treatment (Fig. 3B). There was also no difference in
the morphology and function of pancreas: the number and size
of Langerhans islets, as well as expression levels of the
membrane glucose transporter Glut2, were similar in the two
groups (Fig. 3, A and C). Finally, the effect of LNP509 on
secretory responses of RIN m5F pancreatic B-cells was ex-
plored (Fig. 3D). Insulin secretion was induced by exposure of
the cells to high glucose: insulin release was reduced by the
calcium chelator EGTA, indicating an exocytotic process. In
agrement with the results obtained in vivo, there was no effect

Fig. 4. LNP509 enhances insulin action in aged rats.
Aged rats were treated for 7 days with vehicle or
LNP509 (10 mg-kg~'-day ! ip). A: insulin (1.5 U/kg)
was administered ip at fo: plasma glucose concentra-
tion was then determined after 15, 30, 45, and 60 min,
and AUC was calculated from these values. Data are
means = SE. *P << 0.05 vehicle (n = 7) vs. LNP-
treated rats (n = 8). B: Akt activation was evaluated by

min the ratio Akt phosphorylated on Ser*”? (pAkt)/total Akt
determined by Western blot analysis in hepatic tissues
B 59 * from rats after glucose challenge (C, vehicle-treated: L,
[1 vehicle (n=4) LNP509-treated: INS, positive control with cultured
4 — Bl LNP509 10 mg/kg/day (n=5) PC12 cells stimulated with 100 nM insulin for 30 min).
Data are means *= SE. *P << 0.05 vehicle (n = 4) vs.
o2 s o LNP-treated rats (n = 5).
<  ¢cc c L L L
—
ﬁ 2 - PAKT (Srd73) s . o w—— N —
& AKT  — — — N — ——
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Fig. 5. LNP509 increases adiponectin secre-
tion and AMPK activation in aged rats and
primary cultured adipocytes. A and B: aged
rats were treated for 7 days with vehicle (n =
9) or LNP509 (10 mg-kg "-day ' ip, n = 8).
A: at the end of the treatment period. plasma
(PI) adiponectin levels were assessed by
ELISA. Hepatic tissue was removed and
stored at —80°C for further analysis. B:
AMPK activation in hepatic tissue was eval-
vated by the ratio AMPK phosphorylated on
Thr'™ (pAMPKa)/total AMPKa determined
by Western blot (C, vehicle-treated rat: L,
LNP509-treated rat; AICAR, positive control
with cultured HepG2 cells stimulated with
ImM AICAR for 60 min). Data are means *
SE. *P < 0.05 vs. rats treated with vehicle. C
and D: primary cultured adipocytes isolated
from aged rats were stimulated for 3 h with
increasing concentrations of LNP509 or with
insulin in the absence or presence of IiR
antagonist efaroxan, PI3K inhibitor wortman-
nin, phosphodiesterase inhibitor IBMX, and
FOXOI1 inhibitor AS1842856 at indicated
concentrations. Secreted adiponectin  was
measured in culture medium using ELISA.
Data are means * SE of 4-7 independent
experiments. *P << 0.05 vs. nonstimulated

Pl-Adiponectin [mg/L]
N
1

100
[ -efaroxan
75

Secreted adiponectin [ng/mL] O

9

Hl + efaroxan 104M

*
i HE‘E‘EIHFQL |
o_
0 10 10 107 10 105  10#

IMIDAZOLINE DRUGS STIMULATE ADIPONECTIN AND AMPK PATHWAYS

B PAMPKa (Thr172) O ——
AMPKD s s C—
o

‘\_d’

* Cc L

pAMPKa / AMPKa

D 100+

75

[ - wortmannin

Bl + wortmannin 104M
& i

insulin 10* M LNP509 10* M

N O
o v o
L 1 1

100

-LNP509 10*M +LNP509 10*M

75
50

Secreted adiponectin [ng/mL]

cells. $P < 0.05 vs. nonpretreated cells.

of the ligand on glucose-induced insulin secretion by pancre-
atic B-cells [82.2 = 21.9 and 81.2 £ 11.2 pg insulin/l of the
culture medium, in the absence and in the presence of LNP509
at the highest concentration tested (10~ M), respectively]. All
together, the collected data argued against the hypothesis of an
LNP509-mediated augmentation of insulin secretion in aged
rats.

To explore the hypothesis of an improvement of insulin
action at target cells following LNP509 administration, an
insulin tolerance test was carried out in another group of
animals. Insulin injection produced marked and long-lasting
hypoglycemia in all animals, but the effect was more pro-
nounced in LNP509-treated rats (Fig. 4A). Thus, plasma glu-
cose was reduced by 40—45% after 30 min and remained stable
thereafter in vehicle-treated rats. In contrast, glycemia contin-
ued to decrease in rats receiving LNP509, to reach a 60%
reduction after 60 min: consequently, the AUC was signifi-
cantly decreased by LNP509 treatment (214 = 7 vs. 247 * 14;
Fig. 4A). Activation of Akt, a key factor of the intracellular
signaling pathways of insulin, was also significantly enhanced
in hepatic lysates from treated animals after glucose challenge
compared with control animals (Fig. 4B).

Effects of LNP509 on adiponectin secretion and AMPK
signaling pathway. Since adiponectin acts as a major insulin-
sensitizing hormone, increased adiponectin plasma levels pro-
mote insulin action and AMPK is a major target of adiponectin
intracellular signaling pathways, adiponectin and AMPK sig-
naling were assessed in rats receiving LNP509 and in cultured

LNP509 (M)

0-
AS1842856
10°M
BMX - . . . . .
510°M

] -—5

cells, i.e., adipocytes and hepatocytes. Animals treated with
LNP509 10 mg-kg '-day~! for 1 wk displayed significantly
enhanced plasma adiponectin levels (2.04 = 0.21 vs. 1.48 *
0.11 mg/l; Fig. 5A): AMPK activation was also enhanced in
hepatic tissues of animals receiving LNP509 (+35% for the

1.6 - -Efaroxan
® 4+ Efaroxan 10°*M
¥ 1.2-
:
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X
g i
§o.4- I 1 !
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Fig. 6. LNP509 increases AMPK« phosphorylation in cultured human HepG2
hepatocytes. HepG2 cells were stimulated with increasing concentrations of
LNP509 in the presence or absence of efaroxan; AMPK activation was
evaluated by the ratio AMPK phosphorylated on Thr'7? (pAMPKa)/total
AMPKa determined by Western blot. Data are means = SE of 3-7 indepen-
dent experiments. *P << 0.05 vs. nonstimulated cells.

AJP-Endocrinol Metab « doi:10.1152/ajpendo.00021.2015 « www.ajpendo.org



IMIDAZOLINE DRUGS STIMULATE ADIPONECTIN AND AMPK PATHWAYS

ratio pAMPKa/AMPKa: Fig. 5B). In mature adipocytes iso-
lated from aged rats, application of LNP509 elicited a concen-
tration-dependent adiponectin secretion that was totally pre-
vented by pretreatment of the cells with the I}R antagonist
efaroxan (Fig. 5C). The LNP509-induced adipokine secretion
was not altered by inhibition of PI3K by wortmannin but was
reduced after phosphodiesterase and FOXO1 blockade (—74%
and —49%, respectively; Fig. 5D). Of note, the phosphodies-
terase and FOXOI inhibitors did not significantly influence
basal (i.e., LNP509-independent) adiponectin secretion (Fig.
5D). Finally, the possibility of additional direct effects of
LNP509 on AMPK was investigated in the human hepatocar-
cinoma cell line (HepG2 cells). Addition of LNP509 induced a
concentration-dependent increase of the ratio pAMPKao/
AMPKa, which was totally abolished by efaroxan (Fig. 6).
Membrane expression of I1R on tissues and cells targeted by
LNP509. Competition binding assays were carried out on
membrane preparations from adipose and hepatic tissue and on
cell suspensions of HepG2 cells (Fig. 7). In control experi-
ments (Fig. 7, left), the reference competitors clonidine and

E101

p-iodoclonidine (PIC) displayed typical I;R binding properties,
displacing the I;R specific binding of ['IJPIC with two
affinity (high- and low-affinity) sites. Depending on the tissue
or cell extract, LNP509 exhibited one or two affinity sites for
displacement of the ['’TJPIC-specific binding.

DISCUSSION

The present study was designed to explore the peripheral
mechanisms involved in the beneficial actions of I;R ligands
on glucose regulation and insulin resistance. Experiments were
carried out in aged rats that displayed impaired glucose regu-
lation and mild insulin resistance but no other cardiometabolic
disorders. Thus, blood pressure and fasting glucose and lipid
levels measured in aged animals were similar to those
reported in young or healthy animals (7, 11, 19) and were
much lower than those reported in rat models of diabetes or
MetS (7. 19, 43). In order to target only peripheral I}R, the
LNP509 ligand was administered intraperitoneally. LNP509
lowers blood pressure only after central administration,
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n"s . n=3 ipose and hepatic tissues and in HepG2 cell
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indicating that it does not cross the blood-brain barrier, at
least in its active form (33).

One-week treatment of aged rats with LNP509 improved
glucose tolerance. This beneficial effect can result from in-
creased glucose-induced insulin secretion and/or increased
peripheral glucose utilization and clearance following an im-
provement of insulin action. In the present study, several
observations argue for an LNP509-evoked enhancement of
insulin sensitivity of target cells, at least hepatocytes, and rule
out any enhancement in insulin secretion by pancreatic B-cells.
First, there was no change in pancreas histology, insulin
mRNA expression, and the Glut2 membrane expression, ex-
cluding a trophic or stimulatory action of the ligand on insulin-
secretory cells: second, basal insulin release assessed both in
vivo and in vitro was not modified by LNP509. Last, we found
no detectable I;R-specific binding of LNP509 on RIN m5F
membranes (data not shown). Inversely, lower levels in glu-
cose-evoked insulin release provoked more rapid glucose
clearance in the treated animals. Finally, direct measurements
of 7) the hypoglycemic action of insulin administration and 2)
the glucose-evoked activation of hepatic intracellular insulin
signaling (pAkt/Akt ratio) confirmed the improved insulin
sensitivity. Based on binding and/or functional experiments,
three different subtypes of IR have been described to date (5).
However, the metabolic effects of LNP509 were most likely
mediated by IR only. Thus, although IR have been reported
to increase insulin sensitivity (38), LNP509 displayed no
detectable affinity for I>R in binding experiments (33). Simi-
larly, the IsR has long been recognized as one of the targets
regulating insulin secretion by pancreatic B-cells (5), but
LNP509 was ineffective on insulin release.

On the basis of our previous data (7) and the present results,
we propose an adiponectin-mediated improvement of insulin
sensitivity as a possible mechanism involved in the peripheral
favorable metabolic effects of IR ligands (Fig. 8). In adipose
tissue, binding of these ligands to membrane IR increases
adiponectin secretion and, consequently, adiponectin plasma
levels; this could contribute to the stimulation of AMPK
phosphorylation in insulin target tissues (at least in hepatic
tissue). Additionally, I)R ligands also exert direct activating
effects on AMPK-dependent transduction in target cells. Stim-
ulation of adiponectin and AMPK pathways, in turn, would
improve insulin signaling in hepatocytes, leading to higher
insulin sensitivity and better glucose tolerance. In agreement
with this hypothesis, HOMA-IR values significantly correlated
with adiponectin plasma levels in LNP-treated animals (Fig. 8).
Our observations are in good agreement with those of Pita et al.
(30) and Phillips et al. (29), showing that the same ranges of
adiponectin pathway stimulation (i.e., 35-50% stimulation)
lead to significantly improved insulin sensibility in Zucker rats
and in humans. Of note also, LNP509, at the concentrations
used, was at least as potent as insulin and AICAR in stimulat-
ing adiponectin secretion and AMPK phosphorylation, respec-
tively.

How can I)R ligands modulate adiponectin levels acting
peripherally? Our present data show that I}R ligands can
stimulate adiponectin secretion by adipocytes independently of
any sympathoinhibition, since LNP509 given intraperitoneally
had no impact on cardiovascular parameters and circulating
catecholamines. This direct stimulatory action at adipose tissue
in vivo was confirmed in primary cultured adipocytes isolated

IMIDAZOLINE DRUGS STIMULATE ADIPONECTIN AND AMPK PATHWAYS
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Fig. 8. Proposed peripheral mechanism of action of I;R ligands to improve
insulin sensitivity. Activation of IR on adipocytes increases adiponectin
secretion, and consequently adiponectin plasma levels, independently of any
sympathoinhibition. Stimulation of adiponectin pathways improves insulin
signaling in hepatocytes, leading to higher insulin sensitivity and better glucose
tolerance [significant correlation between HOMA-IR values and adiponectin
plasma levels in LNP-treated animals (n = 8, same animals as in Fig. 24)]. LR
ligands also stimulate adiponectin pathways (AMPK) acting directly at ;R on
hepatocytes membrane. Additional effects of such compounds at other insulin
target tissues (e.g., skeletal muscle) remain to be established.

from aged rats and is in agreement with our previous report on
cultured 3T3-L1 differentiated adipocytes (7). Transcription of
adiponectin is regulated by numerous and complex transduc-
tion pathways (35, 41, 42). For instance, a reduction in intra-
cellular cAMP can oppose the endogenous SIRT1-FOXOI-
dependent downregulation of adiponectin synthesis, resulting
in increased adiponectin synthesis and secretion (10, 35). The
LNP509-induced adiponectin secretion by adipocytes was al-
most abolished by enhancing cAMP levels and was largely
reduced after FOXOI1 inhibition. The following transduction
cascade can therefore be proposed: I;R — inactivation of
adenylate cyclase — | cAMP — inactivation of SIRTI/
FOXO1 — activation of PPARy — 1 adiponectin synthesis.
The direct peripheral modulation of adiponectin and AMPK
signaling highlighted in the present study probably contributes
to the overall beneficial effect on insulin resistance of sympa-
thoinhibitory antihypertensive agents (39, 43) and I;R ligands
(7). Nevertheless, additionnal non-adiponectin mechanisms of
action cannot be ruled out.

Adiponectin, through AMPK-dependent transduction path-
ways, is a well-established insulin sensitizer (20, 21, 45). In
hepatocytes, AMPK phosphorylation could attenuate insulin
resistance acting at lipid and/or glucose homeostasis by 7)
decreasing triglycerides synthesis, 2) inhibiting hepatic gluco-
neogenesis following modifications of phosphoenolpyruvate
carboxykinase and glucose-6-phosphatase, and 3) increasing
fatty acid oxidation, mitochondrial biogenesis, and glucose
transport (4, 25, 34). A recent study also unraveled a new
adipoR-independent but AMPK-dependent hepatic insulin-
sensitizing action of adiponectin related to upregulation of
hepatic IRS-2 through an IL-6-dependent pathway (1). Future
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I. Contexte et objectifs

Des études réalisées dans notre laboratoire ont permis de confirmer la capacité de ligands
sélectifs des récepteurs des imidazolines de type 1 (RI;), les LNPs, a améliorer I’intégralité des
troubles associés au syndrome métabolique (SMet). En effet, dans un modele murin de SMet le
LNP599 diminue la pression artérielle et présente en parallele des effets bénéfiques sur plusieurs
parametres métaboliques [249], dont une sensibilisation des tissus a I’action de I’insuline. Des
effets périphériques additionnels ont également été remarqués et semblent faire intervenir
I’AMPK par le biais d’une augmentation de la sécrétion d’adiponectine.

Afin d’identifier les mécanismes impliqués dans les effets bénéfiques observés, nous nous
sommes intéressés a la capacité¢ des ligands RI; & moduler directement les cascades de
signalisation dans un des tissus cibles de I’insuline et de 1’adiponectine : le foie. De plus, les
données recueillies a partir des études réalisées chez le rat agé (chapitre 2) nous ont permis
d’observer au niveau hépatique une augmentation de I’activation de I’AMPK, un acteur majeur
de la régulation de la balance énergétique [289].

Nous avons donc décidé de nous focaliser sur les métabolismes glucidique et lipidique au niveau
hépatique. Les études ont été réalisées dans un modéle cellulaire dérivant d’hépatocarcinome
humain, les cellules HepG2, a I’aide d’un autre ligand sélectif des R;1, le LNP509. En effet, ce
dernier n’ayant pas la capacité de franchir la barriére hémato-encéphalique, nous a permis de

discriminer les effets centraux des effets périphériques.
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Nous avons tout d’abord étudié la capacité du LNP509 a agir directement sur I’activation de
I’AMPK. Dans le but de comprendre les mécanismes impliqués dans I’amélioration de la
sensibilité¢ a I’insuline observée in vivo, nous avons également étudié la capacité du LNP509 a
moduler de maniere directe I’état d’activation d’un acteur clé de la cascade de signalisation de
cette hormone, ’AKT.

Concernant le métabolisme lipidique, nous avons analysé la capacit¢ du LNP509 a induire la
phosphorylation inhibitrice de I’acétyl-coA carboxylase (ACC), a I’origine d’une diminution de

la synthese des acides gras et de la stéatose hépatique.
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I[I. Méthodologie

L’intégralité des expériences a ¢ét¢ menée sur une lignée cellulaire dérivant d’hépatocarcinome
humain, les cellules HepG2. L’expression membranaire des R;1 sur ces cellules a été vérifiée par

des études de liaisons spécifiques (cf chapitre 2).

I1.1. AMPK

La capacité du LNP509 a moduler directement 1’activation d’un acteur majeur de I’homéostasie
glucidique et lipidique, I’AMPK, a été analysée. Les cellules ont été traitées par du LNP509 a des
concentrations croissantes (10°M a 10°M, 30 min). Le niveau d’activation (phosphorylation) de

I’AMPK a été analysé par Western Blot en calculant le ratio pAMPK/AMPK.

I1.2. AKT

La capacité du LNP509 & moduler directement 1’activation d’un acteur clé de la cascade de
signalisation de I’insuline, AKT, a été mesurée. Les cellules ont été traitées par du LNP509 (10
™M, 60 min) suivi ou non d’un traitement a I’insuline (10 nM, 10 min). Dans certaines
expériences, un antagoniste des RI; I’efaroxan a été ajouté en prétraitement du LNP509 a une
concentration de 100 uM pendant 30 minutes. Le niveau d’activation (phosphorylation) d’AKT a

¢été analysé par Western Blot en calculant le ratio pAKT/AKT.
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I1.3. Association entre AMPK et AKT

Afin d’établir une association entre 1’activation de I’AMPK et la potentialisation des effets de
I’insuline observée, des études utilisant un inhibiteur de ’AMPK, le composant C, ont été
réalisées. Les cellules ont été traitées par du LNP509 (10°M, 60 min) suivi ou non d’un
traitement par I’insuline (10 nM, 10 min). Le composant C est ajouté avant le LNP509 a une
concentration de 20 pM pendant 90 minutes. Les niveaux d’activation simultanée d’AKT et

d’AMPK ont été analysés comme précédemment.

11.4. ACC

Afin de vérifier la capacité du LNP509 a réduire la production d’acide gras, nous avons étudié€ le
le niveau d’activation d’un facteur situé en amont de ’AMPK et régulé par cette enzyme :
I’acétyl-coA carboxylase (ACC). En effet, ’AMPK phosphoryle I’ACC et inhibe son activité,
réduisant la production d’acide gras. Les cellules ont été traitées par du LNP509 (10°M, 30 min)
précédé ou non d’un traitement a I’efaroxan (100 uM, 30 min). Le niveau d’activation
(phosphorylation inhibitrice) de I’ACC a été analysé par Western Blot en calculant le ratio

pACC/ACC.

IL.5. Stéatose hépatique

Pour vérifier I’action du LNP509 sur la stéatose hépatique, nous avons induit une accumulation
intracellulaire de lipides en incubant les cellules HepG2 dans une concentration élevée d’acide
oléique (2 mM, 24h). Un traitement par le LNP509 a été réalisé de maniére simultanée (10°°M,

24h). L’incorporation lipidique dans les cellules HepG2 a pu étre observée grace a un marquage a
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I’0Oil Red O induisant une coloration rouge vif des lipides intracellulaires. Les modifications
morphologiques ont été observées par microscopie et quantifiées par dosage
spectrophotométrique (492 nm) de la densit¢é du colorant extrait des cellules grace a de
I’isopropanol a 60 %.

I1.6. Statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + SEM. Les analyses statistiques consistent
en une analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivi d’un test post-hoc de Bonferonni. Une

valeur de p<0.05 est considérée comme statistiquement significative.
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III. Principaux résultats

Cette étude a permis de montrer que :

Le LNP509 potentialise la phosphorylation activatrice de I’AMPK de maniére dépendante de la

dose et des RI; puisque la réaction est inhibée par 1’ajout de 1’antagoniste de référence de ces

récepteurs, I’efaroxan.

Le LNP509 multiplie par 2 la phosphorylation d’AKT induite par 1’insuline alors que le
LNP509 seul ne modifie pas son activation. Cette potentialisation se fait de maniere

dépendante des RI, (réaction antagonisée par I’ajout d’efaroxan).

La potentialisation de la phosphorylation insuline-dépendante d’ AKT par le LNP509 n’est
pas modifiée lorsque la phosphorylation simultanée d’AMPK est inhibée par le
composant C, traduisant un mécanisme indépendant de I’activation de I’AMPK en

réponse au LNP509.

Le LNP509 induit la phosphorylation inhibitrice de 1’acétyl-coA carboxylase (ACC), a
I’origine d’une diminution de la synthése des acides gras et de la stéatose hépatique. De
plus, un marquage a 1I’Oil red O a confirmé la capacité du LNP509 a induire la diminution
de la stéatose hépatique provoquée par un traitement a 1’acide oléique dans les cellules

HepG2.

Le LNP509 module DP’état d’activation hépatique d’un acteur clé du métabolisme

énergétique, PAMPK. Il en résulte une amélioration du profil lipidique liée a ’inhibition de
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I’activit¢ de ’ACC au niveau hépatique. De plus, une augmentation de la sensibilité a
P’insuline, se traduisant par ’activation d’AKT, est observée de maniére indépendante de
I’AMPK. Ces données suggérent que le LNP509 aurait la capacité d’activer de maniere

directe un ou plusieurs des constituants de la cascade de signalisation d’AKT.
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ABSTRACT

Prevalence of metabolic syndrome (MetS) has reached epidemic proportions worldwide. MetS is
characterized as a cluster of interrelated cardiovascular and metabolic risk factors which promote
the risk for cardio-metabolic diseases and an approximately 1.6-fold increase in mortality. We
recently described original compounds (LNP599 and LNP509) selective for I, imidazoline
receptors (I;R). Studies in our laboratory have confirmed the ability of LNPs to improve all the
disorders associated with MetS. Indeed, in a rat model of the MetS, LNP599 lowers blood
pressure and has parallel beneficial effects on several metabolic parameters, including improved
tissues insulin sensitivity. Moreover, additional peripheral effects were also noted and seem to
implicate AMPK through an increase in adiponectin secretion. In addition, in the liver of aged
rats treated with LNP509, we observed an increased activation of AMPK, a major player in the
regulation of energy balance.

To identify the mechanisms involved in the observed beneficial effects, particularly on
carbohydrate and lipid metabolism, we studied the ability of LNP509 to directly modulate
signaling pathways in a target tissue of insulin and adiponectin: the liver. The studies were
performed in a cellular model derived from human hepatocarcinoma, the HepG2 cells. We first
studied the ability of LNP509 to act directly on the activation of AMPK. In order to understand
the mechanisms involved in improving insulin sensitivity observed in vivo, we also studied the
ability of LNP509 to directly modulate the activation of a key player of the insulin signalling
pathway: AKT. Regarding lipid metabolism, we analyzed the ability of LNP509 to induce the
inhibitory phosphorylation of acetyl-CoA carboxylase (ACC), causing a decrease in fatty acid
synthesis and steatosis.

LNP509 activates AMPK and improves lipid profile by inhibiting of the activity of ACC in the
liver. In addition, LNP509 potentiates insulin action on AKT activation, independently of AMPK
phosphorylation. These data suggest that the LNP509 have the ability to improve lipid

metabolism and to directly activate one or more of the components of the AKT signaling cascade.

Keywords: metabolic syndrome, imidazoline type 1 receptor ligand, insulin-resistance,

dyslipidemia, AMPK.
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INTRODUCTION

Prevalence of metabolic syndrome (MetS) has reached epidemic proportions worldwide with
recent figures estimated at 1.4 billion and rising year-on-year [11,290]. MetS is characterized as a
cluster of interrelated risk factors such as abdominal obesity, elevated blood pressure,
dyslipidemia, and insulin resistance associated or not with elevated fasting plasma glucose. When
occurring together, these symptoms promote the risk for cardio-metabolic diseases
(cardiovascular diseases, type 2 diabetes mellitus (T2DM...) and an approximately 1.6-fold
increase in mortality [291].

AMP-activated protein kinase (AMPK) is a phylogenetically conserved intracellular enzyme and
energy sensor that has been implicated in the regulation of glucose and lipid homeostasis. It
consists of a heterotrimeric complex which is composed of one catalytic subunit (o) and two
regulatory subunits (B and vy) that together make a functional enzyme [292]. AMPK is activated
by any signal that increases ATP consumption or inhibits ATP production, such as glucose
deprivation, hypoxia, oxidative stress, osmotic shock [293], and interestingly by exercise and
hormones including adiponectin and leptin [294]. These adipocytokines are involved in control of
appetite, body weight and insulin sensitivity. Once activated, AMPK phosphorylates and
modulates the activity of some substrates. One of the enzymes under AMPK control is acetyl-
CoA carboxylase (ACC). AMPK induces ACC inhibition by phosphorylating it to inhibit anabolic
pathways such as lipids synthesis, and to activate catabolic pathways, including fatty acid
oxidation and lipolysis [289]. Moreover, AMPK is also involved in the amelioration of insulin
resistance. For example, in the Zucker diabetic fatty rats, various therapies that activate AMPK
including AICAR, exercise, metformin, thiazolidinediones, and calorie restriction, have been

shown to improve insulin sensitivity and to prevent the development of diabetes and pancreatic [3-
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cell damage [295,296]. In human, some compounds already in use or in therapeutic trial for
improving glycemic control and insulin resistance, such as GLP-1 receptor activators, DPP IV
inhibitors [297] and salicylates [298], have been shown to increase AMPK activity in a number of
tissues in addition to their other actions .

Several observations suggest that promoting AMPK activation could be relevant to treat MetS.
When the AMPK activator 5-amino-4-imidazolecarboxamide riboside (AICAR) is administered
to insulin-resistant Zucker rats, it improves glucose tolerance and dyslipidemia, [299]. Moreover,
the biguanide derivate metformin (1,1-dimethylbiguanide), the current reference treatment for
T2D, exerts pleiotropic actions through the activation of AMPK [182,300].

We recently described original compounds (LNP599 and LNP509) selective for I, imidazoline
receptors (I;R) [264]. [,R were first described by Bousquet and coworkers in 1984 as receptors
targeted by centrally anti-hypertensive drugs such as clonidine [232]. Chronic treatment with
LNP599 improves all the symptoms of MetS in spontaneously hypertensive SHHF
(spontaneously hypertensive, heart failure) rats. Studies suggested that beneficial actions might
be due to central (i.e. sypatho-inhibition) and peripheral effects of LNP599 [249]. To elucidate
peripheral components of LNPs actions, we used another RI; ligand, LNP509, which does not
cross the blood brain barrier (BBB) and thus, allows us to study only peripheral effects [266]. In
this study, in a rat model of insulin-resistance, we demonstrated that imidazoline-like drugs can
reduce insulin resistance independently of sympatho-inhibition but through direct effects on
target tissue by promoting AMPK signaling pathway [268].

As LNP509 improves insulin resistance through activating AMPK pathways and because this
enzyme plays a major role in glucose and lipid homeostasis, the objective of the present study
was to understand the direct effects of LNP509 in hepatocytes and to explore 1) the extent to

which the effects of LNP509 on insulin resistance observed in vivo are due to direct effect on
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hepatocytes and 2) the functional consequences of LNP509-induced AMPK activation on insulin
sensitivity and lipid accumulation. We used the cultured human hepatoma HepG2 cell line as a
model system and presented biochemical evidences that LNP509 have the capacity to directly

modulate lipid and glucose metabolism.
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MATERIAL AND METHODS

Cells. Human derived hepatocarcinoma HepG2 cells were cultured in 75 cm? flasks in DMEM
F12 without phenol red containing 10% heat-inactivated fetal calf serum and 2%
penicillin/streptomycin. The cells were incubated in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37 °C
and passaged every 3 days by trypsinization (trypsin-EDTA). For experiments, HepG2 cells were
incubated in 6-well plate at 250000 cells / well in complete medium, grown to 70% confluence,
and maintained in serum-free DMEM during 5 hours. Cells were treated with LNP509, insulin,
efaroxan (RI;, antagonist), compound C ((6-[4-(2-Piperidin-1-ylethoxy) phenyl]-3-pyridin-4-
ylpyrazolo [1,5-a]pyrimidine) : AMPK inhibitor), AICAR (cell-permeable adenosine analogue
that can be phosphorylated to ZMP, an AMP analogue and known AMPK activator) as indicated
in the legends. Under the conditions of our studies, treatment of HepG2 cells with LNP509 (10”

to 10° M) had no detectable cell toxicity (data not shown).

Induction of steatosis by high oleic acid concentrations. Once approximately 80% confluence and
cultured in FBS-free medium for 5 hours in 24-well culture plate, HepG2 cells were treated with
oleic acid (2.0 mM) + LNP509 (10 M) for 24 hours. After the medium was removed and cells
were washed two times with phosphate buffer saline solution (PBS), 500 pl of 10% formalin
solution were added, and incubated at room temperature for 1 hour. Control cells were treated

with oleic acid free medium.

Oil Red Oil cell staining. Oil Red Oil (ORO) stock solution (100%) was made by mixing 60 mg
of ORO powder with 20 ml of isopropanol 100% then undergoing filtering. ORO stock solution
was then diluted to prepare a 60% ORO solution. After removing the fixative solution from each

well of the 24-well culture plate, the cells were washed three times with ddH20. The cells were
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the incubated with a 60% isopropanol solution during 5 minutes. After removing the 60%
isopropanol solution, 500 pl of the 60% ORO solution was then added to each well and incubated
at room temperature for 20 minutes. After removing the ORO solution from each well, the cells
were washed multiple times with ddH20 until the solution became clear. The cells were examined
under a light microscope, and the red oil droplet in staining in the cells indicate oleic acid
induced steatosis. To quantify Oil Red O content levels, isopropanol 60% was added to each
sample and removed 2 times. 500 pl of isopropanol 60% is added. After shaking at room

temperature for 5 min, the optic density of samples were read at 492 nm on a spectrophotometer.

Immunoblotting. HepG2 cells were homogenized in HEPES buffer containing protease and
phosphatase inhibitors, then centrifuged 10 minutes at 10000g at 4°C. Total AMPKa, AMPK
phosphorylated on Thr172 (pAMPKa), total AKT and AKT phosphorylated on Ser473 (pAKT),
total ACC and ACC phosphorylated on Ser79 (pACC) were probed using appropriate rabbit
antibodies purchased from Cell Signaling; all antibodies were incubated overnight at 4°C with
gentle shaking. Reactive proteins were detected and quantified using the BioRad Chemidoc
System. AMPK and AKT activations and ACC inhibition were evaluated by the ratio pAMPKa /

AMPKa, pAKT / AKT and pACC / ACC, respectively.

Statistics. Results are presented as means £ SEM. Comparisons between treatments or groups

were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Bonferonni post-

hoc test. P-values less than 0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS

LNP509 promotes AMPK activation in HepG?2 cells. These data have ever been published (Fig. 6
[268]) but are presented here to be more comprehensive. LNP509 (concentrations from 10°M to
10°M) increased the ratio pAMPKa/AMPKa in a concentration-dependent manner (Fig. 1A).
The activation of AMPK by LNP509 was completely abolished by efaroxan (100 uM), the
reference antagonist of [;R, which was added 30 min before LNP509 exposure. AICAR was used

as positive control.

LNP509 potentiates insulin signaling pathway in HepG2 cells. Activation of AKT, a key factor of
the intracellular signaling pathways of insulin, was analyzed in LNP509 treated cells (Fig. 1B).
Insulin (10 nM, 10 min) was used as positive control of AKT activation (pAKT / AKT : 1.97 £
0.29). LNP509 (10°M) alone did not change the ratio pAKT/AKT (pAKT / AKT : 0.94 + 0.14)
compared to medium alone (pAKT / AKT : 1) whereas, when it was added with insulin, LNP509
potentiated the effect of this hormone (pAKT / AKT : 4.37 + 0.63).The LNP509-induced
potentiation was inhibited by pre-treatment with efaroxan (reference antagonist of I;R) since
pAKT / AKT value obtained in these conditions (2.02 = 0.90) was comparable to the value

obtained with insulin alone. Efaroxan alone was devoided of effect on AKT signaling.
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LNP509 potentiates insulin signaling pathway independently of AMPK activation in HepG2
cells. AICAR (1 mM, 90 min) induces the phosphorylation of AMPK but have no effect on the
ratio pAKT / AKT (pAKT / AKT : 1.35 + 0.38) which is comparable with that obtain in medium
alone (pAKT / AKT : 1). LNP509 alone (10°M, 60 min) activates AMPK compared to control
(pPAMPKo/AMPKa : 0.88 + 0.15 vs 0.47 + 0.10, respectively) whereas it has no effect on AKT
(LNP509 = pAKT / AKT : 0.93 + 0.42, control = pAKT / AKT : 1). These results confirmed the
results shown in Fig. 1A and 1B. Compound C is an agent that is used as a cell-permeable AMPK
inhibitor. The AMPK phosphorylation induced by LNP509 + insulin is inhibited when compound
C is added, as shown by the 35% decrease of the ratio pAMPKo/AMPKa. Moreover, AMPK
phosphorylation is inhibited by the compound C whereas the ratio pAKT / AKT is maintained at
the same level than what is observed without compound C (pAKT / AKT : 5.51 + 1.60) (Fig. 1C),
compared to insulin + LNP509 alones (pAKT / AKT : 4.37 + 0.63) (Fig. 1B). These data suggest

that insulin effect is potentiated by LNP509 independently of AMPK activation.

LNP509 induces ACC inactivation in HepG2 cells. As a result of AMPK activation, hepatocyte
ACC activity was markedly suppressed by LNP509 treatment, as shown by the 3 fold increased
phosphorylation of ACC (pACC / ACC in control : 0.21 + 0.05 ; pACC / ACC in LNP509 treated

cells : 0.63 £ 0.18) (Fig. 2A).

Oleic acid induced lipid accumulation in HepG2 cells. In order to observe the lipid content,
cultured HepG2 cells were exposed to oleic acid (2mM, 24h) and the lipid accumulation levels
were detected by Oil Red O staining and quantified by Oil Red O extraction and density
evaluation. Photomicrographs indicate that the intracellular lipid content is increased in oleic acid

HepG2 treated cells as shown by red droplets in hepatocytes (Fig. 2B). The total intracellular
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extracted lipids were then quantitated using a spectrophotometer at 492 nm. The results show a

38 % elevation of lipid content compared to isopropanol control (Fig. 2B).

LNP509 prevented lipid accumulation in HepG2 cells. As shown in Figure 2B, LNP509 (10°M,
24h) co-treatment prevent lipid accumulation in hepatocytes. Red droplets had disappeared and

density decreased by 26% compared to oleic acid alone.
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DISCUSSION

The present study was designed to explore peripheral direct mechanisms involved in beneficial
effects of [,R ligands on lipid metabolism and insulin sensitivity observed in vivo [249,268].
Experiments were carried out in Human hepatoma HepG2 cells were the presence of I,Rs was
firstly confirmed by competition binding assays [268]. In a recent study, insulin resistant rats
treated with LNP509 during one week displayed improved glucose tolerance [268]. In this study,
we proposed an adiponectin-mediated improvement of insulin sensitivity as a possible
mechanism involved in the peripheral favorable metabolic effects of I;R ligands. LNP509
increased adiponectin plasma levels and contributed to the stimulation of AMPK phosphorylation
in insulin target tissues like liver. Additionally, LNP509 also exerts direct activating effects on
AMPK-dependent transduction in target cells. Stimulation of adiponectin and AMPK pathways in
turn would improve insulin signaling in hepatocytes, leading to higher insulin sensitivity and
better glucose tolerance [268].

In this study, we firstly hypothesized that LNP509 can act through direct action on hepatocytes to
increase insulin sensitivity. We confirmed that LNP509 have the capacity to directly activate
AMPK, in a concentration-dependent manner and through the IR because efaroxan, an
antagonist of these receptors, inhibits AMPK phosphorylation [268]. Moreover, we demonstrated
that LNP509 alone did not affect insulin signaling pathway. Interestingly, insulin-induced AKT
activation is potentiated in presence of LNP509 superior to that induced by insulin alone, as show
by the 121 % increase of the ratio pAKT / AKT. Few studies have been able to show a
potentiating effect of a drug. Nevertheless, Bhaskar and coworker recently reported the
characterization of an antibody called XMetA that binds to allosteric site of the insulin receptor

[301]. XMetA play the role of a direct agonist and does not interfere with insulin bonding on its
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receptor. However, this antibody stimulates insulin signaling pathway in cultured cells and
reduced hyperglycemia in mouse models of diabetes. XMetA also act as a positive allosteric
modulator of the insulin receptor by enhancing insulin binding affinity and increasing metabolic
signaling, without directly activating the insulin receptor [302]. We can imagine that LNP509
modulates the activity of insulin receptor to enhance insulin sensitivity and to reduce associated
metabolic disorders. As LNP509 exerts its effects differentially from the commonly used drugs, it
represents a novel and potential therapeutic agent to improve insulin sensitivity and glucose
metabolism. Moreover, as shown in our recent studies, LNPs induced an increase in plasma
adiponectin [249], an insulin sensitizer adipokine, which could contribute to the activation of
AMPK in the liver [268]. Regarding these results, we suggested that LNP509, adiponectin and
AMPK play a synergistic role in the improvement of insulin sensitivity. We hypothesized that the
activation of AMPK is involved in the beneficial effects observed in the modulation of insulin
signaling pathway. Nevertheless, when AMPK is inhibited by compound C, AKT
phosphorylation is maintained in presence of LNP509, whereas compound C alone had no effect
on AKT activation, suggesting an AMPK independent action. Three mechanisms can be proposed
to explain the potentiation of insulin-induced AKT phosphorylation by IR ligands. First, LNP509
could increase directly tyrosine phosphorylation of IRS-1, and consequently, the PI3K activation
to induce AKT phosphorylation and increase insulin sensitivity. IRS-1 (inulin receptor substrate
family 1) is tyrosine-phosphorylated in response to insulin, insulin growth factor-1 and cytokines
and is a crucial signaling molecule that mediates the metabolic effects of insulin [303]. Once
phosphorylated, IRS-1 recruits signal transducers including phosphoinositide 3-kinase (PI3K)
[304]. Insulin resistance is a common pathological state in which target tissues fail to respond
properly to normal levels of circulating insulin. Studies in rodents have demonstrated that insulin

resistance is associated with a reduced tyrosine phosphorylation of IRS-1 and PI3K activation
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[304]. Moreover, in human, a decrease in IRS-1 tyrosine phosphorylation have been reported in
30% of subjects at high risk for type 2 diabetes [305]. Even if the mechanism of action of
metformin are poorly understood, Kumar and coworkers demonstrated that this drug induces a
tyrosine phosphorylation of IRS-1 in muscle cells [306]. We can hypothetized that the same
process occurs in the liver and that the LNP509-induced phosphorylation of IRS-1 could
therefore account for the enhanced AKT activation.

Second, LNP could act indirectly, by preventing the inhibitory S6K1-mediated feedback loop.
S6K1 is phosphorylated and activated by the upstream kinase mammalian target of rapamycin
complex] (mTORC1). S6K1 is activated in response to growth factors, insulin or nutrients (such
as glucose and amino acids) which are elevated in obesity and can lead to insulin resistance
[307,308]. Some studies have demonstrated that the activity of S6K1 is increased in liver of
genetic and diet-induced obese animals. Moreover, S6K1 has been shown to modulate insulin
sensitivity and to participate to the installation of obesity [309]. The increased S6K1 activity
leads to serine phosphorylation and IRS-1 degradation, creating a negative feedback loop in
which insulin signaling is altered [310]. In obese animals where S6K1 was pharmacologically
blockade by PF-4708671 molecule, Shum and coworkers observed an inhibition of this feedback
loop leading to an improved glucose tolerance and to a normal function of AKT [311]. All these
data demonstrate that S6K1 can exert inhibitory effects on insulin signaling pathway. As
rapamycin [309], a mTORCI1 inhibitor, we can imagine that LNP509 directly reverses the
inhibitory S6K1 feedback loop to promote insulin signaling pathway and to increase insulin
sensitivity.

Finally, LNP could improve insulin effects by lowering free fatty acids (FFA) production.
Indeed, a lot of studies demonstrated the negative effect of them on insulin sensitivity. Obesity,

especially excessive presence of visceral adipose tissue, promotes the FFA transport in the portal
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vein [47,48]. For example, the suppression of visceral fat in the rat liver restores sensitivity to
insulin [49]. Moreover, previous studies demonstrated that LNPs have the capacity to improve
dyslipidemia by decreasing total cholesterol and triglycerides. Regarding these results, we
hypothesized that LNP509 regulates directly the lipid metabolism by modulating the activation of
AMPK. We have observed that LNP509 increase the inhibitor phosphorylation of ACC involved
in fatty acid synthesis. ACC catalyzes the biosynthesis of malonyl-CoA from acetyl-CoA.
Malonyl-CoA is an initial substrate for de novo fatty acid biosynthesis, and it serves as a potent
inhibitor of carnitine palmitoyl transferase I (CPT-I), a rate-limiting step for fatty acid oxidation.
Thus, as a result of ACC inactivation, decreased malonyl-CoA concentrations could lead to
decreased lipid synthesis and increased fatty acid oxidation. Moreover, lipid accumulation is
reduced in oleic acid treated cells when they are exposed to LNP509. High plasma fatty acid and
triglyceride levels lead to increased import of fatty acid in liver, contributing to the development
of steatosis [312]. Nevertheless, this phenomenon leads rapidly to lipotoxicity. Studies have
revealed elevated free fatty acid and dyslipidemia in type 1 and type 2 diabetes and in obese
patients [313]. The lowering effect of LNP509 on free fatty acid production can be responsible

for the increased AKT phosphorylation, resulting in ameliorated insulin sensitivity.

144



Figure 1.

A
16 [0 without efaroxan . ”
1% o B with efaroxan *
x 1,2 "
£
2 10 -
'i )
w
% 0,8 +
z
0,6 -
0,3 -
0,2 -
0 T T T T T T
Control 10 108 107 10 10*  AICAR
LNPS09 (M)
B
*
6 -
5 T
4
-~
g 3 |
CRP
. | ]
0 4 T T T T T ._I
Irsulin (10 nM) - + - + + -
LMFSCS (10 M) - - + + + -
Efaroxan (100 pM) ) s - N + +
C
* *
8 — 1,2
7 x 1
o
E 6 2 o8
CO <
E 4 T ¥ 06
E . § 0z
2
0,2
: B :
> ~on B N M ;
LNPSCE (10° M) - + + - - - LNFSCO (10 M) - + + a 5 .
Irsulin (10 nW1) - - + - - - Irsulin (10 nM) - - + - - -
Compound € (20 uM) - - + + - + Compound € (20 pM) - - + + - +
AICAR (1 m) - - - - + + AICAR (1 mM) - - - + +

145



Figure 1: The I;R ligand LNP509 increases AMPKa phosphorylation and potentiates
insulin effects in cultured human HepG2 hepatocytes. A: LNP509 increases AMPKa
phosphorylation in a concentration-dependent manner (Fig. 6 [268]). HepG2 cells were
stimulated with increasing concentrations of LNP509 (10°M to 10°M, 10 min) in the presence or
absence of the IR antagonist efaroxan (100 uM, 30 min pretreatment); AMPK activation was
evaluated by the ratio AMPK phosphorylated on Thr172 (pAMPKa) / total AMPK o determined
by Western blots. Data are normalized with AICAR and are means + SEM of 3-7 independent
experiments. *: P<0.05 versus non-stimulated cells. B: LNP509 potentiates insulin signaling
pathway. HepG2 cells were stimulated with LNP509 (10°M, 60 min) in the presence or absence
of insulin (10 nM, 10 min, added after LNP509) and the ;R antagonist efaroxan (100 uM, 30
min, LNP509 pretreatment). AKT activation was evaluated by the ratio AKT phosphorylated on
Ser473 (pAKT) / total AKT determined by western blot. Data are normalized with non stimulated
cells and are means = SEM of 5 independent experiments. *: P<0.05 versus insulin-stimulated
cells. C: LNP509 potentiates insulin signaling pathway independently of AMPK activation.
HepG2 cells were stimulated with LNP509 (10°M, 60 min) in the presence or absence of insulin
(10 nM, 10 min, added after LNP509) and AMPK inhibitor compound C (20 puM, 90 min,
LNP509 pretreatment). AKT activation was evaluated by the ratio AKT phosphorylated on
Ser473 (pAKT) / total AKT determined by western blot. Data are normalized with non stimulated
cells and are means = SEM of 4 independent experiments. AMPK activation was evaluated by the
ratio AMPK phosphorylated on Thr172 (pAMPKa) / total AMPKa determined by western blot.
Data are normalized with AICAR and are means + SEM of 4 independent experiments.
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Figure 2.
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Figure 2: LNP509 stimulates ACC phosphorylation and decreases intracellular lipid in
cultured human hepatoma HepG2 cells. A: LNP509 inhibits ACC by increasing its
phosphorylation. HepG2 cells were stimulated with LNP509 (10°M, 10 min) in the presence or
absence of the [;R antagonist efaroxan (100 uM, 30 min pretreatment); ACC activation was
evaluated by the ratio ACC phosphorylated on Ser79 (pACC) / total ACC determined by western
blot. Data are means = SEM of 3 independent experiments. *: P<0.05 versus non-stimulated
cells. B: LNP509 prevented oleic acid induced steatosis in HepG2 cells. Non-treated HepG2
cells did not show Oil Red O staining. Positive Oil Red O staining is observed in red in
cytoplasm of HepG2 cells treated with 2 mM oleic acid for 24 hours. LNP509 co-treatment (10-
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6M, 24 hours) prevents lipid accumulation in HepG2 cells (x 200). Resultes are means = SEM of
3 independent experiments.
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Ce travail de thése avait deux principaux objectifs : dans un premier temps, nous voulions
poursuivre 1’étude et valider I’intérét thérapeutique du LNP599 dans un modele plus pertinent
de troubles métaboliques retrouvés dans le syndrome métabolique (SMet) chez le primate non
humain (PNH), puis comprendre les mécanismes impliqués dans les effets bénéfiques
périphériques observés. Ces objectifs ont été atteints grace a 3 parties expérimentales
réalisées in vivo (chez le primate et le rat agé) et in vitro (lignées cellulaires et culture

primaire).

Résumé des résultats

I.1.Etude des effets d'un ligand sélectif des récepteurs des
imidazolines de type 1 (LNP599) dans un modele de troubles
métaboliques chez le primate non humain (marmouset, Callithrix
jacchus)

Cette premiere étude expérimentale a eu pour objectifs de (1) développer un modéle accéléré de
troubles métaboliques retrouvés dans le SMet chez le PNH, le marmouset (Callithrix jacchus)

dans lequel (2) confirmer les effets bénéfiques du LNP599, déja observés chez le rongeur.

I.1.1. Validation du modele accéléré de troubles métaboliques associés au
SMet chez le marmouset

Dans la premiére partie de ce travail, nous nous sommes intéressés aux effets d’un régime enrichi
sur le développement d’anomalies métaboliques chez le marmouset. Des marmousets ont donc
recus pendant 16 semaines un régime enrichi en glucose (33%) et en graisse (12.5 % de lard et
0.4% de cholestérol) afin d’induire une obésité, des troubles lipidiques et glucidiques. Nous
avons constaté que le régime enrichi est appétent et induit une prise de poids significative (+9%
vs régime normal, p=0.02) comparativement aux animaux recevant un régime standard. Le
régime enrichi induit également des modifications des parameétres lipidiques en induisant une
augmentation des triglycérides (TG) (+70% vs régime normal, p=0.14) et du cholestérol total
(+51% vs régime normal, p=0.08). Enfin, le régime enrichi ne modifie pas la glycémie a jeun

mais induit une intolérance au glucose chez la moiti¢ des animaux.
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Cette premicre partie a permis le développement d’un modele accéléré de désordres
métaboliques chez le PNH, et plus particuliérement chez le marmouset. En effet, le régime

enrichi induit des troubles métaboliques retrouvés chez les patients atteints de SMet.

I.1.2. Evaluation des effets bénéfiques du LNP599 chez les animaux
présentant certains symptomes d’'un SMet

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons analysé les effets du LNP599 chez le marmouset
afin de confirmer les résultats obtenus chez le rongeur. En effet, des études préliminaires menées
dans un modé¢le de SMet, le rat SHHF (Spontaneously Hypertensive Heart Failure) ont permis
d’observer les effets bénéfiques de cette molécule : stabilisation du poids malgré une prise
alimentaire semblable aux animaux contréle, amélioration de I’hypertension artérielle, des
dyslipidémies, de I’insulinémie et augmentation de la concentration plasmatique d’adiponectine
pouvant contribuer a la réduction de I’intolérance au glucose. Des marmousets ont donc recu
pendant 16 semaines un régime enrichi en glucose (33%) et en graisse (12.5 % de lard et 0.4% de
cholestérol) et le LNP599 par voie orale a une dose de 10 mg/kg/jour. Les primates traités par le
LNP599 présentent une stabilisation de leur poids comparativement aux animaux recevant le
régime enrichi seul (Témoins : 359 + 14.3g, régime enrichi : 389.37 + 9.88g, régime enrichi +
LNP599 : 363.33 £+ 13.76g) malgré un apport calorique journalier supérieur aux animaux témoins
(apport calorique : régime normal = 3.725 kcal/g de croquette, régime enrichi = 4.265 kcal/g de
croquette). Le LNP599 prévient I’augmentation des TG (pourcentage de variations TO/T16 :
Témoins = +19.87 £ 12.99%, régime enrichi = +74.84 + 25.19%, régime enrichi + LNP599 :
-9.10 £ 17.79%. Régime enrichi vs régime enrichi + LNP599 : p=0.04). Les animaux traités avec
le LNP599 présentent une ¢élévation significative de la proportion de HDL-cholestérol
(HDL/cholestérol total a T16 : Témoins = 0.29 + 0.06, régime enrichi = 0.31 £ 0.02, régime
enrichi + LNP599 : 0.42 + 0.02. Régime enrichi vs régime enrichi + LNP599 : p=0.03). Les

résultats sont récapitulés dans le tableau 4.
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Régime Régime HFD | Régime HFD
standard + LNP599

Poids corporel = A =

Triglycérides = 7 N

Cholestérol total = A A
HDL-cholestérol/cholestérol total = =

7

LDL-cholestérol/cholestérol total = = =

Tolérance au glucose = N A

Tableau 4 : Effets d’un régime enrichi en graisse et en glucose et d’un traitement par le LNP599

chez le primate non humain

La seconde partie de cette étude a confirmé les effets bénéfiques du LNP599 dans un
modele induit de troubles métaboliques chez le marmouset : Le LNP599 prévient la prise de
poids sans effet anorexigéne, ’intolérance au glucose et les dyslipidémies en diminuant la

production de TG et en favorisant la production de HDL-cholestérol.

I.2. Etude des effets périphériques d'un ligand sélectif des récepteurs
des imidazolines de type 1 (LNP509) - Amélioration de la
sensibilité a l'insuline dans un modeéle murin d’'intolérance au
glucose grace a une augmentation de la sécrétion d’adiponectine et
a l'activation de la cascade de signalisation de 'AMPK

Cette seconde étude expérimentale a eu pour objectif de confirmer D’existence d’effets
périphériques des ligands RI, et leur capacité¢ a moduler directement les cascades de signalisation
dans le foie. Afin d’étudier uniquement les effets périphériques de nos ligands, une autre
molécule sélective des R;1 n’ayant pas la capacité de franchir la barriére hémato-encéphalique, le
LNP509, a été utilisée. Les travaux ont été réalisés dans un mod¢le murin d’insulino-résistance
modérée : le rat Wistar agé. A I’aide d’études réalisées in vitro, nous avons cherché a comprendre
les mécanismes cellulaires impliqués dans les effets bénéfiques observés. Cette étude a tout
d’abord permis de montrer que le rat Wistar male agé est un modéle spontanée d’insulino-

résistance modérée. Les animaux traités par le LNP509 présentent une amélioration de la
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tolérance au glucose (diminution de 15% de 1’aire sous la courbe obtenue lors d’un test de
tolérance au glucose) et de la sensibilit¢ a I’insuline associée a une augmentation de
I’adiponectine plasmatique 2.04 = 0.21 vs 1.48 + 0.11 mg/L chez les animaux traités et controle,
respectivement). Des analyses réalisées sur des biopsies hépatiques d’animaux traités nous ont
permis de mettre en évidence une augmentation de la phosphorylation d’AMPK (AMP-activated
protein kinase), impliqué dans la régulation de I’homéostasie énergétique, et d’AKT, acteur clé de
la cascade de signalisation de I’insuline. Dans des cultures primaires d’adipocytes, le LNP509
augmente de manicere directe et dépendante de la dose la sécrétion de I’adiponectine. Enfin, dans
la lignée cellulaire HepG2, le LNP509 seul active I’AMPK de maniere dépendante de la dose et
des récepteurs des imidazolines de type 1 (RI,).

L’activation périphérique des RI; stimule la voie de signalisation de I’adiponectine par
I’intermédiaire de ’AMPK et permet ainsi I’amélioration de la tolérance au glucose et de la

sensibilité a I’insuline.

I.3.Un ligand sélectif des récepteurs des imidazolines de type 1
améliore la sensibilité a l'insuline et le métabolisme lipidique
grace a son action sur 'AMPK, un acteur clé de I'homéostasie
énergétique.

Les données recueillies a partir des études réalisées chez le rat agé (chapitre 2) nous ont permis
d’observer au niveau hépatique une augmentation de [’activation de I’AMPK. Suite a ces
résultats, nous avons donc décidé d’élucider les mécanismes cellulaires a 1’origine des
améliorations observées concernant les métabolismes glucidique et lipidique. Dans les cellules
HepG2, le LNP509 multiplie par 2 la phosphorylation d’AKT induite par 1’insuline alors que le
LNP509 seul ne modifie pas son activation. Cette potentialisation se fait de maniere dépendante
des RI; (réaction antagonisée par 1’ajout d’efaroxan). L’utilisation d’un inhibiteur de ’AMPK
nous a permis de démontrer que la potentialisation de la phosphorylation insuline-dépendante
d’AKT par le LNP509 est indépendante de 1’activation de I’AMPK. Enfin, le LNP509 active
I’acétyl-coA carboxylase (ACC), a I’origine d’une diminution de la synthese des acides gras et de

la stéatose hépatique. Ces résultats ont été complétés par un marquage a I’Oil red O confirmant la
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capacité du LNP509 a induire la diminution de la stéatose hépatique provoquée par un traitement

a I’acide oléique dans les cellules HepG2.
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I1.

Conclusion / perspectives

Dans la premiére partie de ma thése, il s’agissait de mettre au point un modele accéléré tout a fait
original de SMet chez le PNH (marmouset). En effet, les animaux recevant le régime enrichi en
graisse en glucose développent des troubles lipidiques deés 6 semaines alors que la majorité des
modeles décrits dans la littérature s’établissent sur de plus longs traitements [255]. A cause de
limitations techniques, notamment concernant la mesure de la pression artérielle, nous n’avons
pas pu mettre en évidence I’ensemble des troubles associés au SMet dans notre modéle.
Cependant, il offre de nouvelles perspectives pour étudier les désordres glucidiques et lipidiques
chez le PNH, plus pertinent par sa proximité avec ’Homme. Tout d’abord, en regroupant les
résultats obtenus, nous avons pu observer qu’a la différence de modéles murins de méme souche
et de fond génétique similaire, ce modele original de SMet chez le PNH permet de modéliser les
variations interindividuelles observées chez I’Homme. De plus, par les différences majeures de
métabolisme lipidique, le SMet présent chez les modeles murins habituellement utilisés est donc
par nature différent de la pathologie humaine. Concernant I’intérét thérapeutique du LNP599,
nous avons pu confirmer sa capacité a agir sur I’ensemble des troubles induits dans le modele
développé. Le LNP599 prévient le développement de 1’obésité, de I’intolérance au glucose et des
dyslipidémies. En plus de I’action centrale du LNP599, des études antérieures ont suggéré
I’existence d’effets périphériques bénéfiques, et plus particulicrement I’implication de
I’adiponectine dans I’amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I’insuline. En
raison du faible nombre de techniques de dosages validées chez le marmouset, les dosages des
niveaux de ces deux hormones n’ont pas pu étre réalisés. Afin de confirmer la capacité du
LNP599 a agir directement sur les systémes cellulaires impliqués dans I’homéostasie glucidique
et lipidique, d’autres expériences in vitro devront étre réalisées.

Comme décrit précédemment, I’adiponectine semble étre un ¢lément clé de la physiopathologie
des troubles métaboliques présents dans le SMet. En effet, des travaux antérieurs ont permis
I’observation d’une diminution de 1’adiponectine plasmatique chez des animaux mod¢eles de
SMet. La deuxiéme partie de ce travail nous a permis de confirmer I’existence d’effets
périphériques d’un ligand sélectif des RI; et sa capacit¢ a moduler directement les cascades de

signalisation dans le foie, un des tissus cibles de I’insuline et de 1’adiponectine. En effet, chez le
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rat agé, le LNP509 augmente le taux d’adiponectine circulante. Nous avons également supposé
que les LNPs agissaient directement au niveau adipocytaires et modulaient ainsi la concentration
plasmatique d’adiponectine. Cette hypothése a ¢été vérifiée dans des cultures primaires
d’adipocytes dans lesquelles le LNP509 induit une augmentation dépendante de la dose de la
sécrétion d’adiponectine [268]. De ce fait, nos ligands modulent 1’état d’activation hépatique
d’un acteur clé du métabolisme énergétique, I’AMPK, qui pourrait étre en parti responsable des
effets bénéfiques de nos ligands sur les métabolismes lipidique et glucidique. Il en résulte une
augmentation de la sensibilité a I’insuline se traduisant par I’activation d’AKT. Velliquette et coll
ont déja montré que certains effets bénéfiques de la moxonidine, notamment la diminution du
taux plasmatique de TG, étaient liés a une action directe sur des R;l situés au niveau des
hépatocytes [314]. Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés au cours de ma thése
puisque le LNP509 induit une amélioration du profil lipidique chez I’animal, liée a I’inhibition de

I’activité de I’ACC au niveau hépatique.

Ces résultats ont ainsi permis de déterminer quelques uns des mécanismes mis en jeu dans les
effets bénéfiques des LNPs. Les travaux a venir devront confirmer les voies de signalisation
proposées dans les chapitres 2 et 3, en particulier le lien entre RI; et AMPc (adénosine
monophospate cyclique) et 1’activation des récepteurs PPARY (peroxisome proliferator-activated
receptor), mais €également la capacit¢ des LNPs a agir directement au niveau des différents

acteurs de la cascade de signalisation de I’insuline.

Actuellement, le traitement des patients présentant un SMet associe fréquemment 4 a 6
médicaments différents (antihypertenseur(s), hypocholestérolémiant(s), hypoglycémiant(s),
néphroprotecteur ...). Le développement de molécules efficaces sur plusieurs troubles du SMet,
telles que les LNPs, permettrait de les substituer aux stratégies thérapeutiques actuelles avec des
effets indésirables et des risques d’interactions médicamenteuses moindres. Il s’agirait 1a d’une
innovation thérapeutique majeure, pouvant déboucher sur une réduction du nombre de
médicaments administrés aux patients, avec une efficacité supérieure, et aboutir a une observance
meilleure. Mon travail a permis de poser un certain nombre d’hypothéses concernant les cibles
moléculaires et les mécanismes d’action centraux et périphériques de ligands LNP. Les études a
venir permettront de préciser ces mécanismes et les phénoménes impliqués dans la pathogenese

du SMet. Ceux-ci restent en effet mal connus a ce jour. D’apres la littérature, 1’hyperactivité
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sympathique semble constituer une composante majeure du développement d’un SMet. Il s’agit
de confirmer ce point chez le primate et de vérifier que I'inhibition sympathique associée a
I’augmentation de I’adiponectine pourrait constituer un axe de recherche pour le développement
de nouveaux médicaments. L ensemble des travaux devrait permettre a terme, de valider I’ intérét

thérapeutique des LNPs chez I’Homme.
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4 Etudes des effets cardio-métaboliques d'une
aminopyrroline sympatho-inhibitrice dans un
modéle de syndrome métabolique chez le primate
non humain. Mise en évidence des mécanismes
d’action impliqués.

Résumé

Le syndrome métabolique (SMet) est caractérisé par la conjonction de troubles
cardiovasculaires et métaboliques. Une hyperactivité du systéeme nerveux sympathique
pourrait étre impliquée dans le développement du SMet. Les récepteurs I1 des
imidazolines (RI1) identifiés par notre équipe ont une action sympatho-inhibitrice et
représentent donc une cible de choix pour le développement de nouveaux
médicaments. Dans notre laboratoire, des études de pharmaco-chimie ont permis de
synthétiser une série d’aminopyrrolines sélectives des RI1. Des études préliminaires
nous ont permis de sélectionner un chef de file, le LNP599, qui diminue la pression
artérielle et induit des effets métaboliques bénéfiques. Des effets périphériques
additionnels liés a I'adiponectine ont également été remarqués. Le premier objectif de
ma thése a consisté au développement d’'un modéle original de SMet chez le ouistiti
pour y tester I'intérét thérapeutique du LNP599. Le second objectif fut d’étudier les effets
périphériques potentiels des ligands RI1. Ces études ont été menées chez le rat agé, un
modéle d’insulino-résistance modérée, et sur les cellules hépatocytaires HepG2.

Mots clés : syndrome métabolique, systéme nerveux sympathique, aminopyrrolines,
adiponectine

Résumé en anglais

Metabolic syndrome (MetS) can be defined as a combination of cardiovascular and
metabolic disorders. Sympathetic nervous system overactivity may be involved in the
development of MetS. |, imidazoline receptors (I1R), identified by our team, have a
sympatho-inhibitory action and therefore, represent a target for developing new drugs. In
our laboratory, pharmaco-chemical studies led to the synthesis of 1R selectives
aminopyrrolines. Preliminary studies allowed us to select a leader, the LNP599, which
lowers blood pressure and induces beneficial metabolic effects. Additional peripheral
effects related to adiponectin were also noted. The first aim of my thesis consisted in the
development of an original model of MetS in marmoset in order to test the therapeutic
benefit of LNP599. The second objective was to study the potential effects of peripheral
I1R ligands. These studies were conducted in elderly rats, a model of moderate insulin
resistance, and in the HepG2 cells.

Key words: metabolic syndrome, sympathetic nervous system, aminopyrrolines,
adiponectin
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