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Résumé

Le syndrome métabolique est un regroupement de facteurs de risque de maladie
cardiovasculaire (MCV) étroitement liés a 1’obésité. L hypertriglycéridémie, la présence en
circulation de lipoprotéines de faible densité (LDL) de diametre réduit et une condition pro-
inflammatoire représentent trois de ces facteurs. L apoliprotéine (apo) C-III, présente sous
3 isoformes en circulation, inhibe la lipase lipoprotéique et serait impliquée dans le
développement de 1’hypertriglycéridémie. Les LDL petites et denses seraient métabolisées
moins rapidement et seraient ainsi plus susceptibles de participer au processus
athérosclérotique. Les concentrations plasmatiques élevées de protéine C-réactive (CRP)
sont utilisées en clinique dans [’évaluation de la condition inflammatoire et dans
I’estimation du profil de risque de MCV. La compréhension du métabolisme intravasculaire
de I’apoC-IlI, des différentes classes de LDL et de la CRP en rapport avec le syndrome
métabolique est incomplete. Utilisant des techniques de tragage in vivo, les mécanismes
physiologiques (taux de production et de catabolisme) responsables des variations de
concentrations plasmatiques des différents isoformes de 1’apoC-III, de la CRP et des LDL
petites et denses furent étudiés. Les études sur le métabolisme intravasculaire de 1’apoC-I1I
ont démontré que le taux de production de ’ensemble des isoformes de 1’apoC-III était
positivement associé aux concentrations plasmatiques de triglycérides et que le taux de
production de I’isoforme doublement sialylée était fortement associé¢ a la proportion de
petites LDL en circulation. L’étude de la cinétique intravasculaire de différentes sous-
classes de LDL a révélé que les LDL de moindres densités, malgré leur métabolisme
intravasculaire rapide, sont les principaux précurseurs des LDL de plus hautes densités.
Finalement, I’é¢tude de la CRP révéla que les concentrations plasmatiques de ce marqueur
inflammatoire sont déterminées principalement par son taux de production, et que ce
~ dernier serait positivement associ€¢ au tour de taille et aux concentrations plasmatiques
d’apoB-100 et de triglycérides, et négativement associé aux concentrations plasmatiques de
lipoprotéines de haute densité et d’adiponectine. Dans 1’ensemble, ces études in vivo auront
permis de mieux situer le réle métabolique des isoformes de 1’apoC-I11, des LDL et de la
CRP dans le développement du syndrome métabolique et appellent a la réalisation d’études

dans divers contextes métaboliques afin de valider les conclusions ici présentées.



Abstract

The metabolic syndrome, a cluster of cardiovascular disease (CVD) risk factors, was
recently proposed to explain the increased CVD risk associated with obesity. Among those
factors, hypertriglyceridemia, the predominance of small dense low-density lipoproteins
(LDL) in circulation and the presence of a mild, chronic pro-inflammatory condition are
thought to contribute significantly to the increased CVD risk observed among MS patients.
ApoC-III displays three isoforms in circulation, is a potent inhibitor of lipoprotein lipase
and has been closely linked to the development of the hypertriglyceridemic state. Some
studies on small dense LDL have provided indirect evidence of their prolonged residence
time in circulation, a factor that could increase their atherogenicity. Finally, C-reactive
protein, a useful marker of chronic low-grade inflammation, is currently considered as a
potent clinical tool in the assessment of global CVD risk. However, the intravascular
metabolism of apoC-III isoforms, small dense LDL and CRP in relationship with the other
metabolic syndrome components are poorly understood. Using stable isotope tracer
methodologies, we investigate the physiological mechanisms (rate of production, transfer
and catabolism) sustaining the circulating concentrations of each of these metabolic factors.
Our study of the apoC-III isoform kinetics showed that the production rate of all apoC-III
isoforms is positively associated with plasma triglyceride concentrations and that the
production rate of the di-sialylated isoform is closely linked to the proportion of circulating
small dense LDL. The kinetic study of different LDL density subclasses showed that large
buoyant LDL are rapidly metabolised, but serve as the main metabolic precursor of the
smaller, denser LDL counterpart. The study of CRP revealed that the production rate of this
inflammatory marker is: 1) the main determinant of the circulating CRP concentrations; 2)
positively associated with waist girth and plasma apoB-100 and triglyceride concentrations
and 3) negatively associated with plasma high-density lipoproteins and adiponectin
concentrations. Together, these studies provide relevant metabolic information that betters
our understanding of the physiological processes associated with the metabolic syndrome.
However, further metabolic studies in significantly more deteriorated individuals are

warranted to validate the conclusions reported here.
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Introduction générale

Selon I’Organisation mondiale de la santé, la maladie cardiovasculaire (MCV) constitue la
premiére cause mondiale de décés. Bien que le taux de mortalité attribuable a la MCV soit
en constante régression dans la plupart des pays industrialisés depuis pres de 30 ans (1, 2)
en raison de la prise en charge agressive de I’hypertension, de I’hypecholestérolémie et du
tabagisme, cette tendance apparait comme la résultante de deux forces diamétralement
opposées. D’une part, les avancées médicales ont permis de réduire la fréquence des
événements cliniques de MCV et d’améliorer le taux de survie suite aux événements
coronariens. D’autre part, 1’adoption d’un style de vie sédentaire et d’une alimentation
dense en énergie a fait en sorte que le nombre de déces attribuables & 1’obésité et a sa
complication métabolique majeure, le diabéte de type 2, a connu une progression constante
au cours des 20 derniéres années (1, 2). De plus, I’obésité et le diabéte de type 2 sont
significativement responsables de I’augmentation du nombre de déces reliés a la MCV
observée chez les populations des pays en voie d’industrialisation (3, 4). Ainsi, la
progression de 1’obésité et du diabéte de type 2, qui ont tous deux atteint des proportions
pandémiques dans toutes les strates d’age (5), laisse présager une recrudescence du taux de

mortalité attribuable a la MCV au cours des prochaines années (5, 6).

L’athérosclérose, qui consiste en 1’occlusion progressive de la lumicre artérielle par le
développement de la plaque athéromateuse, est la cause la plus fréquente des
manifestations cliniques de MCV. La plaque athéromateuse se définit comme une
agglomération au niveau de la paroi vasculaire composée d’un noyau nécrosé riche en
lipides (cholestérol et phospholipides) et en cellules immunitaires (monocytes,
macrophages et lymphocytes-T), recouvert de tissu fibreux, de cellules musculaires lisses et
de tissu conjonctif (7). La rupture éventuelle de la plaque et la formation d’un caillot
occlusif méne a I’événement thrombotique pouvant causer 1’ischémie, qui elle est

susceptible d’entrainer 1’infarctus du myocarde ou 1’accident vasculaire cérébral.

Actuellement, I’initiation de stratégies visant a freiner le processus athérosclérotique et
prévenir ses conséquences cliniques repose sur 1’estimation du risque individuel de MCV
par la considération d’un ensemble de facteurs de risque traditionnels. L’histoire familiale

de MCV, le sexe, I’dge, les concentrations plasmatiques de cholestérol associé aux




lipoprotéines de faible densité (low density lipoproteins, LDL, athérogéniques) et aux
lipoprotéines de haute densité (high density lipoproteins, HDL, athéroprotectives), la
pression artérielle, le tabagisme, le surpoids, la sédentarité et le diabete constituent les
principaux facteurs qui composent les algorithmes actuels de prédiction du risque de MCV

utilisés en clinique.

Le cholestérol plasmatique, et plus particulierement le cholestérol associé aux LDL (LDL-
C), est probablement le facteur de risque modifiable le plus étroitement surveillé (8),
principalement en raison de son role essentiel dans le processus athérosclérotique.
Toutefois, I’augmentation substantielle des concentrations plasmatiques de LDL-C ne fait
pas partie des anomalies métaboliques fréquemment observées dans le contexte de I’obésité
et du diabete de type 2. Ceci suggére que le risque élevé de MCV associé a ces conditions
métaboliques pourrait en partie étre di a divers facteurs physiologiques capables
d’augmenter le potentiel athérogénique de concentrations plasmatiques relativement
normales de cholestérol LDL. La prévalence croissante de 1’obésité et de ses complications
crée donc un besoin urgent d’améliorer la compréhension des désordres physiologiques a

’origine du risque accru de MCV associé a I’ obésité.

Les travaux qui composent la présente thése gravitent autour du syndrome métabolique, un
regroupement de désordres physiologiques intimement associ€s a ’obésité. Ce concept
récent a grandement attiré 1’intérét scientifique au cours de la derniére décennie pour son
potentiel clinique a cibler une fraction de la population a haut risque de MCV et de diabéte

de type 2. La présente these se divise en 8 chapitres :

Le premier chapitre présente le syndrome métabolique comme facteur de risque émergeant
de la MCV et comme outil clinique d’estimation du risque de MCV et de diabete de type 2.
Ce chapitre décrit le syndrome métabolique ainsi que les principaux algorithmes cliniques
utilisés pour son diagnostique. Une revue des principales composantes du syndrome et de la
constribution de chacunes de ces composantes dans 1’étiologie du syndrome y est présentée.
Finalement, un bref apergu de la prévalence du syndrome métabolique est donné et
quelques unes des avenues thérapeutiques présentement envisagées dans la prévention et le

traitement du syndrome métabolique sont exposées.



Le deuxieéme chapitre présente les différents facteurs et concepts physiologiques qui ont été
approfondis au cours des travaux qui composent la présente thése, soient ’apolipoprotéine
(apo) C-1II, I’'hétérogénéité des LDL et la protéine C-réactive (CRP), et situe ceux-ci dans

le cadre du syndrome métabolique.

Le troisieme chapitre se divise en deux parties. La premiére partie explique les principes de
I’étude de la cinétique des protéines, méthodologie qui est a la base de la totalité¢ des
travaux présentés ici. La seconde partie résume les études cinétiques s’étant attardées au

métabolisme in vivo de I’apoC-III, des LDL et de la CRP.

Le quatriéme chapitre décrit la problématique qui a mené a la réalisation des travaux

présentés dans les chapitres subséquents.

Le cinquieme chapitre est composé d’un article scientifique intitulé Apolipoprotein C-111
isoforms: kinetics and relative implication in lipid metabolism paru dans la revue Journal

of Lipid Research en 2006.

Le sixiéme chapitre est composé d’un article scientifique intitulé Study of the intravascular
kinetics of large and small LDL using stable isotopes in humans, soumis pour publication a
la revue Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology en 2008. 11 est important de
spécifier que ceci constitue la premiére version de Darticle, tel qu’il était lors de sa
soumission initiale a la revue Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology. 11
serait donc préférable que le lecteur se référe a la version publiée de P’article lorsque

celle-ci sera disponible (probablement en 2010).

Le septieéme chapitre est composé d’un article scientifique intitulé /ntravascular kinetics of
C-reactive protein and their relationships with features of the metabolic syndrome paru

dans la revue Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism en 2008.

Le huitiéme chapitre constitue une bréve conclusion visant a intégrer les différentes
observations présentées dans les chapitres 1 a 7 et résume les avenues de recherche qui

pourraient étre exploitées a la lumiére des conclusions exposées dans la présente these.



Chapitre 1. Syndrome métabolique : facteur de risque
émergent de la maladie cardiovasculaire

1.1 Définition et diagnostique clinique du syndrome

Les efforts pour améliorer la compréhension de la physiopathologie de 1’athérosclérose au
cours des dernieéres décennies ont mené a 1’élaboration de nouveaux facteurs de risque.
Soulignant la présence souvent concomitante de certaines anomalies métaboliques comme
I’hyperinsulinémie, I’hyperglycémie, I’hypertriglycéridémie et I’hypertension, Gerald
Reaven suggéra en 1988 que I’expression commune de ces facteurs pourrait étre favorisée
dans un contexte de résistance a l’insuline (9). Ce regroupement de facteurs de risque,
originalement baptisé « syndrome X » par Reaven, fut popularisé sous plusieurs
appellations comme « syndrome de résistance a 1’insuline » et « syndrome dysmétabolique
X », mais D’appellation de « syndrome métabolique » est la plus couramment utilisée. De
fagon générale, ces termes sont interchangeables et servent a représenter 1’ensemble des
désordres métaboliques retrouvées fréquemment chez les individus obéses et qui seraient
associés a un risque accru de diabéte de type 2 et de MCV. En clinique, plusieurs
algorithmes ont été proposées par les différents organismes de santé publique au cours des
dernieres années dans le but de cibler les individus atteints du syndrome (10). Celles-ci
convergent toutes en regroupant sensiblement les mémes facteurs de risque soient: la
présence d’obésité, la dyslipidémie athérogeéne, 1’hypertension et 1’hyperglycémie. Le
tableau 1.1 résume trois des algorithmes cliniques les plus utilisés, soient celui de
I’Organisation mondiale de la santé (11), celui de la National Cholesterol Education
Program — Adult Treatment Panel III (NCEP-ATP III), le plus utilisé, proposé en 2001 et
mis a jour en 2004 par I’American Heart Association et le National Heart Lung and Blood
Institute (AHA/NHLBI)(12) et celui de la Fédeération internationale du diabete (FID) (13).
Une différence notoire réside dans la divergence des criteres « prérequis » par ’OMS et la
FID. Alors que la résistance a 1’insuline prévaut selon les criteres de ’OMS, le tour de
taille constitue le paramétre central dans 1’algorithmes suggérée par la FID. Cette différence

majeure illustre bien le déchirement des communautés scientifiques et médicales a désigner



I’obésité viscérale ou la résistance a I'insuline comme pierre angulaire du syndrome
métabolique (14-18). Cependant, la sensibilit¢ a I’insuline, généralement mesurée par
clamp euglycémique hyperinsulinémique ou par le test oral de tolérance au glucose, ne fait
pas partie de 1’éventail des tests cliniques routiniers, ce qui rend [’utilisation de
’algorithme de ’OMS peu pratique dans un contexte de recherche épidémiologique (19).
Ainsi, ’ensemble de critéres proposé par le NCEP/ATP III a été le plus utilisé depuis sa
publication (10) en dépit de sa sensibilit¢ moindre a cibler les individus résistants a
I’insuline (14). En 2004, la valeur cible de glycémie a jeun proposée par le NCEP/ATP III
fut harmonisée avec celle de la FID (10). La FID demeure cependant a 1’avant-garde en

proposant des valeurs de tour de taille cibles ajustées en fonction de I’ethnicit€.

Tableau 1.1: Algorithmes cliniques les plus cités du syndrome métabolique

Organisation Fédeération
. . NCEP/ATP 1l internationale du
mondiale de la santé S
diabete
(1998) (2001) (2005)

Variable clinique (mise a jour en 2004)

+ |G, GEJ, DT2 ou

. . résistance a l'insuline * Non considérée

Résistance a (variable essentielle) « Non considérée
Pinsuline

+ au moins 2 des Au moins 3 des

critéres suivant : criteres suivant :

* Tour de taille:
* Ratio taille/hanche: .7 le: Valeurs cibles _
L Hommes: > 0.90 our de taille: spécifiques a population

Obeésite Femmes: > 0.85 Homme > 102 cm (variable essentielle)

« IMC > 30 kg/m? Femmes >88cm
+ au moins 2 des

critéres suivant :
*TG > 1.7 mmol/l * TG > 1.7 mmol/l * TG > 1.7 mmol/l
Lipides plasmati ¢ HDL-C (mmol/l) « HDL-C (mmol/l) * HDL-C (mmol/l)
P P ques Hommes: < 0.9 Hommes: < 1.0 Hommes: < 1.0
Femmes: <1.0 Femmes: <1.3 Femmes: <1.3
Pression sanguine * > 140/90 mm Hg *>130/85 mm Hg *>130/85 mm Hg
Glycémie * |G, GEJ ou DT2 «>5.6 mmol/l *>5.6 mmol/l

Autres * Microalbuminurie

NCEP/ATP III : National Cholesterol Education Program / Adult Treatment Panel III; I1G :
intolérance au glucose; GEJ : glycémie élevée a jeun; DT2 : diabéte de type 2.




1.2 Prévalence du syndrome métabolique

Le syndrome métabolique est aujourd’hui considéré comme un phénoméne mondial et
toucherait environ 25% de la population en Amérique, en Europe et en Asie (10, 19, 20).
La prévalence croissante du syndrome métabolique semble suivre la croissance fulgurante
de I'obésité a I’échelle mondiale (21) et comme les différents critéres du syndrome
métabolique ont tendance a se détériorer avec le vieillissement, la prévalence du syndrome

atteindrait jusqu’a 50% chez les plus de 60 ans (22).
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Figure 1.1: Estimation de la prévalence du syndrome métabolique selon les criteres de
NCEP/ATP 1II. Les chiffres entre parenthéses indiquent le domaine d’age des populations
étudiées. La ligne pointillée représente la moyenne non pondérée pour chaque graphique.
La prévalence moyenne du syndrome métabolique dans le panneau de droite représente
autant la prévalence moyenne du syndrome chez les hommes (21.1 %) que chez les femmes
(21.2 %). Données tirées de (10, 23)

Les données épidémiologiques démontrent que la prévalence du syndrome métabolique
varie considérablement en fonction des pays et des ethnies étudiés (10). Cette variabilité

pourrait en partie étre expliquée par 1'utilisation de différents algorithmes cliniques du



syndrome ‘dans les études recensées. En ce sens, ’algorithme proposé par la FID,
comparativement aux algorithmes du NCEP et de I’OMS, aurait tendance a surestimer la
prévalence du syndrome métabolique (24, 25). La prédisposition a développer le syndrome
métabolique serait semblable chez les hommes et les femmes, fait surprenant considérant
que les femmes montrent en général, avant la ménopause, une certaine forme de protection
contre le développement de I’obésité, particulieérement de I’obésité viscérale, et des
désordres métaboliques qui y sont reliés. La prévalence croissante de 1’obésité observée
chez les enfants et les adolescents (26) ainsi que le vieillissement généralisé de la
population mondiale laisse présager une explosion de la prévalence du syndrome
métabolique et de ses conséquences cliniques au cours des prochaines années. A la lumiére
de ces prévisions, il apparait d’autant plus important de mieux comprendre les phénomenes
physiologiques sous-jacents au syndrome métabolique afin de freiner sa progression et

prévenir 1’éclosion de ses conséquences cliniques.

1.3 Risque de MCYV et diabéte de type 2 associé au syndrome
métabolique

Les études menées au cours des derniéres années ont démontré de fagon relativement
constante que le syndrome métabolique était associé & un risque accru de MCV et de
diabete de type 2 (27). Une récente méta-analyse regroupant 37 études et plus de 170 000
individus a démontré que les individus caractérisés par le syndrome métabolique
semblaient 78% plus a risque d’étre victime d’un événement cardiovasculaire (intervalle de
confiance [IC] 95% du risque relatif [RR]: 1.58 — 2.00) comparativement aux individus non
atteints par le syndrome (28). Selon cette ¢tude, le risque relatif de MCV associé au
syndrome métabolique serait plus élevé chez les femmes que chez les hommes (RR : 2.63
chez la femme vs 1.98 chez ’homme). Ces observations suggéreraient donc que les
femmes seraient davantage affectées en termes de risque cardiovasculaire une fois qu’elles
présentent les caractéristiques du syndrome comparativement aux hommes. La plus grande
suceptibilit¢ des femmes au développement de la MCV en lien avec le syndrome

métabolique demeure inexpliquée.




Quelques études ont procédé a I’ajustement du risque relatif de MCV associé au syndrome
en tenant compte du risque relatif associé a chacune des composantes du syndrome lors
d’analyses statistiques multivariées (29-31). L’analyse combinée de ces études a montré
que, malgré cet ajustement, le risque relatif d’accident cardiovasculaire associé au
syndrome métabolique demeurait significativement élevé (RR : 1.54, IC 95% : 1.32-1.79),
ce qui suggere que le syndrome métabolique conférerait un risque de MCV supérieur au

risque prédit par la somme de ses composantes individuelles.

Le syndrome métabolique est également associé a un risque accru de diabéte de type 2 (32,
33), lui-méme un important facteur de risque de la MCV (34, 35). En accord avec cette
affirmation, une récente méta-analyse regroupant 16 cohortes prospectives et totalisant plus
de 40 000 hommes et femmes chez qui 2 600 cas de diabéte avaient ét€¢ diagnostiqués au
cours d’un suivi clinique variant de 3 a 20 ans montra que le syndrome métabolique était
associ€¢ a un risque quintuplé de développer le diabete de type 2, indépendemment de
I’algorithme utilisé¢ (36). Néanmoins, le risque relatif de diabéte de type 2 associé a la
présence du syndrome métabolique n’a pas systématiquement été démontré supérieur au
risque associé a chacune des composantes individuelles du syndrome (30, 37). Ainsi, le
syndrome métabolique ne serait pas supérieur a la somme de ses composantes en tant
qu’outil clinique de prédiction du risque de diabéte de type 2. En ce sens, Wilson et coll.
ont démontré que la simple mesure de la glycémie a jeun serait équivalente & n’importe
quelle combinaison de 3 anomalies métaboliques du syndrome dans 1’estimation du risque

relatif de diabete de type 2 (38).

Néanmoins, la persistance de I’incidence accrue de MCV et de diabéte de type 2 observée
chez les individus atteints du syndrome métabolique témoignerait de I’impact néfaste de la
présence du syndrome sur la santé cardiovasculaire et sur 1’intégrit¢ du métabolisme

énergétique.

1.4 Physiopathologie du syndrome métabolique
Les désordres physiologiques reliés a 1’obésité et au syndrome métabolique ont été le sujet
d’intenses recherches au cours des derniéres décennies. Les prochaines sections résument

’essentiel de ces recherches.



1.4.1 Obésité

Etant donné la relation exponentielle unissant I’indice de masse corporelle et le gain de
poids au développement du diabete de type 2 (39), I’obésité est considérée comme le plus
important facteur de risque de diabéte de type 2, autant chez I’homme que chez la femme
(40, 41). Le lien causal unissant 1’obésité a la résistance a I’insuline est appuy¢ par
I’observation que le gain et la perte de poids sont respectivement corrélés a la diminution et
a ’augmentation de la sensibilité a I’insuline (42, 43). Dresser un résumé exhaustif des
nombreux mécanismes physiologiques actuellement proposés pour expliquer le lien entre le
développement de I’obésité et de la résistance a I’insuline ne fait pas partie des objectifs de
la présente thése. Toutefois, trois hypothéses majeures sont présentement considérées pour
expliquer le réle de I’obésité¢ dans I’étiologie du syndrome métabolique et plus
particulierement dans la perte de sensibilit¢ & I’insuline menant au diabete de type 2.
Celles-ci consistent en 1’hypothése de la compétition entre le glucose et les acides gras
libres comme substrat énergétique, 1’hypothése du stockage ectopique des graisses et

’hypothése du role endocrinien du tissu adipeux (44).

1.4.1.1 Compétition des substrats énergétiques

Les individus obéses, résistants a [’insuline et diabétiques de type 2 présentent
fréquemment des concentrations plasmatiques élevées d’acides gras libres, fait qui serait
attribuable a la capacité réduite de I’insuline a freiner la lipolyse du tissu adipeux dans ces
contextes physiologiques (45). Randle et coll. en 1963, ont montré par une série
d’expériences in vitro sur des muscles de rats que la disponibilité accrue d’acides gras
libres favorisait I’utilisation préférentielle des ces derniers comme substrat énergétique et
entrainait une réduction de I’utilisation cellulaire du glucose (46). Appuyant ces
observations, des études menées chez I’humain ont montré que l’augmentation des
concentrations plasmatiques d’acides gras libres provoquée par I’injection intraveineuse
simultanée d’une émulsion lipidique et d’héparine induisait une diminution marquée de
I’oxydation du glucose (47). Certaines montrérent également une réduction de la captation

insulino-dépendante du glucose (48, 49).



I est toutefois important de mentionner qu’un nombre relativement important d’études
n’ont pu reproduire cette derniére observation (47). En effet, a ’opposé des hypotheses de
Randle, plusieurs études chez I’humain ont montré que les glucides constituaient, a jeun, le
substrat préférentiel du muscle squelettique méme en présence de résistance a 1’insuline
(50). Ce phénomene était toutefois paralléle, en accord avec les observations de Randle, a
une capacité réduite de I’insuline a induire une augmentation de I’oxydation des glucides au
niveau du muscle squelettique lors d’un clamp euglycémique-hyperinsulinémique (51). A
la lumiere de ces observations, Kelley et Mandarino proposérent donc le concept
« d’inflexibilité métabolique » afin d’illustrer I’incapacité du muscle squelettique a
privilégier 1’oxydation des lipides en temps de je(ne et ’oxydation des glucides a 1’état
postprandial (50). Cette inflexibilité proviendrait, selon eux, de I’abondance chronique en
circulation de lipides et de glucides en contexte d’obésité. L’oxydation préférentielle des
glucides au niveau du muscle squelletique en présence d’un flux important d’acides gras,
tel qu’observé en général chez les individus obéses, pourrait mener a I’accumulation de
lipides aux sein de cellules musculaires. Selon Kelley et Mandarino, c’est cette
accumulation musculaire de lipides qui meénerait a la perte de sensibilité a I’insuline plutdt
que la compétition entre substrats énergétiques proposée par Randle. Cette interprétation
est directement associée a une autre hypothése populaire proposée afin d’expliquer la perte
de sensibilit¢ & I’insuline liée a I’obésité, soit I’hypothése du stockage ectopique des

graisses.

1.4.1.2 Hypothése du stockage ectopique des graisses

Le stockage ectopique des graisses résulterait d’un apport énergétique excédant la capacité
de stockage du tissu adipeux, for¢ant ainsi la mise en réserve des surplus énergétiques au
sein d’autres organes comme le muscle squelettique et le foie. La surcharge du tissu
adipeux se refléterait physiologiquement par la présence d’adipocytes hypertrophiés et une
accumulation de triglycérides au niveau musculaire et hépatique (52, 53). Fait intéressant,
le méme phénoméne serait observé chez les individus lipodystrophiques, chez qui la
capacité de stockage du tissu adipeux est extrémement limitée. Ceux-ci montrent en effet
une accumulation musculaire et hépatique de triglycérides et sont généralement résistants a

’insuline (54, 55). L’importance du tissu adipeux et du stockage approprié¢ des graisses au
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niveau de ce dernier dans la préservation de 1’intégrité du métabolisme énergétique est
également appuyée par des études ayant montré que la greffe de tissu adipeux chez des rats
lipodystrophiques résistants & 1’insuline permettait un rétablissement de la sensibilité a
I’insuline (56). Plusieurs mécanismes ont été proposés dans le but d’expliquer la perte de
sensibilité I’insuline en lien avec le stockage ectopique des graisses. La plupart de ceux-ci
sont associés au concept émergent de « lipotoxicité», qui réfere a 1’ensemble des
dommages causés et des dysfonctions physiologiques possiblement causées par un flux

excessif d’acides gras.

Dans un premier temps, les triglycérides sont des molécules stables peu susceptibles
d’interférer directement dans les fonctions métaboliques cellulaires (57). Le développement
de la résistance a Dinsuline a par conséquent plutdt été associés a I’accumulation
intracellulaire de métabolites bioactifs comme les diacylglycérois (58) et les céramides
(59) qui induirait 1’activation des PKC et interfererait dans la signalisation du récepteur a
I’insuline (60, 61). L’exposition prolongée aux acides gras a longues chaines semblerait
également nuire au bon fonctionnement des mitochondries et pourrait induire une
diminution de la capacié oxidative de celles-ci en favorisant la production de dérivés
réactifs de ’oxygéne (62). Ces derniers, ayant été associés au phénoméne du stress du
réticulum endoplasmique, pourraient a leur tour stimuler la réponse inflammatoire au
niveau cellulaire (63), ce qui pourrait nuire & la signalisation du récepteur a I’insuline (64)
(voir prochaine section). Le stockage d’acides gras au niveau pancréatique pourrait
également précipiter I’apoptose des cellules [ et 1’établissement du diabéte de type 2 chez

les individus atteints du syndrome métabolique (65).

1.4.1.3 Hypothése du réle endocrinien du tissu adipeux

Il est maintenant largement reconnu que le tissu adipeux sécréte bon nombre d’hormones et
de cytokines qui pourraient avoir un impact direct sur la régulation du métabolisme
énergétique et stimuler 1’établissement d’une condition inflammatoire chronique. Parmi la
liste des facteurs sécrétés par le tissu adipeux, la leptine, I’adiponectine, le facteur alpha
nécrosant des tumeurs (TNF-a) et I’interleukine-6 (IL-6) joueraient des rdles clés dans la

pathophysiologie du syndrome métabolique. La résistine est également souvent ajoutée a
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cette liste. Cependant, I’implication directe de la résistine dans le développemeﬁt de la
résistance a I’insuline, initialement observée chez le modele animal, s’avére visiblement
moins évidente chez I’humain (66). Alors que la résistine est synthétisée principalement par
le tissu adipeux chez la souris, I’analogue humain serait préférentiellement exprimé au
niveau de la moelle osseuse (67) et I'importance de son rdle chez I’humain reste a

démontrer (66, 68).

1.4.1.3.1 Facteur nécrosant des tumeurs alpha (TNF-c)
Le TNF-a, d’abord identifié comme un facteur sécrété par les monocytes et les

macrophages, fut, en 1983, le premier médiateur inflammatoire a étre reli€ a la résistance a
I’insuline (69). Hotamisligil et coll. furent les premiers, en 1993, & démontrer 1’expression
du (TNF-a) par les adipocytes et a démontrer son expression accrue chez les individus
obeses (70). La résistance a I’insuline induite par le TNF-a serait principalement due a la
répression de 1’expression du transporteur de glucose GLUT-4 (71, 72) induite par
I’activation du facteur nucléaire-xkB (nuclear factor-xB, NF-xB) (73) et au blocage de la
signalisation intracellulaire en aval du récepteur a I’insuline (74-76). Le tissu adipeux, le
foie (77) et le muscle squelettique (78, 79), les trois centres névralgiques du métabolisme
énergétique, seraient tous sensibles a la perte de sensibilité a 1’insuline induite par I’effet
autocrine et paracrine du TNF-a. Toutefois, une large proportion du TNF-a produit au
niveau du tissu adipeux serait directement captée par les adipocytes et serait une cause
importante de la perte de sensibilité a I’insuline du tissu adipeux (80, 81). Chez les
individus obeses, I’infiltration importante de macrophages au niveau du tissu adipeux a été
démontrée (82). Ces macrophages actifs constitueraient une source supplémentaire de TNF-
a et contribuerait de fagon marquée au développement de la résistance a I’insuline
spécifique du tissu adipeux (83, 84). Le TNF-a influencerait également I’expression des
autres adipokines au niveau du tissu adipeux. En présence de TNF-a, 1’expression de
I’adiponectine serait réprimée (85, 86) et I’expression de I’IL-6 serait stimulée (87).
L’impact du TNF-a sur I’expression de la leptine est mitigé, une relation positive et inverse
entre I’expression de ces deux adipokines ayant toutes deux été observées (88, 89). Le

TNF-a pourrait aussi affecter la capacité de stockage du tissu adipeux en stimulant

’apoptose des adipocytes et en bloquant la différentiation des pré-adipocytes (90, 91). En
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réduisant le nombre d’adipocytes, la production accrue de TNF-a pourrait donc aussi
mener au stockage ectopique des graisses, exacerbant ainsi le développement de la

résistance a ’insuline.

1.4.1.3.2 Leptine
La leptine, découverte au cours des années 1990 (92, 93), serait, via son récepteur

hypothalamique (94), un modulateur important de 1’apport et de la dépense énergétique
(95). La sécrétion de leptine serait fonction du contenu lipidique des adipocytes, les
adipocytes hypertrophiés sécrétant davantage de leptine que ceux de taille normale (96, 97).
Une réduction des concentrations plasmatiques de leptine induirait une diminution de la
dépense énergétique, de la satiété et de la sensibilité a 1’insuline (98). En accord avec ces
observations, la déficience en leptine, un phénomene rare, a été associ¢e au développement
précoce et sévere de 1’obésité chez ’humain (95). Des données récentes suggerent que la
leptine serait aussi un activateur potentiel de la protéine kinase activée par I’AMP (AMPK)
(99). Cette dernicre est un régulateur important du métabolisme énergétique qui, par son
activation, favoriserait [’activation des voies cataboliques et I’inhibition des voies
anaboliques afin de renflouer les réserves d’adénosine triphosphate (ATP) (100).
Paradoxalement, les individus obéses et résistants a I’insuline montrent une sécrétion
accrue de leptine (101, 102), ce qui a mené a 1’élaboration du concept de résistance a la
leptine (103). Les mécanismes physiologiques expliquant la perte de sensibilité a la leptine
chez les individus obéses sont encore obscurs. Cependant, les expériences menées a ’aide
de modéeles animaux suggerent que des anomalies dans le transport hémato-encéphalique de
la leptine, de méme qu’au niveau de I’expression du récepteur de la leptine et de la

signalisation intracellulaire de ce dernier pourraient étre impliquées (104).

1.4.1.3.3 Adiponectine
L’adiponectine, découverte au cours des années 1990 (105-108), est sécrétée exclusivement

par le tissu adipeux et ses concentrations plasmatiques sont, contrairement aux autres
~adipokines, paradoxalement réduites chez les individus obéses (107, 109, 110). La
restriction calorique (111), la perte de poids massive suite a la chirurgie bariatrique (112,

113) ou la perte de poids soutenue par restriction calorique (20 kg en 20 semaines) (114)
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seraient associées a une augmentation des concentrations plasmatiques d’adiponectine. La
réponse a la perte de poids modérée serait quant a elle davantage mitigée (115, 116). De
faibles concentrations plasmatiques d’adiponectine seraient associées a une sensibilité a
I’insuline diminuée (117, 118) et pourraient représenter un risque accru de diabete de type 2
(119, 120) et de MCV (121). Une récente méta-analyse par Sattar et coll. a cependant remis
en question la présence d’un lien unissant des concentrations plasmatiques diminuées
d’adiponectine a une incidence accrue de la MCV (122). Chez la souris, I’administration
d’adiponectine permet de rétablir la sensibilité a 1’insuline et favoriserait la perte de poids
(123, 124). L’adiponectine agit principalement au niveau du muscle squelettique, ou elle
stimulerait I’oxydation des acides gras (125), et au niveau du foie, ou elle réprimerait la
néoglucogenése (126). L’adiponectine présenterait aussi des propriétés anti-inflammatoires
et anti-athérogénique en réprimant 1’expression des molécules d’adhésion ICAM-I,
VCAM-1 et E-sélectine (127), en plus d’inhiber I’expression de NF-kB induite par le TNF-
a (128). L’action bénéfique de 1’adiponectine serait, tout comme la leptine, potentiellement
due a ’activation de I’AMPK (126). L’adiponectine se présente sous trois formes majeures
en circulation, définies par son degré de multimérisation (129). Les complexés de poids
moléculaires élevés (18-meéres) auraient la plus grande activité biologique et leur
représentation serait réduite chez les individus résistants a I’insuline et les diabétiques de
type 2 (129, 130). Plusieurs facteurs seraient en mesure d’expliquer la diminution des
concentrations d’adiponectine observée en contexte d’obésité. D’abord, I’effet autocrine du
TNF-a au niveau du tissu adipeux serait susceptible d’interférer avec I’expression du gene
de I’adiponectine (85, 86). D’autres facteurs, comme le stress du réticulum endoplasmique,
les dérivés réactifs de I’oxygene et I’hypoxie du tissu adipeux seraient aussi impliqués dans
la réduction de la sécrétion d’adiponectine par le tissu adipeux dans le contexte de I’obésité

et de la résistance a I’insuline (131-133).

1.4.1.3.4 Interleukine-6
L’IL-6, comme le TNF-a, a d’abord été identifiée comme une cytokine sécrétée par les

monocytes et les macrophages avant que son expression par les adipocytes ne soit
démontrée (134, 135). Bien que les individus obéses montrent des concentrations

plasmatiques ¢levées d’IL-6 (135), et que celles-ci soient fortement corrélées a I’indice de
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masse corporelle, au tour de taille et a la masse adipeuse (136, 137), le réle de 1’IL-6 dans
I’étiologie du syndrome métabolique est plutot vmitigé. Malgré la relation inverse observée
entre les concentrations plasmatiques d’IL-6 et la sensibilité a I’insuline (138, 139), parfois
méme indépendamment de la présence d’obésité (140), peu de données moléculz;ires
appuient I’hypothese d’un réle direct de I’'IL-6 dans le développement de la résistance a
I’insuline et du syndrome métabolique (139). Une partie de la confusion est alimentée,
entre autres, par I’observation que I’exercice aigu entraine la sécrétion d’IL-6 au niveau du
muscle squelettique, sécrétion qui stimulerait 1’oxydation des acides gras et la captation
musculaire du glucose et qui semblerait donc bénéfique au plan métabolique (141). Ces
observations sont également supportées par des expériences ayant démontré que I’injection
d’IL-6 chez des individus sains semblait stimuler I’oxydation du glucose et I’augmentation
du taux métabolique mesuré par calorimétrie indirecte (142, 143). L’effet potentiellement
négatif de I’IL-6 en contexte d’obésité pourrait donc étre indirect et reposerait en partie sur
I’expression d’autres adipokines plus activement impliquées dans 1’étiologie du syndrome
métabolique. Appuyant cette hypothése, I'IL-6 inhiberait directement la synthése
d’adiponectine au niveau du tissu adipeux (114, 144) tout en stimulant la sécrétion de

cytokines associ€e a la phase aigué de I’inflammation, comme la protéine C-réactive (145).

1.4.1.4 Obésité : importance de la localisation du tissu adipeux.

Un nombre croissant d’études suggerent que la localisation des dépbts adipeux serait un
indicateur majeur de leur implication dans le développement des désordres physiologiques
associés au syndrome métvabolique. Le tissu adipeux accumulé au niveau des
compartiments viscéraux, malgré qu’il ne représente généralement que 6 a 20% de la masse
adipeuse totale (146), montrerait une activité métabolique supérieure au tissu adipeux sous-
cutané (18, 147), serait davantage résistant a I’action anabolique de I’insuline (148), serait
plus sensible a I’action lipolytique des catécholamines (149) et les adipocytes qui le
composent seraient plus sensibles a 1’apoptose (91). La lipolyse accrue du tissu adipeux
viscéral serait en partie contrebalancée par une captation augmentée d’acides gras,
permettant de préserver la taille des adipocytes (150). Les acides gras libres issus de la
lipolyse du tissu adipeux viscéral se déversant directement dans la veine porte (44), ceux-ci

stimuleraient la néoglucogenése et la sécrétion de triglycérides hépatiques, soutenant 1’¢tat
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hyperglycémique et le développement de la dyslipidémie athérogéne (9, 151, 152). La
contribution supérieure du tissu adipeux viscéral a 1’augmentation des concentrations
plasmatiques d’acides gras libres est cependant mitigée, étant donné que celui-ci ne
représente qu’une faible proportion du tissu adipeux total présent chez les individus obéses.
Wajchenberg et coll. ont cependant démontré que pour un méme indice de masse
corporelle, les individus obéses présentant un degré d’adiposité viscérale accru montraient
une sensibilit¢ a 1’insuline moindre et des concentrations plasmatiques augmentées de
triglycérides comparativement aux obéses présentant un degré d’adiposité viscérale
comparable a celui d’individus de poids normal (149). Leurs observations supporteraient
donc le role spécifique du tissu adipeux viscéral dans la dérégulation du mcétabolisme
énergétique. Enfin, le tissu adipeux viscéral se distinguerait également du tissu adipeux
sous-cutané par sa sécrétion réduite de leptine (101, 153) et d’adiponectine (154) et par sa
production accrue de TNF-a (155) et d’IL-6 (135), patron de sécrétion qui favoriserait le

développement de la résistance a I’insuline et de la réponse inflammatoire systémique.

1.4.2 Résistance a I’insuline

L’insuline joue un rdéle critique dans le maintien de I’homéostasie énergétique en
coordonnant le stockage et 1’utilisation des substrats énergétiques dans le tissu adipeux, le
foie et le muscle (85). La hausse des concentrations plasmatiques d’insuline en état
postprandial stimule la captation du glucose et sa conversion en glycogéne au niveau du
muscle et du foie, en plus de stimuler I’activité de la lipase lipoprotéique et 1’estérification
des acides gras par le tissu adipeux. De fagon parall¢le, I’insuline inhibe la production
hépatique de glucose en supprimant la glycogénolyse et la néoglucogenése tout en
réduisant la sécrétion d’acides gras libres par le tissu adipeux en réprimant I’activité des
différentes lipases impliqué dans lipolyse du tissu adipeux soient la lipase hormono-

sensible, la lipase des triglycérides du tissu adipeux et la lipase des monoglycérides (85).

La résistance a I’insuline se définit comme une réponse biologique affaiblie
comparativement a la réponse attendue pour une dose physiologique donnée d’insuline
(85). La résistance a I’insuline peut étre estimée par le test HOMA (homeostasis assessment

model), une méthode simple basée sur la mesure de la glycémie et de I’insulinémie a jeun,
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populaire en épidémiologie (156). Toutefois, la méthode du clamp hyperinsulinémique
euglycémique, qui permet de déterminer directement le taux maximal de disposition
plasmatique du glucose, demeure la méthode étalon en clinique (157). La résistance a
I’insuline se traduit par la captation réduite du glucose au niveau cellulaire, généralement
compensée par une hyperinsulinémie pour forcer le retour de la glycémie a une valeur
normale. La plupart des individus obeses présenteraient un certain degré de résistance a
I’insuline (149, 158, 159). Ainsi, 'impact physiologique de ’insulino-résistance dans le
développement du syndrome métabolique est difficile a dissocier de I’impact de 1’obésité.
Cependant, la présence répandue de [I’insulino-résistance chez les individus
lipodystrophiques (54, 160) suggere que la perte de sensibilit¢ & 1’insuline proviendrait
davantage de !’incapacité de 1’organisme a gérer, a long terme, un apport énergétique
excédant ses capacités d’oxydation et, surtout, de stockage plutot qu’a 1’obésité méme. La
pathophysiologie de la résistance a I’insuline ainsi que son impact métabolique au niveau
du tissu adipeux ayant été revue dans la section précédente, les prochaines sections se
limiteront a décrire le phénomene de résistance a I’insuline au niveau du foie et du muscle

lisse.

Le muscle squelettique est responsable de 80 a 90% de la captation du glucose induite par
I’insuline (161) et cette capacité est significativement réduite chez les individus obéses
résistants a I’insuline (42, 43). La résistance a I’insuline dans le muscle se traduirait par une
diminution du transport transmembranaire du glucose due a une diminution de la
translocation du transporteur GLUT4 (43, 162) et par une diminution marquée de 1’activité
glycogénique (42, 163). L’impact de la résistance a I’insuline sur le taux d’oxydation du
glucose dans le muscle squelettique est quant a lui passablement mitigé (164-167). Les
mécanismes moléculaires responsables de la perte de sensibilité a 1’insuline dans le muscle
squelettique sont encore pour la plupart inconnus, mais semblent étre liés au phénomeéne du
stockage ectopique des graisses décrit précédemment (45, 168), ainsi qu’a I’effet paracrine
des adipokines, dont le TNF-a (78, 79). Le muscle squelettique étant le principal site de
métabolisation du glucose, sa résistance a I’action de I’insuline jouerait un réle important
dans le développement de I’hyperinsulinémie compensatoire, la surcharge des cellules-f et,

éventuellement, dans le développement du diabete de type 2 (161, 169).
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Le foie, par son role central dans la régulation de la glycémie et de la lipémie, est un acteur
important de I’homéostasie énergétique. En temps normal, 1’insuline réprime la production
hépatique de glucose et la sécrétion de triglycérides sous forme de lipoprotéines de trés
faible densité (very low-density lipoproteins, VLDL). Ainsi, les individus résistants a
I’insuline montreraient une répression moins efficace de la production hépatique de glucose
par l’insuline (170, 171) qui serait exacerbée par la présence de concentrations
plasmatiques accrues d’acides gras libres et de glucagon (171). La production hépatique de
glucose accrue serait due a un débalancement de 1’activité de la glucose-6-phosphatase
(G6P) et de la glucokinase (GK), respecti{/ement impliquées dans le relargage et
I’absorption du glucose au foie (172, 173). L’activité de la G6P serait stimulée en présence
d’acides gras libres (151). Le flux important d’acides gras libres au niveau hépatique aurait
aussi comme conséquence de favoriser le dépot de triglycérides au foie, un phénomene qui
serait étroitement 1ié au développement du syndrome métabolique (53, 174, 175),
indépendamment de la présence d’obésité (176). Enfin, I’accumulation de triglycérides
hépatiques ménerait, en dépit de concentrations élevées d’insuline, a la sécrétion de VLDL
riches en triglycérides (177, 178), un facteur important dans le développement de la

dyslipidémie athérogéne.

1.4.3 Dyslipidémie athérogéne

La dyslipidémie athérogéne associée au syndrome métabolique constitue, avec
I’hypertension et I’inflammation, un des principaux chainons reliant I’obésité et le
syndrome métabolique a I’augmentation du risque de MCV (179, 180). Le cholestérol
plasmatique est sans contredit la pierre d’assise de 1’édification de la plaque athéromateuse.
Toutefois, les individus atteints du syndrome métabolique présentent des concentrations
plasmatiques de cholestérol normales ou marginalement élevées (181, 182). La
dyslipidémie athérogéne du syndrome métabolique se caractérise plutét par des
concentrations plasmatiques élevées de triglycérides et réduites de HDL-C (179, 183). Une
description €largie de cette dyslipidémie inclut également des concentrations plasmatiques
élevées d’apoB-100, de résidus de VLDL et de chylomicrons et la présence de LDL petites
et denses (179). L’indépendance de la relation entre les concentrations plasmatiques de

triglycérides et le risque de MCV, autrefois vivement débattue, est maintenant largement
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acceptée (184-186). Cette relation est supportée, entre autres, par le fait que I’accumulation
de triglycérides, au foie et en circulation, constituerait 1’élément central dans
’établissement de la plupart des anomalies métaboliques associées a la dyslipidémie

athérogeéne du syndrome métabolique (177, 187).

L’apoB-100, I’apolipoprotéine structurale majeure des lipoprotéines riches en triglycérides
d’origine endogene, est synthétisée de fagon constitutive par les hépatocytes (188, 189).
L’augmentation du contenu hépatique de triglycérides et I’augmentation de 1’activité de la
protéine microsomale de transfert des triglycérides (microsomal triglyceride transfert

protein, MTTP) favoriserait la stabilisation des domaines hydrophobes de 1’apoB-100 lors

de sa traduction, et la maturation des VLDL dans le réticulum endoplasmique (190). La

stimulation de la production de VLDL conjuguée a la diminution de I’activité de la LPL au
niveau du tissu adipeux (191, 192) meéneraient a 1’accumulation des triglycérides en
circulation (193, 194). Une diminution de 1’activité du récepteur hépatique des LDL, aussi
observée dans le contexte du syndrome métabolique, pourrait favoriser I’accumulation des
IDL et des LDL (195). Le contenu en cholestérol des particules LDL étant partiellement
réduit (196), la cholestérolémie ne serait que marginalement augmentée malgré 1’élévation
du nombre de lipoprotéines contenant 1’apoB-100 en circulation. De ce fait, Williams et
coll. ont démontré que la détérioration du profil métabolique reflétée par I’accumulation de
facteurs de risque du syndrome métabolique est fortement associée a une augmentation
constante des concentrations plasmatiques d’apoB-100, relation qu’ils n’ont pu observer
avec les concentrations plasmatiques de cholestérol (197). Le risque cardiovasculaire
associé au syndrome métabolique serait donc davantage fonction du nombre élevé de
lipoprotéines circulantes, plutot que de la quantité¢ de cholestérol en circulation, hypothése

qui est supportée par plusieurs études cliniques et épidémiologiques (197, 198).

L’augmentation des concentrations plasmatiques de triglycérides et d’apoB-100 est
généralement concomitante a un effondrement des concentrations plasmatiques de HDL-C,
un important facteur de risque de MCV (199). L’association inverse entre les
concentrations de HDL circulantes et le risque de MCV serait principalement supportée par
le role des HDL dans le processus permettant le transport du cholestérol excédentaire en

périphérie vers le foie, ou celui-ci est excrété sous forme d’acides biliaires (199-201). Le
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cholestérol des HDL peut étre directement transféré au foie, via le récepteur SR-B1, ou y
étre acheminé suite a son transfert vers les lipoprotéines contenant I’apoB-100 en échange
de triglycérides (202). L’échange cholestérol-triglycéride est catalysé par la protéine de
transfert des esters de cholestérol (cholesterol ester transfer protein, CETP) (202). En
présence de concentrations élevées de triglycérides, 1’importance du gradient triglycérides-
cholestérol pourrait favoriser 1’enrichissement excessif des HDL en triglycérides par
I’action de la CETP. L’hydrolyse de ces triglycérides par la lipase hépatique, dont I’activité
pourrait étre augmentée en contexte de résistance a 1’insuline (203), ménerait a la
dissociation de I’apoA-I (204, 205), la protéine structurale des HDL, et favoriserait son
élimination de la circulation (206, 207). La somme de ces différents processus consisterait
en une diminution des concentrations de HDL-C et contribuerait de fagon importante a
I’augmentation du risque de MCV dans le contexte du syndrome métabolique. Ces mémes
mécanismes sont avances pour expliquer la prédominance en circulation de LDL denses et
de diametre réduit observée dans le contexte du syndrome métabolique, un autre facteur de

risque important de MCV décrit plus en détail dans la section 2.2.4 (179, 208-211).

Chacune des anomalies lipidiques associées au syndrome métabolique et a la résistance a
I’insuline est susceptible de conférer un risque accru de MCV. Toutefois, il est d’avis
général que I’accumulation de ces anomalies favoriserait l’augmentétion du risque de MCV
de facon synergique. Ainsi, Lamarche et coll. ont observé que les individus montrant a la
fois des concentrations plasmatiques d’insuline et d’apoB-100 élevées et des LDL de
diametre réduit montreraient un risque cardiovasculaire 20 fois plus grand que les individus
ne présentant aucune de ces aberrations métaboliques (209). Ces facteurs, découlant pour la
plupart de I’abondance de triglycérides, permettraient d’expliquer, du moins en partie, le

risque accru de MCV observé chez les individus atteints du syndrome métabolique.

1.4.4 Hypertension

L’hypertensidn est un important facteur de risque indépendant de MCV observé de fagon
répétée chez les individus obeses (212) et hyperinsulinémiques (213). De ce fait, I’impact
relatif de I’obésité et de la résistance a I’insuline sur le développement de I’hypertension est

encore unc fois difficile a dissocier (213, 214). Le lien étroit unissant 1’obésité,
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I’hypertension et la résistance a I’insuline est supporté par le fait qu’une modulation
commune de ces parametres a été observée lors d’études d’intervention nutritionnelle (215)
et pharmacologique (216). Cependant, aucune étude jusqu’a maintenant n’a réussi a
déterminer de fagon convaincante si la résistance a ’insuline préceéde le développement de
I’hypertension ou vice versa (213, 217). Il est peu probablé que I’hypertension puisse jouer
un rdle prépondérant dans le développement de la résistance a I’insuline puisque
I’hypertension secondaire ne semble pas engendrer une perte de sensibilité a I’insuline
(218). L’insuline a un important effet vasodilatateur, principalement au niveau du muscle.
Ceci favoriserait la canalisation du glucose vers son principal site de métabolisation (219).
Cet effet serait du a la sécrétion d’oxyde nitrique (NO) stimulé directement par ’activation
de I’enzyme eNOS (endothelial NO synthase) par 1’insuline (220). Il est actuellement
propos€ que la fonction endothéliale, définie par la biodisponibilité endothéliale de NO,
serait diminuée dans le contexte du syndrome métabolique. Les facteurs de signalisation en
aval du récepteur a l'insuline impliqués dans le transfert de GLUT4 a la membrane
plasmique (phosphatidylinositol 3-kinase et protéine kinase B) seraient en partie
responsables de D’activation de I’enzyme eNOS par ’insuline (221, 222). Ainsi, la
répression de la signalisation intracellulaire en réponse a I’insuline, telle qu’observée en
contexte de résistance a |’insuline, pourrait directement mener & une diminution de
’activation de eNOS et favoriser le développement de I’hypertension associée au syndrome
métabolique. Le patron de sécrétion d’adipokines associ€¢ au syndrome métabolique
pourrait aussi jouer un réle important dans la détérioration de la fonction endothéliale. La
leptine (223, 224) et I’adiponectine (120, 225), dont I’activité biologique serait diminuée
dans le syndrome métabolique, auraient toutes deux un impact bénéfique sur la fonction
endothéliale. A I’opposé, la sécrétion augmentée d’IL-6 (226, 227), de TNF-a (228, 229) et
d’acides gras libres (230, 231) pourrait tous nuire a la fonction endothéliale et favoriser
I’hypertension. Chez les individus obéses, un débalancement du systéme rénine-
angiotensine a également été¢ observé. Une production accrue locale d’angiotensinogéne
(précurseur de I’angiotensine, elle-méme précurseur de 1’angiotensine 2, version active de
l’enzyfne) au niveau du tissu adipeux stimulée par la présence de dérivés réactifs de
I’oxygéne et de facteurs pro-inflammatoires, pourrait mener a une augmentation systémique

de la pression sanguine (232). Enfin, toujours en lien avec le tissu adipeux viscéral,
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’expression augmentée de la 11B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 stimulerait la
conversion de la cortisone en cortisol et pourrait également contribuer au développement de
I’hypertension (233). A la lumiére de ces derniéres observations, il apparait donc que le
dysfonctionnement du tissu adipeux pourrait jouer un rdle central dans I’étiologie de
I’hypertension associée au syndrome métabolique. En revanche, la perte partielle de I’effet
vasorelaxant de 1’insuline pourrait contribuer au maintien de D’état hyperglycémique
hyperinsulinémique en réduisant le flot sanguin et la captation du glucose au niveau

musculaire.
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Figure 1.2 : Résumé des anomalies métaboliques associées au syndrome métabolique.

1.5 Prévention et traitement du syndrome métabolique

Le syndrome métabolique constitue un ensemble de facteurs de risque de MCV et de
diabéte de type 2 qui trouvent leur fondement dans la balance énergétique positive, qui elle,
en revanche, est influencée par une constellation de facteurs environnementaux et

génétiques. L’adoption de saines habitudes de vie et I’utilisation d’agents pharmaceutiques



constituent les stratégies thérapeutiques actuellement proposées pour le traitement des

différents critéres du syndrome métabolique.

1.5.1 Habitudes de vie

La pluralité des facettes du syndrome métabolique favorise les stratégies de prévention et
de traitement affectant simultanément plusieurs des systemes physiologiques impliqués
dans 1'étiologie du syndrome (10, 179). Etant donné le réle central de 1’obésité dans
I’étiologie du syndrome métabolique, les stratégies d’intervention visent d’abord la perte de
poids. A ce titre, les recommandations actuelles ciblent la perte de poids modérée de 1’ordre
de 7 a 10% au cours des 6 a 12 premiers mois d’intervention (20). Il est maintenant
largement accepté qu’une telle intervention est bénéfique sur ’ensemble des facteurs de
risque du syndrome métabolique (20, 234, 235). Deux études cliniques importantes ont
démontré que la perte de poids était associée a une diminution de I’incidence du diabéte de
type 2 chez des individus caractérisés par une hyperglycémie a jeun ou une intolérance au
glucose (236, 237). Une de celles-ci, menée par Knowler et coll. chez plus de 3000
personnes initialement non-diabétiques a d’ailleurs comparé 1'impact d’une restriction
calorique combinée a une augmentation de la pratique d’activité physique a une
intervention pharmacologique utilisant la metformine, un inhibiteur de la production
hépatique de glucose, sur I’incidence du diabéte de type 2 sur 4 ans. La perte de poids
moyenne de 5.6 kg observée suite a I’intervention au plan des habitudes de vie était
associée a une diminution de 39% du nombre de nouveaux cas de diabéte de type 2
comparativement au groupe assigné a [’intervention pharmacologique (237). Ces
conclusions furent reproduite par une étude semblable, la Diabetes Prevention Program
Randomized Trial qui regroupait plus de 3000 hommes et femmes intolérants au glucose
compara ’impact de 1’adoption de saines habitudes de vie & celui d’un traitement a la
metformine sur 'incidence du syndrome métabolique. Celle-ci démontra que ’incidence
cumulative du nombre d’individus atteints du syndrome apres 3 ans était inférieure dans le
groupe assigné a I’intervention au plan des habitudes de vie (38 %) comparativement a

celle observée chez le groupe traité a la metformine (50 %) (238).
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Méme en absence d’une perte substantielle de poids, une amélioration qualitative de
I’alimentation pourrait aussi avoir un impact bénéfique sur les composantes du syndrome
métabolique (234). L’ impact favorable de la diminution de la consommation de cholestérol,
d’acides gras saturés et d’acides gras trans sur les concentrations plasmatiques d’apoB-100
a été démontré (239-241). Une diminution de la consommation de glucides a aussi été
associée a une réduction des concentrations plasmatiques de triglycérides (242-244), une
diminution de la pression sanguine (245) et une amélioration de la sensibilité a I’insuline
(246). Finalement, substituer partiecllement 1’apport en glucides par 1’apport d’acides gras
insaturés pourrait également avoir des effets bénéfiques sur les composantes de la

dyslipidémie athérogene (242, 247).

Ces résultats intéressants confirment donc le fort potentiel de I’amélioration des habitudes
de vie comme stratégie de prévention et de traitement du syndrome métabolique. Bien que
I’amélioration a long terme des facteurs de risque associ¢s au syndrome métabolique par
I’adoption d’un style de vie sain suggere une diminution du risque de MCV, les données

cliniques appuyant une telle relation sont toutefois encore attendues.

1.5.2 Agents pharmacologiques

Lorsque 1’adoption de saines habitudes de vie est insuffisante pour corriger les anomalies
associées au syndrome métabolique et réduire de fagon satisfaisante le risque de MCV,
I’utilisation d’agents pharmacologiques peut étre considérée. Contrairement aux habitudes
de vie, les molécules pharmacologiques ont souvent un effet bénéfique restreint a leur cible
physiologique et ne permettent donc pas I’amélioration simultanée de tous les facteurs de
risque du syndrome métabolique. Parmi les agents pharmacologiques disponibles, les
statines semblent montrer un effet bénéfique sur le risque de MCV peu importe le contexte
métabolique (248, 249). Ainsi, celles-ci constituent I’option pharmacologique de premier
choix chez les individus atteints du syndrome métabolique (19). Les agents de la classe des
fibrates, des agonistes de PPAR-alpha, stimulent 1’oxydation des acides gras hépatiques,
I’élimination des triglycérides plasmatiques et 1’augmentation des concentrations
plasmatiques de HDL-C (250). Leur utilisation a également été associée a une diminution

du risque de MCV (250, 251) et serait a considérer dans le traitement du syndrome
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métabolique en monothérapie (19, 250) ou combiné a 1’utilisation d’une statine (252). La
metformine est déja largement utilisée dans la prévention et le traitement du diabéte de type
2 et semble montré des effets positifs chez les individus atteints du syndrome métabolique
(237, 238, 253). Les agonistes de PPAR-y stimulent la différentiation et la maturation
adipocytaire et semblent étre efficaces a rétablir la sensibilité a I’insuline (254) et la
fonction endothéliale (255), mais, contrairement a la metformine(183, 238), favorisent le
gain de poids (256). L’acide nicotinique est reconnu pour son potentiel de réduction de la
triglycéridémie et demeure 1’agent pharmaceutique avec [’effet le plus marqué sur
’augmentation des concentrations plasmatiques de HDL-C (257, 258), mais son utilisation
est souvent mal tolérée et pourrait nuire au controle glycémique (258, 259). Les bloqueurs
B adrénergiques (B blockers) et les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de 1’angiotensine
(angiotensin-converting enzyme, ACE), sont, quant a eux, recommandés dans le traitement
de I’hypertension et contribue a une diminution significative du risque de MCV (260),
méme. chez les diabétiques de type 2 (261). Les inhibiteurs de I’ACE pourraient aussi
prévenir le développement du diabéte de type 2 en rétablissant partiellement la sensibilité a
I’insuline (262, 263). Enfin, la prévalence croissante de 1’obésité et de ses conséquences
cliniques a littéralement donné le coup d’envoi a la course au développement d’agents
pharmaceutiques stimulant la réduction de la masse adipeuse (264). Parmi ceux-ci, le
Rimonabant, un inhibiteur du récepteur endocannabinoide-1 actuellement en phase clinique
de développement, était un candidat intéressant qui, en plus de stimuler la perte de poids,
semblait favoriser I’amélioration de la lipémie et de la sensibilit¢ & l’insuline (265).
Toutefois, ses effets secondaires importants, notament la dépression et le suicide,
éclipsaient ses bénéfices au plan métabolique et son utilisation clinique n’est plus

recommandée (266).
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Chapitre 2. Facteurs et concepts physiologiques connexes
au syndrome métabolique : apolipoprotéine C-III,
hétérogénéité des LDL et protéine C-réactive

Aux critéres officiellement inclus dans les différents algorithmes cliniques du syndrome
viennent se greffer différents facteurs métaboliques qui ont suscité 1’intérét scientifique par
1) leur prévalence chez les individus caractérisés par le syndrome métabolique et; 2) leur
capacité a prédire le riéque de MCV de fagon indépendante dans certaines études
épidémiologiques. Ainsi, une description clinique- ¢largie du syndrome inclue des
concentrations plasmatiques élevées d’apoC-III, de LDL petites et denses et de protéine C-
réactive. Ces trois facteurs constituent les éléments qui ont été approfondis au cours des
travaux de la présente thése. Les réles physiologiques de chacuns de ces facteurs ainsi que
leur implication présumée dans 1’étiologie du syndrome sont revus et discutés dans les

sections qui suivent.

2.1 Apolipoprotéine C-111

Les apolipoprotéines de la classe C, qui regroupent 1’apoC-I, C-II et C-III, sont des
protéines de faible poids moléculaire associées aux lipoprotéines. Le role important de
I’apoC-I111, la plus abondante des apoC en circulation, dans 1’expression de la dyslipidémie
athérogene reliée au syndrome métabolique a récemment ét€¢ mis en évidence. Cette section
résume les connaissances actuelles de la physiologie et du métabolisme de 1’apoC-III ainsi
que les différents facteurs qui sous-tendent son implication dans 1’étiologie du syndrome

métabolique.

2.1.1 Physiologie

Le peptide mature de 1’apoC-III comprend 79 acides aminés et est synthétisé et excrété
majoritairement au niveau des hépatocytes et dans une moindre mesure au niveau des
entérocytes (267). Présente en circulation a des concentrations avoisinant les 100 mg/]

(268-270), I’apoC-III est principalement associée aux HDL et aux lipoprotéines riches en




triglycérides (LRT), les VLDL et les chylomicrons (271). En période de jeline, 60% de
I’apoC-III serait associé aux HDL (271) alors qu’en état postprandial, celle-ci serait
graduellement transférée aux LRT nouvellement sécrétées (272), pour ensuite retourner au
HDL suivant I’hydrolyse des LRT (273). Le transfert d’apoC-I1I entre les HDL et les TRL
ne nécessiterait pas de protéine intermédiaire ni méme d’interaction directe entre donneurs
et accepteurs (274). Ces observations suggerent que la distribution de 1’apoC-III entre les
TRL et les HDL constituerait un état d’équilibre et que le transfert d’apoC-III entre les
fractions lipoprotéiques serait uniquement fonction de leur concentration respective (275-
277). Cependant, certaines études réalisées a I’aide de radio-isotopes ont suggéré que 30 a
60% de 1’apoC-III ne serait pas transférable entre les LRT et les HDL (278, 279),
observations qui ont ét¢ supportées par certaines études menées a I’aide d’isotopes stables
in vivo chez I’humain (280). Une étude récente ayant mis au point une nouvelle méthode de
purification des apoC a I’aide de micelles lipidiques suggere toutefois que 1’observation
d’une fraction non échangeable d’apoC-III pourrait en fait étre un artefact méthodologique
dl a une purification imparfaite de I’apoC-III associée aux HDL (281). Pendant que le
probleme de « I’échangeabilité » de I’apoC-III demeure partiellement irrésolu, 1I’hypothése
de ID’existence d’un seul pool plasmatique homogéne d’apoC-III totalement libre

d’interchanger entre les différents types de lipoprotéines est actuellement privilégiée (282).

2.1.2 Réle métabolique

La principale fonction physiologique de 1’apoC-III serait d’inhiber I’action de la lipase
lipoprotéique (LPL), la principale enzyme responsable de I’hydrolyse des triglycérides
plasmatiques et de la clairance des LRT (283-285). L’apoC-III pourrait aussi nuire a la
liaison des LRT avec les glycosaminoglycans qui tapissent I’endothélium vasculaire et
nuirait ainsi a leur interaction avec la LPL (286) de méme qu’avec les récepteurs hépatiques
dépendants de I’apoE responsables de leur élimination (271, 287). En accord avec ces
caractéristiques physiologiques, les concentrations plasmatiques d’apoC-III ont été
fortement et directement associées aux concentrations plasmatiques de triglycérides autant
chez les individus normaux (268) que chez les diabétiques de type 2 (288). L’étroite
relation unissant 1’apoC-III a la triglycéridémie est également appuyée par le fait que les

individus ayant un défaut d’expression du géne de I’apoC-III montrent systématiquement
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des concentrations plasmatiques réduites de triglycérides, et une activité lipolytique
plasmatique augmentée (283, 289, 290). De fagon similaire, la surexpression du géne
humain de D’apoC-IIl chez la souris résulte en une augmentation dramatique des
concentrations plasmatiques de triglycérides et une accumulation de VLDL en circulation
(291). A P’inverse, en accord avec les observations chez I’humain, la suppression du géne
analogue de 1’apoC-I11I chez la souris entraine une diminution marquée de la triglycéridémie
et une augmentation de 1’hydrolyse des VLDL et protégerait contre le développement de
I’hypertriglycéridémie due au diabéte (292, 293). Fait intéressant, une étude réalisée par
Duivenvoorden et coll. suggere que I’absence d’apoC-III chez la souris pourrait stimuler le
développement de 1’obésité et de la résistance a 1’insuline en lien avec la consommation
d’une diete riche en lipides. En effet, ceux-ci ont noté qu’en absence d’apoC-III, une
diminution des concentrations plasmatiques de triglycérides de 60% ¢tait associée a une
prise en charge élevée des triglycérides au niveau adipeux menant a un gain de poids de 22
% supérieur aux souris témoins exprimant normalement le géne de I’apoC-III. Ce gain de
poids était associé¢ a une perte de sensibilité a 1’insuline de 1’ordre de 43% alors que la
suppression de la production de glucose hépatique en réponse a I’insuline était réduite de
25% chez les souris apoC-III 7/ (294). 11 est cependant important de noter qu’une prise
alimentaire supérieure de 15% a été observée chez les souris apoC-III /" et que les auteurs
ne font pas mention de la dépense énergétique des animaux, ce qui permet de douter que la
prise de poids supplémentaire des souris apoC-III / s’explique uniquement par la
suppression du géne de 1’apoC-III. Cette étude montre toutefois I’importance physiologique
que pourrait avoir ’apoC-III en régulant le flux d’acides gras au niveau des différents tissus
et en protégeant contre la détérioration métabolique que pourrait induire un apport excessif

de triglycérides.

En plus de son réle prédominant comme modulateur de la triglycéridémie, 1’apoC-III
pourrait nuire a I’action de la lecithin-cholesterol acyl transferase (LCAT) en limitant son
acces aux lipoprotéines (295). La LCAT est une enzyme qui favorise la maturation des
HDL par ’estérification du cholestérol libre présent a la surface des HDL. Le cholestérol
estérifié étant plus hydrophobe, celui-ci migre au centre des lipoprotéines et favorise la
captation de nouvelles molécules de cholestérol libre par les HDL (296). Cette propriété de

I’apoC-III devra cependant étre validée.
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2.1.3 ApoC-11I et MCV

En raison de son implication mécanistique probable dans le développement de
I’hypertriglycéridémie, 'l’apoC—HI pourrait jouer un rdle important dans 1’étiologie du
syndrome métabolique et dans la détérioration du profil de risque de MCV et de diabete de
type 2. Cette hypothése est présentement supportée par plusieurs études cliniques et
prospectives (297) ayant observé le potentiel des concentrations'plasmatiques d’apoC-III a
prédire le risque de MCV et la progression de la maladie coronarienne indépendamment
des concentrations plasmatiques de LDL-C (268, 298, 299) ou de triglycérides (300). La
plus importante de ces études, menée par Scheffer et coll. chez plus de 2200 individus sur
15 ans, démontra que les concentrations plasmatiques d’apoC-III étaient associées de fagon
prospective a la MCV (rapport de risque entre le 4° et le 1°" quartile de la distribution : 1.85
[IC 95% : 1.02-3.38]), indépendamment de 1’4ge, du sexe, de la triglycéridémie et des
facteurs de risque traditionnels (301). Chez des patients diabétiques en prévention
secondaire, les conéentrations de LDL contenant I’apoC-III ont été associées au risque
d’événement coronarien, indépendamment du profil lipidique et de ’apoB-100 (RR 6.6,
P<0.0001, 4° vs 1* quartile), suggérant que I’apoC-III pourrait s’avérer un marqueur

important de 1’athérogénicité¢ des LDL chez ce type de patients (302).

2.1.4 ApoC-III et syndrome métabolique

Malgré son réle trés probable dans le développement de la dyslipidémie athérogéne, peu
d’études épidémiologiques ont examiné le potentiel des concentrations plasmatiques
d’apoC-III a identifier les individus atteints du syndrome métabolique. Une étude
transversale menée par Onat et coll. (268) chez plus de 800 hommes et femmes a démontré
une prévalence 4.66 fois plus élevée (IC 95% 3.43—6.32) du syndrome métabolique chez
les individus montrant des concentrations plasmatiques élevées d’apoC-III au niveau des
VLDL (> 70 mg/l) comparativement a ceux montrant des concentrations relativement
basses ( <48 mg/l). Les auteurs ne mentionnaient toutefois pas 1’origine des valeurs limites
de concentrations d’apoC-III utilisées lors des analyses statistiques. Des résultats similaires
ont été obtenus par Olivieri et coll. lors d’une autre étude transversale menée chez plus de
800 hommes et femmes, ol une prévalence 6 fois plus élevée du syndrome métabolique a

été observée entre les 1% et 4° quartiles de la population pour les concentrations
q pop p
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plasmatiques d’apoC-III, indépendamment de 1’age, du sexe, des concentrations
plasmatiques de cholestérol, d’apoB-100, de triglycérides et des autres facteurs de risque du
syndrome métabolique (269). Aucune étude épidémiologique n’a cependant encore évalué
le potentiel des concentrations plasmatiques d’apoC-III a définir le profil de risque de
diabete de type 2. Toutefois, des concentrations élevées d’apoC-III ont été observées de
fagon répétée chez les obeses et dans le contexte de la résistance a 1’insuline et du diabete

de type 2 (194, 280, 288).

o = N W » 00 O N

Risque de syndrome métabolique
(odds ratio)

(<89.8) (89.9-102.0) (102.1-114.9)  (>115.0)
Quartiles d'apoC-ll|

(concentrations apoC-lll mg/l)

Figure 2.1 : Relation entre les concentrations plasmatiques d’apoC-III et le risque de
syndrome métabolique. Tiré de 1’étude de Olivieri et coll. (269).

A la lumiére de ces observations, il apparait évident que les concentrations plasmatiques
d’apoC-III pourraient fournir une information clinique pertinente -sur le statut métabolique
et le profil de risque de MCV. De méme, 1’association étroite entre les concentrations
plasmatiques d’apoC-III et la prévalence du syndrome métabolique suggere que 1’apoC-III
pourrait aussi étre un indicateur important du risque de diabéte de type 2, malgré 1’absence

de données épidémiologiques supportant cette hypothese.
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2.1.5 Facteurs influengant les concentrations plasmatiques d’apoC-I11

L expression du gene de 1’apoC-III serait réprimée, en partie, par I’insuline via un élément
de réponse a I'insuline situé en amont du geéne (303, 304), ce qui pourrait contribuer a
expliquer les concentrations élevées d’apoC-III observée chez les individus obéses,
résistants a ’insuline et les diabétiques de type 2. L’activation de PPARa serait également
associée a une atténuation de I’expression du géne de 1’apoC-III, en accord avec le fait que
le traitement aux fibrates induit une diminution significative de 1’apoC-III en circulation
(305, 306). Enfin, les interventions pharmacologiques et nutritionnelles ayant un impact
bénéfique sur la triglycéridémie ont généralement une répercussion favorable sur les
concentrations plasmatiques d’apoC-I1I, démontrant encore une fois le lien intime unissant
les concentrations plasmatiques de triglycérides et d’apoC-III (297, 307). Il est toutefois
tres intéressant de noter que certaines données scientifiques suggerent qu’un des
déterminants majeurs des concentrations plasmatiques d’apoC-III pourrait tout simplement
étre le nombre de particules lipoprotéiques en circulation (LRT et HDL confondus). En
effet, autant ’infusion d’acides gras libres (152) que d’HDL immatures (308), qui favorise
respectivement 1’augmentation du nombre 'de LRT et de HDL en circulation, stimule

efficacement I’augmentation des concentrations plasmatiques d’apoC-III.

Des études supplémentaires devront obligatoirement étre réalisées afin d’élucider les
mécanismes physiologiques impliqués dans la régulation de 1’apoC-III ainsi que pour

établir le role de cette derniére dans le métabolisme énergétique.

2.1.6 Isoformes de I’apoC-III : origines et impact métabolique

En circulation, I’apoC-II1 se présente sous trois isoformes qui se distinguent par le degré de
sialylation du résidu thréonine en position 74. L apoC-Illy, I’isoforme la moins représentée,
n’est pas' glycosylée et ne contient aucune molécule d’acide sialique. L’apoC-III;,
I’isoforme la plus abondante, et 1’apoC-III, sont toutes deux glycosylées et contiennent
respectivement une et deux molécules d’acide sialique (297, 309). Les mécanismes régulant
la sialylation de I’apoC-III sont largement méconnus. Roghani et Zannis, ont observé en
culture cellulaire que seul 1’apoC-III, était sécrétée, suggérant que les isoformes non-

sialilée et mono-sialylée devaient provenir de modifications enzymatiques suivant
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I’excrétion du peptide (310). Toutefois, la désialylation des protéines sialylées n’a pu étre
observée en circulation in vivo chez ’humain (311) probablement en raison du fait que la
neuraminidase, 1’enzyme lysosomale catalysant la désialylation des protéines, ne serait que
trés faiblement active a pH neutre (312). Enfin, la glycosylation et la sialylation de I’apoC-
III ne semblent pas requises ni pour 1’excrétion du peptide en circulation, ni pour sa liaison
aux différentes lipoprotéines (310). Ces observations, bien qu’elles ne fournissent que peu
d’information sur I’origine méme des différents isoformes de 1’apoC-llII, suggerent que
celles-ci ne seraient pas générées en circulation. Des études seront donc nécessaires afin de
déterminer si la sialylation intracellulaire de I’apoC-III précédant sa sécrétion est régulée

d’une quelconque fagon par des mécanismes encore inconnus.

La pertinence du degré de sialylation de 1’apoC-III sur son activit¢ métabolique est
également relativement obscure. Malgré qu’il ait été démontré que la désialylation
complete des VLDL n’influence pas leur métabolisme in vitro (313), deux études
observerent une prédominance d’apoC-III; associé¢ aux LRT chez des individus présentant
une hypertriglycéridémie séveére (314, 315). L’activité lipolytique plasmatique était
significativement diminuée chez ces individus comparativement au plasma d’individus
hypertriglycéridémiques présentant un profil normal d’apoC-IIl. L’incubation des LRT
enrichies en apoC-III, en présence de neuraminidase permit de normaliser 1’activité
lipolytique plasmatique de ces individus. De méme, une intervention nutritionnelle visant la
correction de la triglycéridémie, mais dont la composition en macro-nutriments n’était pas
mentionnée permit aussi de normaliser le profil en apoC-III et de rétablir 1’activité
lipolytique plasmatique (315). Une étude in vitro plus récente a quant a elle démontré que
I’affinité de 1’apoC-III, pour les VLDL serait deux fois supérieure a celle de 1’apoC-III, et
de TI’apoC-III; (271). La méme étude montra également cependant que 1’apoC-IlI,
présentait un potentiel réduit d’inhibition de la liaison des LRT au récepteur stimulé par la

lipolyse (lipolysis-stimulated receptor).

Ces observations suggerent que le degré de sialylation de D’apoC-III pourrait
potentiellement influencer le métabolisme in vivo des triglycérides. Les études cliniques
qui ont examiné le role de I’apoC-III dans 1’étiologie du syndrome métabolique ont jusqu’a

maintenant ignoré la distribution des divers isoformes de 1’apoC-III. Ainsi, I’hypothése
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d’un réle différentiel de chacune des isoformes de 1’apoC-III sur le métabolisme lipidique

n’a jamais été testée et mérite d’étre approfondie.

2.2 Hétérogénéité des LDL

Une autre anomalie physiologique étroitement liée au syndrome métabolique consiste en la
présence accrue de LDL de diamétre réduit en circulation. Les LDL constituent une classe
hétérogene de lipoprotéines en termes de dimension et de contenu. Cette hétérogénéité a été
grandement étudiée au cours des derniéres années et est intimement reliée au métabolisme
intravasculaire des lipoprotéines. Cette section résume les connaissances actuelles du
métabolisme des lipides, des lipoprotéines et des mécanismes physiologiques responsables
de I’hétérogénéité des LDL en termes de diamétre et de densité. Les facteurs appuyant
’athérogénicité accrue des LDL petites et denses dans le développement de la plaque

athéromateuse seront également revus.

2.2.1 Structure et classes de lipoprotéines

Le cholestérol et les triglycérides sont des molécules hydrophobes devant étre transportées
dans le plasma, un milieu aqueux. Ainsi, ces composés sont véhiculés a I’intérieur de
lipoprotéines, des complexes particulaires hydrosolubles présentant une surface composée
de lipides amphipathiques (phospholipides, cholestérol non-estérifié¢ et apolipoprotéines)
recouvrant un noyau composé majoritairement de lipides non-polaires (triglycérides et
cholestérol estérifié). On distingue deux systémes lipoprotéiques majeurs, celui associé au
transport des lipides d’origine exogéne et celui associé¢ au transport des lipides d’origine

endogene (316).

Les chylomicrons sont assemblés et sécrétés par les entérocytes, contiennent une molécule
d’apoB-48 par particule, sont responsables du transport des triglycérides et du cholestérol
exogenes et sont constitués majoritairement de triglycérides lors de leur synthese (317).
Sous [I’action des différentes lipases vasculaires, principalement de la LPL, les
chylomicrons perdent jusqu’a 80% de leur contenu en triglycérides. Les résidus de

chylomicrons acquiérent les apo C et E en circulation, ce qui permet leur élimination par
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endocytose au niveau du foie, principalement via la protéine reliée au récepteur des LDL

(LDL-receptor related protein) et via le récepteur hépatique des LDL (318).

Les VLDL sont assemblées et sécrétées par les hépatocytes, contiennent une molécule
d’apoB-100 par particule et sont responsables du transport des triglycérides et du

cholestérol synthétisés au foie (319). La lipase lipoprotéique est responsable de I’hydrolyse

d’environ 80% des TG des VLDL, mais les lipoprotéines résiduelles ne sont pas

systématiquement éliminées de la circulation. Environ 50 a 70% de celles-ci sont
subséquemment modifiées par la lipase hépatique, une lipase capable d’hydrolyser les

triglycérides et les phospholipides de surface des lipoprotéines, pour générer les LDL.

2.2.3 LDL-cholestérol et MCV

Chez un individu en santé, les LDL transportent 60 a 70 % du cholestérol plasmatique.
Celles-ci sont €éliminées principalement par le récepteur des LDL, exprimé par I’ensemble
des cellules du corps humain, mais dans une plus grande proportion au niveau du foie
(320). Le diametre réduit des LDL, contrairement au VLDL, leur permettrait de diffuser a
travers la paroi artérielle sans 1’aide de récepteurs, ce qui pourrait mener a leur
séquestration en certains foyers de la vasculature propices a I’infiltration des lipoprotéines
(316). La rétention prolongée des LDL dans la matrice extracellulaire entrainerait la
production de lipides oxydés (321) pouvant déclencher ’activation du facteur nucléaire
NF-«xB (322-324) qui induirait a son tour I’expression des molécules d’adhésion ICAM-I,
VCAM-I et E-sélectine par les cellules endothéliales. L’ infiltration des monocytes dans la
paroi vasculaire ménerait a la formation de cellules spumeuses, au développement d’un
noyau nécrotique et a la déposition de cholestérol cristallisé (325). De I’étape de la strie
lipidique a celle de la plaque mature, le cholestérol représenterait 80 % des lipides de la
Iésion (326). L’implication directe du cholestérol dans 1’étiologie de 1’athérosclérose
explique donc pourquoi la relation unissant les concentrations plasmatiques de cholestérol

et la mortalité due a 1a MCV est extrémement bien documentée.
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2.2.4 Hétérogénéité des LDL et MCV

Les LDL constituent une classe de lipoprotéines hétérogeénes en termes de taille et de
propriétés physico-chimiques. L’électrophorése sur gel non dénaturant a permis de
démontrer que les LDL semblent se répartir en un certain nombre de sous-classes de taille
homogenes plutdt que de montrer une distribution continue (327). La présence de LDL
denses a été observée de fagon répétée dans le contexte du syndrome métabolique, de la
résistance a I’insuline et du diabéte de type 2 (328-333) et leur prévalence en circulation
tendrait & augmenter avec ’accumulation des composantes du syndrome métabolique
(330). Plusieurs études épidémiologiques prospectives ont démontré qu’une augmentation
de la proportion de LDL petites et denses en circulation serait associ€e a un risque de MCV
augmenté de trois a sept fois, ce qui pourrait contribuer, en partie, a 1’augmentation du
risque de MCV associé au syndrome métabolique (334-338). Des données récentes
suggerent que la quantité absolue de LDL denses circulantes serait un meilleur indicateur
du risque de MCV et de la progression athérosclérotique sous-jacente que la distribution
relative des LDL vers des densités plus élevées (338-340). Ces observations seraient
concordantes avec le fait que les concentrations plasmatiques d’apoB-100, un indice du
nombre de particules athérogénes circulantes, seraient étroitement reliées a la MCV dans le

contexte du syndrome métabolique (196, 197, 341).
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Figure 2.2 : Risque relatif d’événement cardiovasculaire en lien avec les concentrations
plasmatiques inférieures ou supérieures a la concentration médiane de LDL-cholestérol,
d’apoB-100, de triglycérides et la proportion médiane de LDL denses circulantes. Le risque
relatif était ajusté pour I’age, I’indice de masse corporelle, la pression artérielle, la présence
de diabete de type 2, I’histoire familiale de MCV et 1’usage de produits du tabac. Tiré de
(338).
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De fortes concentrations de LDL denses en circulation sont cependant souvent observées de
fagon concomitante a la présence de concentrations plasmatiques élevées de triglycérides et
d’apoB-100 et de concentrations plasmatiques réduites de HDL-C, tous d’importants
facteurs de risque indépendants de la MCV (330, 342). Ainsi, I’indépendance de la relation
entre les LDL denses et I’incidence de la MCV, testée statistiquement par 1’utilisation de
modeles multivariés, est encore vivement débattue (342-344). En dépit de ces
considérations statistiques, le potentiel athérogénique supérieur des LDL de densités
élevées est appuyé par les études in vitro ayant démontré leur affinité réduite pour le
récepteur LDL (345, 346), leur affinité accrue pour la matrice extracellulaire (345), leur
protection antioxydante réduite (347, 348) et par les études in vivo ayant démontré leur
temps de résidence prolongé en circulation (349-351). Ces caractéristiques des LDL denses
favoriseraient leur participation au processus athérosclérotique et pourraient contribuer de
facon importante a la détérioration du profil de risque de MCV observée dans le contexte

du syndrome métabolique.

2.2.5 Hétérogénéité des LDL : origine métabolique

La taille des LDL est déterminée principalement par leur contenu en cholestérol. Etant
donnée I’absence d’enzymes plasmatiques capables d’hydrolyser le cholestérol esterifié, la
déplétion lipidique des LDL doit impliquer un transfert du cholestérol estérifié¢ (327). Ainsi,
Packard et coll., pour expliquer la formation des différentes sous-classes de LDL, ont
suggéré que le contenu en cholestérol des LDL serait modulé par I’action combinée de la
CETP et de la lipase hépatique (208, 211, 327). Tout comme pour 1’enrichissement en
triglycérides des HDL décrit dans la section 1.4.3, la CETP serait responsable de la
déplétion du noyau lipidique des LDL en supportant I’échange d’esters de cholestérol
provenant des LDL en retour de triglycérides véhiculés par les LRT (352). Les LDL
enrichies en triglycérides seraient ensuite soumises a 1’action de la lipase hépatique qui
catalyserait I’hydrolyse du noyau lipidique et des phospholipides de surface des LDL (353-
355). Ces processus de transfert et d’hydrolyse successifs meneraient a la réduction de la
taille des LDL (352). L’activité de la CETP ne serait pas limitante dans le processus de

transfert lipidique entre les fractions lipoprotéiques et dépendrait principalement du
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gradient de substrats échangeables (356, 357). En revanche, I’activité de la lipase hépatique
a été positivement associée aux concentrations de LDL denses chez I’homme (358). Ce
mode¢le serait concordant avec 1’association bien documentée unissant les concentrations

plasmatiques de triglycérides et de LDL denses (334, 335, 359-361).

Kraus et Berneiss, quant a eux, ont complexifi¢ ce modele en y intégrant leur hypothése
suggérant que la sécrétion hépatique de différentes espéces lipoprotéiques générerait
différentes especes de LDL (362). Définissant quatre classes de LDL (de LDL-1 a LDL-IV,
LDL-IV étant la plus dense), ceux-ci observerent lors d’une intervention nutritionnelle que
les concentrations de LDL-I et LDL-III variaient de fagon réciproque, de méme que les
concentrations de LDL-II et LDL-IV (363). Ceux-ci proposerent donc que les LDL-I et III
pourraient provenir de précurseurs lipoprotéiques dont la production serait coordonnée de
fagon réciproque au foie et qu’il en serait de méme pour les LDL-II et LDL-IV. Les
mécanismes moléculaires responsables de la régulation et de la sécrétion des différentes
especes lipoprotéiques du modele de Krauss et Berneiss sont inconnus. Cependant, leur
modele hypothétique spécifie que plus les précurseurs lipoprotéiques seraient enrichis en
triglycérides, plus ceux-ci seraient susceptibles de générer directement, par I’action des
lipases, des LDL de densité élevée (362). Les individus hypertriglycéridémiques se
différenciant principalement des individus normolipidémiques par leurs concentrations
accrues de VLDL particuliérement riches en triglycérides (178, 350), le modele de Krauss
et Berneiss serait donc lui aussi concordant avec 1’hypothése du réle prédominant de

I’hypertriglycéridémie dans la formation des LDL denses.

Ainsi, ces modeles, principalement basés sur des analyses de corrélation et d’observations
statiques, supportent tous deux le role important de la triglycéridémie dans 1’origine
métabolique de I’hétérogénéité des LDL. Toutefois, le métabolisme des lipoprotéines est un
processus dynamique et trés peu d’études se sont attardées & examiner in vivo les
interrelations entre les classes de lipoprotéines menant a la formation des différentes sous-
classes de LDL. De ce fait, le métabolisme intravasculaire des différentes sous-classes de
LDL en fonction de leur diamétre et en réponse aux autres facteurs de risque du syndrome

métabolique est encore largement inconnu.
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2.3 Protéine C-réactive

Le role prépondérant de la réponse inflammatoire a tous les stades de 1’athérosclérose est
largement accepté. ‘L’adhésion et Iinfiltration des monocytes au site de séquestration des
lipoprotéines athérogenes dans la paroi vasculaire, la lente évolution de la plaque
athéromateuse, 1’événement thrombotique et finalement la nécrose du myocarde résultant
de I’ischémie sont toutes des étapes ou I’inflammation jouerait un réle majeur (364-366).
La stabilité¢ de la plaque athéromateuse, un déterminant important du risque de rupture et
d’événement thrombotique, est grandement déterminée par son activité inflammatoire (7,
367). Plusieurs éléments enzymatiques de la réponse inflammatoire, comme les
métalloprotéinases de la matrice (matrix metalloproteinase, MMP), pourraient fragiliser la
structure de la plaque, facilitant sa rupture et la libération des composantes thrombotiques
du noyau nécrotique (368, 369). Incidemment, I’utilisation potentielle des concentrations
plasmatiques de marqueurs inflammatoires dans I’estimation du profil de risque de MCV a
grandement suscité ’intérét scientifique au cours des deux derniéres décennies. A ce titre,
la protéine C-réactive (C-reactive protein, CRP), une protéine depuis longtemps associée a

la réponse inflammatoire non spécifique, a particulicrement attiré I’attention (145).

2.3.1 Physiologie de la CRP

La CRP est une protéine plasmatique constituée de 5 monomeéres associ€¢s de facon non
covalente (370). Son nom provient de son affinité importante pour le polysaccharide-C
dérivé de certains pneumocoques pathogeénes (371). La présence d’ions calcium est critique
pour la préservation de 1’intégrité moléculaire de la CRP (372) ainsi que pour sa liaison a
ses multiples ligands naturels comme la phosphocholine (373), les phospholipides oxydés
(374), les lipoprotéines modifiées (375), les débris de cellules nécrosées (376) et certaines
protéines ribonucléiques (377). Un peu a la fagon des anticorps, la liaison de la CRP a ses
différents ligands entraine leur précipitation et 1’activation de la voie du complément iﬁ
vivo (378). La CRP montre une préservation évolutive et phylogénique surprenante, ce qui
laisse croire que son role physiologique serait probablement bénéfique (379, 380). Les
différents ligands et la capacité d’activer la voie du complément de la CRP humaine

supportent I’hypothése que celle-ci pourrait jouer un réle dans I’immunité non spécifique et
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I’élimination des débris cellulaires (145). Toutefois, la fonction physiologique de la CRP

est encore inconnue (145, 381).

Chez I’humain, la concentration plasmatique médiane de CRP dans la population générale
est d’environ 1 mg/l (382-385). La CRP et synthétisée et éliminée principalement au foie
(386, 387) et son expression est finement régulée par différentes cytokines pro-
inflammatoires telles que 1’[L-6 et le TNF-a (388-390). Suite a la liaison de I’IL-6 & son
récepteur, IL-6Ra, ce dernier forme un complexe avec la molécule de transduction de
signal gp130. Le complexe IL-6Ra/gp130 induirait la phosphorylation et I’activation des
kinases JAK, qui a leur tour ménerait & 1’activation des facteurs C/EBPB et STATS3,
responsable de ’expression du géne de la CRP (391). Lors de la réponse inflammatoire
aigué, les concentrations plasmatiques de CRP augmentent dramatiquement, atteignant des
valeurs 100 a 1000 fois supérieures aux concentrations basales, pour rapidement revenir a
la normale suivant la résorption du stimulus inflammatoire (145). Ces derniéres
caractéristiques de la CRP en font un marqueur idéal de I’activité inflammatoire chez les
patients hospitalisés (392). La compléte non-spécificité de la CRP fait toutefois en sorte
que le moindre stress non physiologique ménerait & une augmentation significative de ses
concentrations plasmatiques (393). Néanmoins, 1’observation de la présence de CRP dans
les lésions d’infarctus du myocarde chez I’humain a 1’aide de méthodes immuno-
histochimiques (365, 394) meneérent certains & émettre 1’hypothése que la CRP pourrait
jouer un réle important dans la pathophysiologie de 1’athérosclérose et que ses
concentrations plasmatiques pourraient étre utilisées en clinique dans I’estimation du profil

de risque de MCV.

2.3.2 CRP et MCV

Au début des années 1980, de Beer et coll. montrérent que la persistance de concentrations
¢élevées de CRP suite a un événement coronarien aigu était associée a un mauvais pronostic
(395). L’avénement des méthodes de mesure automatisées et hautement sensibles de la
CRP permit de démontrer dans I’Etude prospective européenne sur les facteurs de
coagulation comme marqueurs du pronostique des patients atteints d’angine stable et

instable que des concentrations plasmatiques CRP relativement élevées prédisaient
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significativement I’incidence des événements coronariens (396, 397). Dans la seconde
moitié des années 1990 et au début des années 2000, plusieurs grandes études prospectives,
notamment les études WOSCOP (398), Women’s Health Study (WHS) (399), MRFIT
(400), AFCAPS/TEXCAPS (401), Physician Health Study (402) et MONICA (403) vinrent
corroborer le potentiel des concentrations plasmatiques de CRP a prédire le risque de
MCV. Ces premicres études rapportaient en moyenne un risque relatif de MCV deux a trois
fois plus élevé chez les individus montrant des concentrations plasmatiques de CRP
supérieures a 3.0 mg/l comparativement aux individus présentant des concentrations
inférieures a 1 mg/l, indépendamment des facteurs de risque traditionnels (404). Certains,
notamment Ridker et coll,, ont méme montré que la CRP fournissait une information
clinique plus compléte, ou du moins complémentaire aux concentrations plasmatiques de
cholestérol LDL (399) et a I’algorithme de Framingham (405) dans I’estimation du risque
de MCV. Chacune de ces études recensait cependant relativement peu d’événements
cliniques vasculaires (moins de 300 dans la plupart des cas (400-403)). Les plus récentes
études, qui comptent un nombre beaucoup plus élevé de cas cliniques, ont associé les
concentrations plasmatiques de CRP élevées a un risque relatif de MCV ajusté pour la
présence des facteurs de risque traditionnels considérablement atténué comparativement
aux études initiales (RR ~1.5) (404, 406). I1 n’en demeure pas moins que les concentrations
plasmatiques de CRP continuent d’étre significativement associées a I’incidence de la
MCYV et pourraient donc se révéler un outil pratique dans I’évaluation clinique du profil de

risque de MCV.

2.3.3 CRP et syndrome métabolique

L’idée qu’une composante pro-inflammatoire soit étroitement associée au syndrome
métabolique est de plus en plus largement acceptée, particulicrement depuis les
observations d’Hotamisligil et coll. qui permirent de démontrer 'implication du TNF-a
dans le développement de la résistance a 1’insuline en contexte d’obésité (69, 70). Dans la
méme veine, des concentrations plasmatiques élevées de CRP ont été observées de fagon
répétée dans le contexte de 1’obésité (407-410), de I’hypertriglycéridémie (411), du
syndrome métabolique (412, 413), de la résistance a I’insuline (414-416) et du diabéte de

type 2 (409, 417). De méme, des études transversales ont démontré que Ies concentrations
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plasmatiques de CRP sont corrélées a I’accumulation des facteurs de risque du syndrome
métabolique (414, 418). Le degré d’adiposité semblerait toutefois étre le principal
déterminant des concentrations de CRP circulantes dans les études de population (412, 419)
et dans le contexte du syndrome métabolique (420). Cette association est appuyée par les
observations montrant que la perte de poids chez les diabétiques de type 2 et les individus
résistants a I’insuline serait associée a une diminution significative des niveaux de CRP en
circulation (421-423). Les mécanismes responsables de la forte association entre les
concentrations plasmatiques de CRP et le degré d’adiposité sont encore mal compris, mais
pourraient impliquer la canalisation de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-6 et le
TNF-o. en provenance du tissu adipeux viscéral vers le foie, ce qui stimulerait

potentiellement la production hépatique de CRP (388-390).

Fait intéressant, des données provenant des études WHS et WOSCOP suggerent que
I’information clinique apportée par la mesure des concentrations plasmatiques de CRP
serait additive & I’information fournie par les facteurs de risque du syndrome métabolique
‘dans I’estimation de risque de MCV. L’analyse des données de la WHS, qui regroupait pres
de 15 000 femmes suivies sur 8 ans, démontra que les femmes qui montraient des
concentrations plasmatiques de CRP ¢élevées en plus d’étre atteintes du syndrome
métabolique étaient significativement plus a risque de MCV que celles montrant des
concentrations plasmatiques élevées de CRP isolées et celles atteintes du syndrome
métabolique, mais présentant des concentrations plasmatiques faibles de CRP (figure 2.3,
panneau gauche) (418). L’analyse des données de I’étude WOSCOP, qui regroupait pres de
6500 hommes suivis sur 5 ans, montra de fagon similaire que le risque relatif de MCV était
significativement plus élevé chez les hommes atteints du syndrome métabolique et
montrant des concentrations plasmatiques élevées de CRP que chez les individus montrant

aucun ou un seul de ces facteurs de risque (figure 2.3, panneau droite) (30).
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Figure 2.3: Probabilit¢ de survie sans événement coronarien chez 14 719 femmes
américaines (paneau de gauche) et risque relatif d’événement coronarien chez 6447
hommes (panneau de droite) en fonction des concentrations plasmatiques de CRP et du
syndrome métabolique (30, 418).

Ces deux études ont aussi démontré la capacité des concentrations plasmatiques de CRP a
prévdire le risque de diabéte de type 2. Dans I’étude WHS, les femmes dont les
concentrations de CRP étaient dans le 4° quartile de la distribution étaient 4 fois plus a
risque de diabéte de type 2 (RR 4.2, IC 95% : 1.2 -12) que ée]les dont les concentrations
étaient dans le 1¢ quartile de la distribution, indépendamment de I’indice de masse
corporelle, de I’histoire familiale de diabéte et du niveau d’activité¢ physique (424). Dans
I’é¢tude WOSCOP, le risque de diabéte de type 2 augmentait graduellement et
significativement a travers les différents quintiles de concentrations de CRP, de fagon a ce
que les individus situés dans le 5e quintile (CRP>4.18 mg/l) étaient 3 fois plus a risque de
diabéte que les individus situés dans le premier quintile (HR 3.03, IC 95% 1.33 - 7.10)
(425). Le potentiel des concentrations plasmatiques de CRP a prédire le risque de diabéte
de type 2 fut aussi observé dans les études Cardiovascular Heatlh Study (426), MONICA
(427), Insulin Resistance Atherosclerosis Study (428) et de la Nurses Health Study(429).

La capacit¢ de la CRP a complémenter les criteres du syndrome métabolique dans
I’estimation du profil de risque de MCV et de diabéte amena la suggestion que les

concentrations de CRP pourraient €tre incluses parmi les facteurs de risque officiels du
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syndrome (430). Ces observations menérent aussi a suspecter un role direct de la CRP dans

I’étiologie de I’athérosclérose.

2.3.4 Hypothese de ’implication directe de la CRP dans la
pathophysiologie de la MCV

Plusieurs études in vitro et in vivo chez des modeles animaux furent entreprises afin
d’élucider la participation active de la CRP dans le développement de 1’athérosclérose.
Plusieurs des études initiales démontrant in vitro 1’activité pro-inflammatoire de la CRP ont
été remises en question par l’utilisation non contrélée de CRP recombinante d’origine
bactérienne, possiblement contaminée par des endotoxines ou des substances
bactériostatiques (NaN3) (431-435). Les conclusions provenant d’études de modéles
animaux comme le rat et la souris sont aussi passablement mitigées. Toutefois, une des plus
rigoureuses de ces études mit a profit la capacité qu’a la CRP d’origine humaine d’activer
la voie du complément chez le rat, capacité que ne semble pas avoir I’analogue de la CRP
exprimée chez le rat (436). L’injection quotidienne de doses massives de CRP humaine
hautement purifiée chez des rats ayant subi une ligature des artéres coronariennes eut pour
effet d’exacerber le déVeloppement de ’athérosclérose (437). L’injection de CRP humaine
n’eut cependant aucun effet chez les rats n’ayant pas subi la ligature des artéres
coronariennes. Ces observations, bien que provenant d’un modeéle animal, sont en accord
avec le fait que des concentrations élevées de CRP seraient associées a un mauvais
pronostic dans un contexte d’événement coronarien aigu, mais que la CRP en soit ne
semblerait pas accélérer' le processus athérosclérotique en absence de traumatisme

coronarien sévere.

Un certain nombre d’études in vitro ont également été réalisées a nouveau en contrdlant
adéquatement pour la présence possible de contaminants pro-inflammatoires (438). Ces
études suggerent entre autres que la CRP serait en mesure de promouvoir I’expression de
molécules d’adhésion (439, 440), la dysfonction endothéliale par inhibition de 1’enzyme
eNOS (441, 442), Dactivation des macrophages (443) et ’expression accrue des
métalloprotéinases de la matrice (444, 445). Toutefois, la plupart de ces observations ont
été obtenues par 1’incubation de cultures cellulaires en présence de concentrations de CRP

beaucoup plus élevées (>10 mg/l) que les valeurs de concentrations fournissant une
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information clinique pertinente en termes de risque cardiovasculaire (<10 mg/l) (446). Ces
observations laissent donc planer le doute quant a une implication réelle et directe de la
CRP a des concentrations pertinentes (entre 3.0 et 10.0 mg/l) dans la progression de

’athérosclérose.

Le fait qu’aucun traitement nutritionnel ou pharmacologique connu ne module
spécifiquement les concentrations plasmatiques de CRP sans influencer simultanément un
ou plusieurs autres facteurs de risque de MCV contribue a alimenter I’intense débat
entourant le role de la CRP dans le développement de la MCV in vivo chez I’humain.
Cependant, 1’association entre 1’inflammation chronique de faible intensité et ’incidence de
la MCV est supportée par la quasi-totalité des grandes études épidémiologiques. A la
lumiere de ces observations, on peut penser que les concentraﬁons plasmatiques élevées de
CRP pourraient simplement étre le reflet d’un certain degré de détérioration métabolique
globale qui rendrait I’organisme plus sensible aux autres facteurs de risque de MCV tout en
handicapant sa capacité a faire face correctement & certains traumatismes séveres comme
I’événement coronarien aigu. Cette hypothése serait appuyée par les résultats d’une récente
¢tude ayant démontré chez quatre grandes cohortes indépendantes que les individus ayant
des concentrations plasmatiques élevées de CRP en raison d’un polymorphisme au niveau
du geéne de la CRP ne serait pas a risque accru de MCV (406). Des études supplémentaires
trés bien contrdlées permettant éventuellement d’isoler la contribution spécifique de la CRP
a ’augmentation de risque de maladie coronarienne chez [’humain devront cependant étre

réalisées afin de valider cette hypothese.
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Chapitre 3. Cinétique des protéines

Les concentrations plasmatiques de LDL petites et denses, d’apoC-IlI, de CRP et de tout
autre facteur de risque du syndrome métabolique sont des valeurs statiques qui en disent
peu sur les mécanismes physiologiques responsables de leur expression in vivo. Du point
de vue physiologique, ces facteurs de risque servent a décrire une condition métabolique
associée a un risque de MCV ¢levé. Cette condition constitue un état stable ou les
concentrations des différents facteurs de risque sont définies par la somme de processus
anaboliques et cataboliques. L’amélioration des méthodes de prévention et de traitement de
la MCV repose largement sur la compréhension des changements mécanistiques qui
s’operent lors du passage d’une condition associée a un faible risque de MCV a celle
associée a un haut risque de MCV. Les études de cinétique a 1’aide de traceurs constituent
actuellement la méthode de référence pour 1’exploration de ces changements mécanistiques
et physiologiques (447). Les prochaines sections ont pour but de présenter certains aspects
de la méthodologie des études cinétiques. Une attention particuliere sera apportée a
I’explication du traitement et de 1’analyse des données de cinétique par modélisation
mathématique. Lorsque requis, le métabolisme des lipoprotéines sera utilisé pour illustrer
certains concepts. Les concepts pertinents a 1’étude de la cinétique des protéines seront
privilégiés au cours de ce chapitre, méme si les études de cinétique ont été utilisées pour
I’étude d’autres systémes, comme le métabolisme des triglycérides, des acides gras, du

glucose et de I’insuline.

3.1 Traceurs

L’étude de la cinétique des protéines est réalisée a 1’aide de traceurs. On définit un traceur
comme une molécule chimiquement et fonctionnellement identique a la molécule naturelle
a I’étude (le « tracé »), mais suffisamment distincte de cette derniére afin que son évolution
puisse étre suivie dans le systéme biologique étudié. L’information recueillie sur le
comportement du traceur permet d’obtenir de 1’information sur le métabolisme du tracé,

présumant que le traceur et le tracé soient métabolisés de fagon identique.
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Un traceur doit comporter certaines caractéristiques pour que 1’information qu’il procure
soit utile et valide : 1) il doit étre détectable avec une sensibilité et une précision adéquate;
2) il ne doit par perturber le systéme a 1’étude; et 3) il ne doit pas étre discriminé du tracé au
plan métabolique (447, 448). L’avénement de traceurs isotopiques au cours des années
1930 a constitué une étape charniére dans 1’évolution de I’étude du métabolisme. Comme
les isotopes d’un méme €lément se distinguent uniquement par le nombre de neutrons
contenu dans leur noyau, les propriétés chimiques des traceurs isotopiques sont
pratiquement identiques a celles des molécules naturelles (449). L’impact du marquage
isotopique au plan métabolique est donc limité. Malgré que les premicres études
métaboliques aient privilégié¢ 1’utilisation d’isotopes stables (450, 451), les radio-isotopes,
plus particuliérement le '*C et le *H, furent utilisés de fagon prédominante lors des années
50 et 60 en raison de la disponibilité des compteurs a scintillations et de leur haute
sensibilité qui permettait 1’utilisation de faibles quantités de traceurs (449). Au cours des
années 70, ’accroissement de la commercialisation des isotopes stables, 1’avénement
d’appareils jumelant la spectrométrie de masse par quadrupole a la chromatographie en
phase gazeuse (gas chromatograph-mass spectrometer, GC-MS) facilitant la mesure
d’enrichissement isotopique et la conscientisation face aux risques biologiques reliés a
’exposition a la radioactivité favorisérent le retour des isotopes stables (452). Seul des

traceurs contenant des isotopes stables ont été utilis€s lors des présents travaux.

3.2 Méthodes de marquage
Le marquage isotopique des protéines peut étre réalisé de fagon exogeéne ou de fagon

endogene.

3.2.1 Marquage exogéne

Le marquage exogene consiste a synthétiser ou a isoler le composé d’intérét et a le marquer
in vitro afin d’obtenir un traceur. Pour I’étude de la cinétique des protéines, I’iode'® a
largement €té utilis€ pour la préparation de tels traceurs en raison de la facilité avec laquelle
il peut étre fixé de fagon covalente aux acides aminés tyrosine (453). Un traceur ainsi
obtenu peut ensuite étre réinjecté dans 1’organisme a I’étude et ’évolution de son activité

spécifique (désintégrations/minute) en fonction du temps permet de dériver le taux de
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catabolisme ou le taux de conversion du tracé. Cette méthodologie implique la présomption
que le marquage isotopique et I’activité spécifique subséquemment mesurée sont
directement proportionnels a la masse du traceur (454). Le principal désavantage du
marquage exogeéne réside dans le fait que le traceur a été manipulé et modifié ex vivo, ce
qui risque d’altérer son comportement métabolique (454, 455). De plus, les traceurs
exogenes ne fournissent qu’une information indirecte sur les taux de synthése ou
d’excrétion des métabolites étudi€s en raison du fait que leur apparition dans le systeme a
I’étude est dictée par le taux auquel ils y sont artificiellement introduits. Etant donné la
grande sensibilit¢é des compteurs a scintillations, les traceurs radio-isotopiques avaient
I’avantage de pouvoir étre utilisés a des doses minimales, limitant les perturbations sur
I’équilibre du systeme a 1’étude (449). Toutefois, les risques reliés a 1’exposition au
rayonnement radioactif demeurent la principale raison du déclin des traceurs exogenes dans

I’étude du métabolisme chez 1’humain.

3.2.2 Marquage endogéne

Le marquage endogéne repose sur 1’injection de précurseurs métaboliques marqués (448).
Le marquage des métabolites étudiés se produit donc in vivo, lorsque les précurseurs
marqués sont utilisés lors de leur synthése. Pour I’étude de la cinétique des protéines, les
isotopomeres d’acides aminés, des acides aminés contenant des isotopes, sont les traceurs
les plus utilisés pour ce type de marquage. Une variété d’isotopomeres d’acides aminés ont
¢été utilisés pour étudier la cinétique des protéines comme la [13C2]lysine, la [*Hs]valine, la
[*C]leucine, et la [*Hs]leucine, et les études démontrérent leur équivalence comme traceurs
(456). Pour les études qui composent la présente thése, la leucine triplement marquée au
deutérium sur le carbone en position 5 a été utilisée comme traceur (5,5,5-°Hs-leucine). En
raison de la présence de trois atomes de deutérium, cet isotopomere de la leucine a une
masse atomique supérieure de 3 unités (m+3) comparativement a 1’isotopomere de leucine
le plus abondant dans la nature. Cette différence de masse peut étre résolue par GC-MS, ce
qui permet de suivre I’abondance de la ?Hs-leucine dans le pool de leucine d’une protéine
en fonction du temps. Contrairement au marquage exogene, 1’utilisation de radio-isotopes
ou d’isotopes stables n’est pas méthodologiquement favorisée lors du marquage endogéne.

Ce type de marquage a comme avantage de permettre 1’observation de l’apparition du
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traceur dans le pool du métabolite a 1’étude, fournissant de 1’information précieuse sur la
synthése et ’excrétion de ce dernier (447). Le marquage endogéne a cependant le
désavantage de complexifier I’analyse des données de cinétique, car celle-ci doit tenir
compte de la cinétique du traceur dans le pool précurseur qui, elle, ne peut généralement
pas étre décrite directement (voir section 3.3.3.1)(448). Dans le cas des protéines avec un
faible taux de renouvellement, le recyclage des acides aminés suite au catabolisme des
protéines ayant incorporé le traceur peut aussi étre une source d’erreur difficilement
quantifiable (457). Enfin, le marquage endogeéne entraine l’incorporation du traceur au
niveau de tous les composés synthétisés a partir du précurseur utilisé ce qui permet
d’analyser simultanément la cinétique de plusieurs protéines (458, 459). Chacune des
protéines étudiées doit par contre étre individuellement purifiée afin de dériver ses

parametres de cinétique spécifiques.

3.3 Méthode d’administration des traceurs
Les traceurs peuvent étre administrés de deux fagons, par impulsion (injection d’un bolus)
et par infusion constante. Ces deux méthodes d’administration ont été utilisées lors des

travaux inclus dans la présente these.

3.3.1 Impulsion

Cette méthode consiste a introduire le traceur dans le systetme a I’aide d’une seule dose
ponctuelle. Pour le marquage endogene des protéines, I’introduction d’un acide aminé
marqué¢ dans le systtme a I’aide d’une seule dose provoque en premier lieu
I’enrichissement isotopique du pool intracellulaire d’acides aminés. Le traceur (ex. Hs-
leucine) et le tracé (ex. leucine) sont ensuite incorporés aux protéines lors de leur synthese
dans un ratio proportionnel a I’enrichissement du pool précurseur. Le transfert du traceur du
pool précurseur vers le pool de protéines entraine une diminution du ratio traceur/tracé au
niveau du pool précurseur et une augmentation du ratio traceur/tracé au niveau du pool
protéique (448). L’épuisement progressif du traceur dans le pool précurseur provoque
éventuellement le déclin du ratio traceur/tracé au niveau du pool protéique. L’analyse de
I’apparition et de 1’élimination du traceur au niveau du pool protéique d’intérét en fonction

du temps permet de dériver les paramétres de cinétique des protéines étudiées. Le marquage
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endogeéne des protéines par impulsion isotopique peut étre effectué autant a 1’aide
d’isotopomeres stables que de radio-isotopoméres. Toutefois, la sensibilité relativement
faible des spectrométres de masse oblige I’injection de fortes doses de traceur lorsque des

isotopes stables sont utilisés. Ceci ne semble toutefois pas influencer le métabolisme des
protéines (460, 461).

A

ivité spécifique

(% de dose initiale)

Act

Enrichissement (%)
[traceur / (traceur+tracé)]

> I —— BN
Temps (h) Temps (h)

Figure 3.1 : Panneau A : marquage exogene; évolution de ’activité spécifique résiduelle
(% de D’activité initiale) en fonction du temps d’un traceur exogéne injecté par impulsion
isotopique. Panneau B: marquage endogeéne; évolution de I’enrichissement isotopique
mesuré par spectrométrie de masse au sein d’un pool de traceur/tracé en fonction du temps
suite & une impulsion de traceur isotopique stable. La ligne (==) représente 1’évolution de
I’enrichissement au niveau du pool de traceur/tracé libre (pool précurseur). La ligne (=)
représente 1’évolution de 1’enrichissement isotopique mesuré au sein d’une protéine
incoporant le traceur lors de sa synthése. L’intersection des deux courbes au pic
d’enrichissement de la protéine confirme la présence de la relation précurseur-produit.
L’enrichissement au niveau de la protéine croit tant que 1’enrichissement au niveau du pool
précurseur le permet. Lorsque le traceur s’épuise au niveau du pool précurseur,
I’enrichissement au niveau du produit commence a décliner.

3.3.2 Infusion constante

Cette méthode d’administration consiste a introduire le traceur dans le systéme a un rythme
constant pendant une période de temps déterminée. L’analyse subséquente des données de
cinétique repose sur la présdmption que I’abondance du traceur dans le pool précurseur est
constante tout au long de I’infusion. Ainsi, tel qu’illustré dans la Figure 3.2, lors d’une
infusion constante d’isotopomeére d’acide aminé, le ratio traceur/tracé mesuré dans le pool

d’une protéine donnée atteindra éventuellement le ratio traceur/tracé observé au niveau du
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pool précurseur d’acides aminés (448). La vitesse a laquelle le ratio traceur/tracé d’un pool
protéique tend a rejoindre le plateau d’enrichissement du précurseur dépend de la vitesse a
laquelle ce pool protéique est renouvelé. Cette relation permet de dériver les parametres de
cinétique de cette protéine spécifique. Afin d’accélérer I’atteinte de I’équilibre du traceur au
sein du pool précurseur, I’infusion constante peut étre précédée d’une impulsion isotopique
du méme traceur (primed-constant infusion). Ceci permet d’obtenir des valeurs
d’enrichissement plus élevées, donc plus précises, dans un délai raisonnable (12 a 15h), et
facilite 1’étude du métabolisme des protéines montrant un faible taux de renouvellement

(448).

Enrichissement (%)
[traceur / (traceur+tracé)]

Figure 3.2: Evolution de I’enrichissement isotopique mesuré au sein du pool de
traceur/tracé libre (pool précurseur, ==) et du pool d’un produit (==) en fonction du temps
lors d’une infusion constante de traceur précédée d’une impulsion isotopique (primed-
constant infusion). La ligne ( == == ) représente I’évolution du traceur injecté lors de
I’impulsion intitiale alors que la ligne (=== ) représente I’infusion constante de ce méme
traceur. La ligne (===, qui correspond a I’enrichissement du pool précurseur (constant),
représente la somme de la cinétique du traceur provenant de I’impulsion initiale et de
’infusion constante.

3.3.3 Marquage endogéne : Infusion constante vs impulsion

3.3.3.1 Probléme du pool précurseur

Un des problémes majeurs dans 1’étude de la cinétique des protéines par marquage

endogéne consiste en I’estimation de D’enrichissement isotopique du véritable pool
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précurseur pour la synthése protéique, soit le pool intracellulaire d’ARN de transfert
(ARNY). Ce paramétre doit étre connu afin que les paramétres de cinétique dérivés reflétent
les véritables taux de sécrétion, de conversion et d’élimination. Toutefois, 1’enrichissement
du pool d’ARNt intracellulaire ne peut étre mesuré qu’a I’aide de biopsies. Des études ont
démontré que D’enrichissement isotopique des acides aminés plasmatiques libres ne
constitue pas une approximation satisfaisante de I’enrichissement du pool précurseur

d’ARNL (448, 462).

Lors d’une infusion constante, 1’enrichissement du pool précurseur véritable peut étre
relativement bien estimé a 1’aide de deux méthodes. D’abord, il peut étre déterminé par le
plateau d’enrichissement atteint au sein d’un pool protéique dont le taux de renouvellement
est particulierement rapide. Par exemple, pour I’étude du métabolisme des protéines
plasmatiques produites au foie, le plateau d’enrichissement observé au niveau du pool
d’apoB-100 des VLDL peut étre utilis¢ comme un estimé précis de I’enrichissement du
pool d’ARNt, assumant que le plateau d’enrichissement du pool d’apoB-100 des VLDL
reflete ]’enrichiséement du pool hépatique de leucine (452, 462). L’autre méthode, moins
utilisée, consiste a mesurer le plateau d’enrichissement du pool plasmatique d’alpha-
kétoisocaproate, un métabolite « réciproque» généré lors de la premicre étape du
métabolisme intracellulaire de la leucine. L’équivalence entre la mesure du plateau
d’enrichissement de I’apoB-100 des VLDL et du pool plasmatique de a-kétoisocaproate a

été démontrée (462, 463).

Lorsqu’une impulsion d’acides aminés marqués est utilisée, 1’enrichissement du pool
précurseur évolue constamment en fonction du temps et la cinétique du traceur au sein du
pool précurseur doit étre considérée dans les calculs des paramétres de cinétique. Toutefois,
comme la cinétique du traceur dans le pool précurseur ne peut étre mesurée directement, la
cinétique du traceur libre en circulation est considérée comme une approximation

satisfaisante de sa cinétique au sein du pool précurseur (452).

3.3.3.2 Information obtenue

L’infusion constante, contrairement a 1’impulsion isotopique, peut difficilement é&tre

réalisée sur une période de temps supérieure a 12-15h et fournit donc une information
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limitée, surtout lorsque la cinétique d’une protéine avec un faible taux de renouvellement
est étudiée (457). L’impulsion isotopique posséde 1’avantage de pouvoir s’étendre sur
plusieurs jours et fournit une information directe sur le taux de catabolisme et de
conversion des protéines étudiées en permettant d’apprécier 1’élimination progressive du
traceur au niveau de leur pool (464). De plus, dans un systeme complexe comme le

métabolisme de 1’apoB-100, I’'impulsion isotopique permet aussi d’apprécier visuellement

la relation précurseur-produit unissant les différentes fractions lipoprotéiques (351, 465). 11

est important de noter que les deux techniques d’administration peuvent étre utilisées
simultanément pour maximiser 1’information obtenue. Lors de 1’étude de la cinétique des

protéines, il est possible d’administrer un bolus d’un acide aminé marqué (ex: "“N-

glycine), puis de procéder a I’infusion constante d’un acide aminé marqué différent (ex :

*Hs-leucine) (448). La dynamique de chacun des traceurs résolue par spectrométrie de

masse permet ainsi de profiter des avantages des deux modes d’administration.

3.4 Analyse des études de cinétique

L’analyse des données expérimentales de cinétique cherche a déterminer le taux auquel les
processus biologiques se produisent in vivo. Deux types de processus peuvent étre
quantifiés : le transport, qui consiste en I’excrétion ou I’absorption des métabolites
(excrétion des VLDL par le foie, internalisation des LDL via le récepteur des LDL), et la
transformation, qui se définit par la conversion d’un métabolite en un autre (délipidation
des VLDL qui génére des LDL). Les données expérimentales brutes recueillies lors
d’études de cinétique utilisant des traceurs isotopiques stables, comme dans la présente
thése, sont des séries de valeurs d’abondance isotopique obtenues a intervalles réguliers
suivant 1’administration du traceur. Ces valeurs d’enrichissement, une fois mises en
graphique en fonction du temps, produisent des courbes de cinétique. L’ajustement
mathématique (modeling, en anglais) de ces courbes permet d’extraire 1’information
cinétique qu’elles contiennent et de dériver les taux de sécrétion, de transfert et de
catabolisme des protéines étudiées. Parmi les différentes approches utilisées pour extraire
cette information, ’approche par modélisation pluricompartimentale est actuellement la
plus populaire et la plus pertinente (464, 466). Ce type de modélisation permet de

décomposer schématiquement les systémes biologiques et de les représenter sous forme de
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« compartiments » reliés entre eux par des « constante de transfert » de métabolites (Figure
3.3).

Les principaux avantages des modéles pluricompartimentaux sont leur capacité de tenir
compte de I’hétérogénéité et de la complexité des processus métaboliques et de la
possibilité qu’ils offrent d’intégrer dans leur structure les connaissances provenant d’études
antérieures (466). L ajustement optimal (best fit, en anglais) des données expérimentales en
fonction de la structure du modéle est obtenu par régression linéaire approximative basée
sur la méthode de la moindre somme des carrés des écarts a 1’aide de logiciels
informatiques (467, 468). Les prochaines sections exposent quelques concepts reliés a
’analyse pluricompartimentale a 1’aide d’un exemple simple basé sur le métabolisme des

lipoprotéines contenant 1’apoB-100.
leucine

VLDL

Ay ©

IDL LDL

Figure 3.3: Modéle pluricompartimental simple représentant le métabolisme de 1’apoB-100
au sein des VLDL (compartiment 13), des IDL (compartiment 14) et des LDL
(compartiment 15) utilisé lors d’une étude de cinétique par infusion constante de 2H3-
leucine (469). Voir les sections 3.4.1.1 et 3.4.1.2 pour une explication détaillée de
I’anatomie du modele

3.4.1 Modé¢les pluricompartimentaux
Prenons le mode¢le illustré dans la figure 3.3 tiré d’une étude de cinétique par Tremblay et

coll. du métabolisme des VLDL, IDL et LDL par infusion constante de ’Hs-leucine (469).
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3.4.1.1 Compartiments

Les compartiments sont représentés par des cercles (numéroté 1, 13, 14 et 15). Un
compartiment est une sous-partie du systéme a I’étude et peut représenter un état
moléculaire ou un espace physiologique. Ici les compartiments représentent des états
moléculaires de la leucine. Le compartiment 1 représente le pool précurseur de leucine, les
compartiments 13, 14 et 15 représentent respectivement la leucine présente au sein de
I’apoB-100 dans les fractions VLDL, IDL et LDL. Le compartiment 2 est un
compartiment spécial qui permet de tenir compte du délai nécessaire pour la syntheése de
’apoB-100, la maturation et la sécrétion des VLDL. On assume que chaque compartiment
contient une masse discréte et constante de leucine, constituée de la somme des masses de
*H;-leucine et de leucine naturelle. On connait la grandeur de chacune de ces masses pour
les compartiments 13, 14 et 15, car les concentrations d’apoB-100 associées aux VLDL,
IDL et LDL sont mesurées expérimentalement a I’aide de dosage. Ces données servent a

décrire 1’état massique du systéme.

3.4.1.2 Constantes de transfert

Les constantes de transfert, représentés par les fléches, correspondent aux taux de transfert
de matériel entre les différents compartiments du systéme. Une constantes de transfert est
défini par I’expression k (i, j), ou k constitue la fraction de la masse du compartiment j
transférée au compartiment i par unité de temps. Par exemple, la constante de transfert
k(14,13) représente la fraction d’apoB-100 (*Hs-leucine + leucine naturelle) en provenance
des VLDL transférée aux IDL par unité de temps. Les constantes de transfert pointant vers
I’extérieur, s’exprimant k(0, j), représentent la fraction d’apoB-100 éliminée directement et
irréversiblement du systtme. La somme des constantes de transfert quittant un
compartiment constitue le taux de catabolisme fractionnel de ce compartiment (fractional
catabolic rate, FCR), c'est-a-dire la fraction de la masse de ce compartiment qui est
irréversiblement éliminée par unité de temps. Ce parameétre s’exprime en pools/unité de
temps et est indépendant de la taille du pool étudié. La réciproque de ce parametre (F CR™
correspond au temps de résidence moyen du traceur (et du tracé) dans ce compartiment et
s’exprime en unité de temps/pool. Un temps de résidence court (ou un FCR élevé) refléte

un taux de renouvellement rapide. Finalement, a I’état d’équilibre massique (steady state),
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il est assumé que la perte d’une quantité de matériel d’un compartiment est
systématiquement contrebalancée par le transfert d’une quantité égale de matériel vers ce
compartiment, i.e. le FCR est contrebalancé par le taux de synthése fractionnel (fractional
synthesis rate, FSR). Assumant que le FSR est égal au FCR, un taux de production (PR)
absolu (masse produite/unité¢ de temps) ou ajusté¢ (masse produite/unité de temps/unité¢ de

masse corporelle) au sein d’un compartiment donné peut étre calculé en fonction du FCR :
PR absolu = FCR (pools/jour) » masse du pool (mg/pool)
PR relatif = FCR (pools/jour) * masse du pool (mg/pool) / masse corporelle (kg)

Les taux de transfert et d’élimination nécessaire au calcul des différents parametres de
cinétique (FCR et PR) est cependant inconnue. La section suivante explique briévement
comment est déterminée la valeur de chacune des constantes de tranfert en modélisation

pluricompartimentale.

3.4.1.3 Equations différentielles

Dans le logiciel de modélisation SAAM II qui fut utilisé lors des présents travaux, la
construction schématique d’un modele définit simultanément un systeme d’équations
différentielles (467). La résolution de ce systétme d’équations consiste a déterminer les
valeurs des différents flux qui permettront I’ajustement optimal (best fif) des données
expérimentales de cinétique en fonction de la structure du modele. Par exemple, les
équations différentielles permettant de définir le transfert de traceur et de masse totale
(traceur + tracé) a I’intérieur du compartiment 15 (représentant I’apoB-100 des LDL) se

lisent comme suit :
dqs/dt = k(15,13)q;3 + k(15,14) “q14—k(0,15) -q;s (eq.1)
dQ;s/dt = k(15,13)-Qu3 + k(15,14) -Q14—k(0,15) -Qi5s (eq.2)

ou chaque ¢, et Q, représentent respectivement la masse de traceur et la masse totale
(traceur + tracé) comprises dans chaque compartiment x (449). Ainsi, ’évolution de la
masse du traceur (dq;s) dans les LDL dans un intervalle de temps donné (df) se définit par

la somme des quantités de traceur transférées a ce compartiment en provenance des VLDL
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[k(15,13)-q;3] et des IDL [k(15,14) -q;4] et de la quantité de traceur éliminée
irréversiblement des LDL par leur catabolisme [-k(0,15) -q;s].

Etant donné qu’il est assumé que le systéme est a I’état d’équilibre massique (steady state),
la masse totale de traceur et de tracé « @ » comprise dans chaque compartiment est
constante. En d’autres mots, la dérivée de dQ/dt est systématiquement nulle, peu importe le

compartiment.

La masse de traceur « g » comprise dans chaque compartiment, quant a elle, varie en
fonction du temps et permet de quantifier les différents taux de transport et de transfert. Le
mouvement d’un traceur dans un systéme physiologique repose sur l’absence de
discrimination entre le traceur et le tracé. Ainsi, la probabilité qu’a une molécule de traceur
d’étre métabolisée (par exemple : la probabilité qu’un acide aminé marqué soit incorporé a
une chaine peptidique lors de sa synthése, qu'une VLDL soit métabolisée en IDL) dépend
uniquement de sa masse relative dans le pool de métabolite précurseur*. Ce jeu de
probabilités fait en sorte que 1’évolution de la masse de traceur dans chaque compartiment
en fonction du temps n’est jamais linéaire et suit généralement une équation exponentielle
de premier ordre (448). L’équation exponentielle associée a chacun des compartiments du
modele est définie par I’intégration de 1’équation différentielle représentant le mouvement
du traceur au sein de ce compartiment (eq.l1 dans le présent exemple). Chaque
compartiment d’un modele pluricompartimental est donc associé a une équation
exponentielle (466). Cette relation un 1 compartiment - une exponentielle fut mise a profit
dans les travaux sur I’hétérogénéité des LDL au chapitre 6. Lors de cette étude, la cinétique
de la leucine dans les différentes fractions lipoprotéiques €tait trop complexe pour étre
ajustée de fagon satisfaisante a une seule exponentielle (un seul compartiment), I’utilisation
de compartiments supplémentaires permettait d’exprimer la cinétique du traceur sous la

forme d’une somme d’équations exponentielles (voir Figure 6.2 p. 128).

Ces méthodes de tracage et de modélisation pluricompartimentale ont précédemment été

utilisées pour étudier le métabolisme intravasculaire de 1’apoC-I1I, de la CRP et de I’apoB-

" Ici, le terme précurseur peut aussi s appliquer a un « produit », comme dans le fait que les VLDL constituent
le principal « précurseur » des IDL.
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100 chez I’humain. Les prochaines sections résument 1’information pertinente que ces

techniques ont permis d’obtenir jusqu’a maintenant sur chacune de ces protéines.

3.5 Cinétique de I’apoC-II11

3.5.1 Etudes d’observation

Les toutes premieres études du métabolisme intravasculaire de 1’apoC-I1I a I’aide de traceur
chez ’humain ont été réalisées a la fin des années 1970 par Berman et coll (276). Ceux-ci
marquerent le contenu protéique de VLDL, composé principalement des apolipoprotéines
B-100, E et C, a I’aide d’iode'* afin de comparer leur métabolisme sur une période de 10 a
14 jours chez 4 individus normolipidémiques et 10 individus hyperlipidémiques. Leur
modele mathématique élaboré permettait de tenir compte du transfert bidirectionnel d’apoC
entre les VLDL et HDL circulantes et d’analyser simultanément la cinétique des
apolipoprotéines B-100 et C (C-I, C-II et C-III confondues). Ils rapportérent un meilleur
ajustement des données expérimentales en contraignant I’élimination des apoC au niveau
des HDL. Ils noterent aussi que le taux de catabolisme des apoC, contrairement a celui de
I’apoB, était sensiblement le méme chez les sujets normolipidémiques et
hyperlipidémiques, suggérant une absence de relation entre le catabolisme de 1’apoB et des
apoC. Cependant, comme cette étude portait sur la cinétique simultanée de toutes les
especes d’apoC, celle-ci ne fournit donc qu’une information partielle sur la cinétique

intravasculaire de 1’apoC-III et sur son réle dans les divers types d’hyperlipidémie.

Depuis, un peu plus d’une dizaine d’études ont été réalisées sur la cinétique spécifique de
I’apoC-I1L. A cette fin, I’infusion constante de *Hs-leucine précédée d’un bolus (470, 471),
la simple injection d’un bolus de *Hs-leucine (472, 473), I’injection de VLDL marquées a
I’iode'® (277, 474) et I’injection de HDL reconstituées dont seul le contenu en apoC-III

125 (475) ont tous été utilisées afin d’examiner le

était spécifiquement marqué a 1’iode
métabolisme de I’apoC-I1I dans différents contextes métaboliques. Selon ’ensemble de ces
¢tudes, le temps de résidence moyen de I’apoC-III en circulation chez les individus
normolipidémiques varierait entre 12 heures (FCR de 2 pools/jour) et 48 heures (FCR de
0.5 pool/jour). L’apoC-III se trouvant a la fois sur les HDL (apoC-Illyp.) et les VLDL

(apoC-Illyipr), certains ont étudié son métabolisme spécifiquement dans chacune de ces




fractions (280, 473). En ce sens, Batal et coll. montrérent que le pool d’apoC-IllypL
semblait se renouveler a un taux inférieur comparativement au pool d’apoC-Illyipr. (476).
Cette observation fut utilisée pour appuyer 1’idée qu’une fraction de 1’apoC-III ne serait pas
transférable entre les VLDL et les HDL, interprétation qui fut partiellement réfutée par le
développement de nouvelles techniques de purification tel que mentionné dans la section

2.1.1 (281).

Les études menées chez des individus hypertriglycéridémiques a ’aide de traceurs
exogenes semblaient associer une augmentation des concentrations plasmatiques d’apoC-
IIT 4 une diminution de son tauX de catabolisme (277, 474). Huff et coll. expliquaient cette
observation par un retard concomitant du catabolisme des VLDL, processus qui pourrait
constituer une des voies d’élimination de 1’apoC-III. Toutefois, une série d’études plus
récentes menées par Cohn et coll. utilisant ’infusion constante de *Hs-leucine suggérérent
plutdt que la production accrue d’apoC-III, plus spécifiquement d’apoC-Illy;pL, serait le
principal déterminant de 1’augmentation des concentrations plasmatiques d’apoC-III et de
triglycérides observée dans la plupart des types d’hyperlipidémie (280, 470). Récemment,
Chan et coll. ont étudié la cinétique de I’apoC-Illy.p. et de I"apoC-Illyp. sur 96 heures
chez 39 individus obéses et 12 individus non obéses par I’injection d’un bolus de *Hs-
leucine (473). Les obeses, qui montraient des concentrations supérieures d’apoC-I1lyipL
(79.6 = 3.8 mg/l vs 41.6 =+ 6.6 mg/l), étaient caractérisés par un taux de catabolisme
légérement, mais significativement réduit de DI’apoC-lllyip. et de 1’apoC-IllgpL. Une
différence beaucoup plus marquée était toutefois observée au niveau du taux de production
d’apoC-IllyrpL, qui était 36 % plus élevé chez les obeses comparativement au groupe
témoin (2.12 £ 0.14 mg/kgej vs 1.56 + 0.29 mg/kgej). De plus, les concentrations et le taux
de production d’apoC-Illy p. étaient tous deux fortement corrélés positivement aux
concentrations de VLDL et de triglycérides circulantes chez les obéses, alors que seule une
association entre le taux de production de ’apoC-Illy p. et les concentrations plasmatiques

de triglycérides était observée chez les individus non obéses.

Les conclusions provenant de ces études d’observation suggerent que 1’augmentation des
concentrations plasmatiques d’apoC-IlI, principalement d’apoC-Illyip, en présence

d’hypertriglycéridémie et d’obésité pourrait s’expliquer, en majeure partie, par une
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augmentation du taux de production de 1’apoC-III et, dans une moindre partie, par une

diminution du taux de catabolisme de 1’apoC-III.

3.5.2 Etudes d’intervention

Le métabolisme de 1’apoC-III a aussi été ¢étudié en contexte d’intervention
pharmacologique chez des individus hypertriglycéridémiques ou caractérisés par le
syndrome métabolique. Ces études portaient principalement sur ’impact des statines, et du
fenofibrate. Malmendier et coll. ont montré que la combinaison d’une perte de poids de 3 a
6.5% et d’un traitement au fenofibrate chez 4 individus hypertriglycéridémiques permettait
une réduction des concentrations plasmatiques de triglycérides et d’apoC-II1 de 1’ordre de
50%. Ces diminutions étaient associées a une augmentation de 60% du taux de catabolisme
de I’apoC-III, mesuré par I’injection d’apoC-III marquées de fagcon exogene a I’aide de
radio-isotopes (475). Chan et coll., par marquage endogéne a 1’aide d’isotopes stables, ont
~montré qu’un traitement a ’atorvastatine (40 mg/j) ou au fenofibrate (200 mg/j) chez 11
hommes atteints du syndrome métabolique étaient tous deux associés a une réduction des
concentrations plasmatiques de triglycérides et d’apoC-Illy.pL de 30 et 40% respectivement
(477). Ces changements s’expliquaient majoritairement par une augmentation de 30% du
taux de catabolisme et une diminution de 1’ordre de 20% du taux de production de 1’apoC-
[Iyrpr. La production d’apoC-III plasmatique totale ne semblait pas affectée par aucun des
deux traitements. De fagon similaire, Oi et coll, ont aussi montré chez 12 hommes
caractérisés par le syndrome métabolique que le traitement a la rosuvastatine induisait une
diminution des concentrations plasmatiques de triglycérides et de apoC-Illyipi, effet qui
était parallele a une augmentation du taux de catabolisme et une diminution du taux de

production de 1’apoC-Illy; pr, proportionnelle a la dose de statine utilisée (478).

Deux études ont investigué le métabolisme de 1’apoC-IIl en contexte d’intervention
nutritionnelle. La premiére, par Huff et coll., a montré chez 6 individus normolipidémiques
qu’une diéte isocalorique riche en glucides induisait une augmentation moyenne de 50 %
des concentrations plasmatiques de triglycérides et menait & une augmentation moyenne du
taux de production de 1’apoC-III de plus de 70% (474). Desroches et coll., en comparant

I’'impact d’une diéte riche en glucides a une dicte riche en acides gras mono-insaturés,
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toutes deux consommées ad [libitum, observerent que les changements de taux de
production d’apoC-III expliquaient 30% des changements de concentrations plasmatiques
de triglycérides en réponse a la diéte dans un modéle qui incluait, entre autres, 1’age, les
concentrations plasmatiques de TG de base, la variation du poids corporel, ’activité des

lipases lipoprotéique et hépatique et I’apport énergétique (471).

Les observations provenant de ces €tudes d’intervention semblent, a premiere vue,
divergentes quant a la modulation préférentielle du taux de catabolisme ou du taux de
production de I’apoC-III en lien avec la modulation des concentrations plasmatiques
d'apoC-III et de triglycérides. Il est intéressant de noter qu’une forte diminution des
concentrations plasmatiques de triglycérides semble se traduire par un catabolisme accentué
de I’apoC-III (477, 479), alors que lorsqu’une augmentation de la triglycéridémie est

observée, celle-ci est plutot paralléle a une augmentation de la production d’apoC-III (474).

L’ensemble des résultats des études d’observation et d’intervention supporte la présence
d’un lien étroit entre la triglycéridémie et la cinétique intravasculaire de 1’apoC-III. 11 est
toutefois important de souligner que le lien de causalité entre I’augmentation du taux de
production d’apoC-III et I’augmentation des concentrations plasmatiques de triglycérides
reste a étre démontrée. A ce sujet, Lewis et coll. ont récemment démontré a 1’aide
d’infusion simultanée de *Hs-leucine, d’une émulsion lipidique et d’héparine que la
présence accrue d’acides gras libres entrainerait une surproduction d’apoB-100, de
triglycérides et d’apoC-III (152). Ces observations démontrent qu’une hypertriglycéridémie
provoquée pourrait causer la sécrétion accrue d’apoC-lII et suggerent que les
concentrations plasmatiques de triglycérides pourraient étre un déterminant important du
taux de production de I’apoC-III. A la lumiére de ces observations, il semble que la relation
entre les concentrations plasmatiques de triglycérides et d’apoC-III nous rapporte a
I’analogie de I’ceuf et de la poule. Serait-il possible en fait que la simple augmentation du
nombre de lipoprotéines en circulation, particulierment de VLDL et de résidus de VLDL,
soit suffisant afin de faire augmenter les concentrations plasmatiques d’apoC-III. En
d’autres mots, 1’augmentation des concentrations d’apoC-III serait-elle simplement
expliquée par ’augmentation du nombre de transporteurs. Indiscutablement, des études

supplémentaires seront requises afin de mieux comprendre le role physiologique de 1’apoC-
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III et 1’étroite relation unissant les concentrations plasmatiques de triglycérides et d’apoC-

I11.

Il est toutefois intéressant de noter que, parmi toutes les études de cinétique de 1’apoC-III
menées a ce jour, seules les études de Huff et coll. menées au début des années 1980 a
I’aide de marquage radio-isotopique exogene ont considéré plus d’un isoforme de I’apoC-
II1, soit les isoformes mono- et bi-sialylée (277, 474). Ces études suggérerent une certaine
ressemblance des deux isoformes en termes de métabolisme intravasculaire autant chez les
individus normolipidémiques que les individus hypertriglycéridémiques. Toutefois,
’association entre le métabolisme intravasculaire de chacune des isoformes de I’apoC-III et
les anomalies lipidiques associées a la dyslipidémie athérogéne du syndrome métabolique

n’a pas encore été formellement examinée et mériterait certainement d’étre approfondie.

3.6 Cinétique de différentes sous-classes de LDL

Le métabolisme des lipoprotéines contenant 1’apoB-100 (VLDL, IDL et LDL), est sans
doute le systéme physiologique auquel a été consacré le plus grand nombre d’études de
cinétique. Chaque lipoprotéine sécrétée par le foie ne contient qu’une seule molécule
d’apoB-100 et celle-ci demeure liée a la méme particule lipoprotéique tout au long de son
séjour intravasculaire. Ainsi, le marquage de 1’apoB-100 représente une fagon idéale
d’étudier les taux de production, de catabolisme et de conversion des lipoprotéines

responsables du transport des lipides d’origine endogene (464).

Le métabolisme de 1’apoB-100 a été largement é&tudié dans divers contextes
physiologiques, dont celui du syndrome métabolique. Les prochaines sections, dans un
souci de concision, se limitent a citer les études d’observation ayant permis de mieux
caractériser les anomalies du métabolisme des lipoprotéines contenant ’apoB-100 dans le
contexte du syndrome métabolique. L’impact d’interventions nutritionnelles et
pharmacologiques sur le métabolisme de I’apoB-100 sera brievement résumé. Enfin, les
études de cinétique s’étant attardées au concept de 1’hétérogénéité des LDL seront revues

plus en détail.
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3.6.1 Cinétique de I’apoB-100 : généralités
Les premicres études de la cinétique des lipoprotéines in vivo chez I’humain étudiérent le
transfert de radioactivité¢ entre les fractions lipoprotéiques de différente densité suite a

125 et démontrérent, entre autres, la relation

’injection de VLDL marquées a I’iode
précurseur-produit unissant les VLDL et les LDL (480). Les études plus récentes, qui
privilégierent le marquage endogene a I’aide d’isotopomeres stables d’acides aminés (481),
confirmerent les observations obtenues par 1’utilisation de traceurs exogénes. Les études
plus récentes, entre autres, mirent en évidence 1’hétérogénéité des différentes fractions
lipoprotéiques en termes de métabolisme intravasculaire (482). Certaines des études les
plus élaborées proposérent différents modéles mathématiques pour tenir compte de cette

hétérogénéité lors de 1’analyse pluricompartimentale des données expérimentales de

cinétique (Figure 3.4) (483, 484).

Malgré le degré de complexité varié des modeles utilisés, les paramétres de cinétique
dérivés pour les VLDL, IDL et LDL sont relativement constants d’une étude a 1’autre
(485). Ainsi, les études de cinétique conduites jusqu’a maintenant révélérent que, chez les
individus normolipidémiques, le taux de catabolisme des VLDL, IDL et LDL serait
respectivement d’environ 10, 13 et 0.5 pools/jour (485). En d’autres mots, le temps de
résidence moyen en circulation est d’environ 2 a 3 heures pour les VLDL et les IDL, alors
que chaque particule LDL peut demeurer de 2 a 3 jours dans I’espace vasculaire. Certaines
caractéristiques des modeles proposés actuellement semblent encore controversées. Parmi
celles-ci, la sécrétion hépatique d’apoB-100 sous forme de LDL pour expliquer 1’apparition
précoce de LDL marquées lors d’étude de marquage endogéne est encore vivement
débattue (486). Bien que des études in vitro appuient 1I’hypothése de la sécrétion hépatique
directe de lipoprotéines de densité comparable a celle des LDL (452), I’apparition rapide de
LDL in vivo pourrait également s’expliquer par I’hydrolyse rapide de VLDL. Ce débat
revét un intérét particulier sachant que certains types d’intervention, comme la perte de
poids, pourraient moduler I’apparition rapide des LDL en circulation (483). Toutefois, la
résolution des études de cinétique actuelles ne permet pas de déterminer si cette production
rapide de LDL provient d’une sécrétion directe de LDL ou de 1’hydrolyse de précurseurs

lipoprotéiques.
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Figure 3.4 : Exemples de modéles pluricompartimentaux complexes utilisés pour 1’étude
de la cinétique de 1’apoB-100. Panneau A : modéle développé par Demant et coll. Les
compartiments 1, 2 et 3 décrivent la cinétique du traceur libre (pool précurseur). Les
compartiments 11, 12 et 13 décrivent la cinétique des VLDL,, les compartiments 14,15 et
16 la cinétique des VLDL,, les compartiments 17 et 18 la cinétique des IDL et le
compartiment 19 décrit la cinétique intravasculaire des LDL (461). Panneau B : modéle
développé par Ginsberg et coll. Les compartiments 1, 2, 3 et 4 décrivent la cinétique du
traceur libre (pool précurseur). Les compartiments 11, 12, 13, 14 et 15 servent a la
description de la cinétique des VLDL, le compartiment 15 représentant un pool de VLDL
avec un faible taux de renouvellement. Les compartiments 16 et 17 décrivent la cinétique
des IDL alors que le pool 18 décrit la cinétique intravasculaire des LDL (483). Ces deux
modeles ont en commun de présumer la sécrétion directe d’apoB-100 dans chacune des
fractions lipoprotéiques (¢**¢). Ces deux modeles incluent également des compartiments
(compartiments 20 et 19, panneau A et B respectivement) qui permettraient de tenir compte
de la capacité qu’ont les LDL de diffuser a travers I’endothélium vasculaire.

3.6.2 Etudes d’observation dans le contexte de ’obésité, du syndrome
métabolique et du diabéte de type 2

Le syndrome métabolique est caractérisé par une augmentation des concentrations
plasmatiques de triglycérides et d’apoB-100 (197, 487). Les études de cinétique de I’apoB-
100 réalisées a l’aide de radio-isotopes permirent d’expliquer cette anomalie par la
sécrétion accrue de VLDL chez les individus hypertriglycéridémiques (483, 488) et chez
les obeses (489). Chait et coll. notérent cependant une production normale d’apoB-100
chez un petit groupe. d’obéses normolipidémiques, suggérant que la sécrétion accrue de

VLDL serait plus étroitement reliée a I’hypertriglycéridémie qu’au surpoids (490).
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Les études plus récentes réalisées a 1’aide d’isotopes stables confirmérent les observations
obtenues a ’aide de traceurs radio-isotopiques (193, 491). Dans ce qui doit étre I’étude la
plus compléte du métabolisme de I’apoB-100 dans le contexte de 1’obésité, Chan et coll.
ont procédé a une étude intégrée du métabolisme de 1’apoB-100 des VLDL, IDL et LDL
chez 48 obéses et 10 individus non-obéses, normolipidémiques et appariés pour 1’age et le
sexe (194). Ceux-ci observerent une production accrue de VLDL (+52% obéses vs témoins)
et notérent une diminution du taux de catabolisme des IDL et des LDL (-30 % et -37 %
obéses vs témoins, respectivement) combinée a une réduction importante du taux de
conversion des VLDL en IDL et LDL (-44% et -34% obéses vs témoins, respectivement).
Cummings et coll. observerent aussi une surproduction de VLDL chez six diabétiques de
type 2 comparativement a six individus témoins appariés pour le sexe, I’age et I’indice de
masse corporelle (492). Hogue et coll., en plus d’observer une sécrétion accrue de VLDL,
noterent aussi une production augmentée de chylomicrons chez un groupe de diabétiques
de type 2 (493). Utilisant une méthodologie raffinée, Gill et coll. montrérent que la
production de VLDL, riches en triglycérides était étroitement reliée a 1’indice de résistance
a 'insuline HOMA chez 8 hommes et 8 femmes normolipidémiques résistants a I’insuline
(494). Adiels et coll. corroborérent ces observations en démontrant la surproduction de
VLDL, dans le contexte du diabete de type 2 (178). Plusieurs de ces études observerent de
fagon parallele une conversion moins efficace des VLDL en IDL et LDL dans le contexte

“de I’obésité et du diabéte de type 2 (193, 194, 493, 495).

Les mécanismes moléculaires responsables de ’augmentation de la production hépatique
d’apoB-100 sous forme de VLDL, et plus particulierement sous forme de VLDL, riches en
tﬁglycérides, en contexte de résistance a I’insuline sont incertains. Toutefois, la
disponibilité¢ accrue d’acides gras libres au foie (177), de méme qu’une diminution de
I’inhibition de la synthése d’apoB-100 par I’insuline seraient susceptibles de soutenir une
sécrétion accrue de VLDL (181). La conversion diminuée des VLDL en IDL et LDL
pourrait quant a elle provenir d’une atténuation de I’activité¢ de la LPL résultant d’une
réduction de la translocation de I’enzyme (191, 192) ou d’une augmentation des
concentrations plasmatiques d’apoC-III (194). La somme de ces processus physiologiques

menerait a ’accumulation de VLDL en circulation et & I’augmentation concomitante de la
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triglycéridémie, caractéristique centrale de la dyslipidémie athérogéne du syndrome

métabolique.

3.6.3 Etudes d’intervention : perte de poids, nutrition et agents
pharmacologiques

La perte de poids chez des individus obéses a été associée de fagon constante a une
diminution des concentrations plasmatiques de VLDL, changements qui étaient
préférentiellement associés a une diminution du taux de production des VLDL (483, 496).
Riches et coll. notérent que la diminution de 50% du taux de production des VLDL et
I’augmentation de 125% du taux de catabolisme des LDL qu’ils observerent suite a une
perte de poids de 1’ordre de 10 kg chez 26 individus obéses était étroitement associce a la
perte de masse adipeuse viscérale mesurée par MRI et a ’amélioration de la sensibilité a

I’insuline mesurée par HOMA (496).

Peu d’études de cinétique ont été menées dans un contexte d’intervention nutritionnelle
chez des individus caractérisés par le syndrome métabolique. Une étude examinant 1’effet
d’une supplémentation en huile de poisson chez un groupe d’individus atteints du
syndrome métabolique montra que la consommation d’acides gras oméga-3 diminuait la
synthése hépatique de VLDL et augmentait le taux de conversion des VLDL en LDL sans
apporter de changement au niveau du catabolisme des VLDL ni des concentrations
plasmatiques de LDL (497). Ces effets étaient hypothétiquement expliqués par la
~diminution de la synthese hépatique de triglycérides précédemment observée en relation a

la consommation d’acides gras omega-3 (498).

Les ¢tudes visant a définir I’impact des statines et des fibrates sur le métabolisme de
1’apoB-100 ont démontré de fagon relativement constante que ces deux agents entrainaient
une diminution des concentrations plasmatiques d’apoB-100, changements qui étaient
corrélés a une augmentation du taux de catabolisme des toutes les fractions lipoprotéiques
contenant I’apoB-100 (495, 499-502). Les statines montreraient toutefois des bénéfices
accrus quant a 1’amélioration du taux de catabolisme des LDL comparativement aux
fibrates (500, 502, 503). L’effet des statines et des fibrates sur la sécrétion hépatique de

VLDL semble toutefois nébuleux. Certaines études ont montré une diminution de la
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sécrétion de VLDL (504), d’autres aucun effet (502, 503). Cette divergence pourrait
provenir de I’impact relativement restreint de ces traitements sur la sensibilité a 1’insuline.
En absence d’amélioration de la sensibilit¢ & 1’insuline, la synthése hépatique de
triglycérides et la production de VLDL pourraient étre continuellement stimulées en raison

de la persistance de concentrations plasmatiques élevées d’acides gras libres (502).

Enfin, les agonistes de PPAR-y améliorent la sensibilit¢ a 1’insuline en stimulant la
différentiation adipocytaire et le remodelage du tissu adipeux et favorisent le catabolisme
des VLDL et des triglycérides plasmatiques. Les agonistes de PPAR-y n’affecteraient pas
la sécrétion hépatique de VLDL ni le métabolisme des IDL et des LDL chez les individus
diabétiques de type 2 (505). L’élimination accrue des VLDL serait probablement due a
I’augmentation des concentrations de LPL et a la diminution des concentrations

plasmatiques d’apoC-III observées suite au traitement.

Ces études d’intervention soulignent particulierement le fait que les désordres lipidiques
associés au syndrome métabolique peuvent difficilement étre modulés dans leur entiereté
par l'utilisation d’agents pharmacologiques. La perte de poids, en revanche, semble
bénéfique autant en ce qui a trait au métabolisme des triglycérides qu’a celui des LDL,
appuyant le fait que ce type d’intervention devrait étre la stratégie a adopter
préférentiellement dans le traitement et la prévention des désordres métaboliques associés

au syndrome métabolique.

3.6.4 Cinétique de I’apoB-100 et hétérogénéité des LDL

La grande majorité des études citées précédemment se limitérent & décrire le métabolisme
des grandes classes de lipoprotéines (VLDL, IDL et LDL). Pourtant, il est généralement
admis que ces classes de lipoprotéines sont des ensembles hétérogénes en termes de
contenu lipidique et protéique et de comportement métabolique (327). Quelques-unes des
études citées précédemment ont procédé au fractionnement des VLDL pour étudier
individuellement le métabolisme des VLDL, et des VLDL, et ont démontré le réle critique
des VLDL, dans I’expression de I’hypertriglycéridémie et de la dyslipidémie athérogéne
(178, 494, 506). L’hétérogénéité des LDL en termes de taille et de densité est elle aussi

bien documentée (327, 362, 507). Bien que les LDL constituent la classe lipoprotéique
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véhiculant la majorité du cholestérol en circulation et que celles-ci soient étroitement
associées au développement de la MCV, les études de cinétique qui ont procédé au
fractionnement des LDL dans le but d’étudier individuellement le métabolisme des sous-
fractions de LDL sont peu nombreuses. De plus, la présence en circulation de LDL petites
et denses, un déterminant important du profil de risque de MCV associé au syndrome

métabolique, n’est que tres peu documentée en termes de cinétique.

Théoriquement, I’étude de I’hétérogénéité des LDL en lien avec leur cinétique
intravasculaire peut étre réalisée de deux fagons (482). D’abord, la cinétique globale des
LDL peut étre examinée chez des individus présentant différents profils de sous-classes de
LDL. L’autre fagon, méthodologiquement plus complexe, consiste a isoler différentes sous-
fractions de LDL et & étudier simultanément leur cinétique. Chacune de ces avenues a ¢€té
empruntée lors d’études antérieures et les prochaines sections résument les résultats et

conclusions qu’elles ont permis d’obtenir.

3.6.4.1 Cinétique des LDL chez des individus montrant différents profils de
population de LDL

Les deux seules études qui ont utilis€¢ cette approche ont généré des conclusions
divergentes. Yamane et coll. étudi¢rent 1I’impact de la taille des LDL sur leur métabolisme
intravasculaire ainsi que sur leur affinité pour le récepteur LDL chez 17 hommes et 7
femmes présentant une légere hypercholestérolémique (508). L’injection de LDL
autologues marquées a I’iode'?® suivie de prélévements sanguins sur 14 jours leur servit a
déterminer les parametres de cinétique des LDL chez ces individus. Bien qu’ils observerent
I’association inverse bien documentée entre la taille des LDL et les concentrations
plasmatiques de triglycérides (r=-0.65, P=0.001), ceux-ci ne furent pas en mesure d’établir
de relation entre le diamétre et le taux de catabolisme des LDL (r=-0.21, P=0.35), ni ne
purent montrer que la taille des LDL puisse influencer leur affinité pour le récepteur des
LDL (r=0.17, P=0.82). IIs conclurent donc que la taille des particules LDL ne serait pas un
facteur clé¢ dans la liaison des LDL a leur récepteur ni dans la détermination de leur

métabolisme intravasculaire.
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Packard et coll., quant a eux, étudiérent la cinétique des LDL par marquage endogéne a
I’aide d’un isotopomere stable de la leucine chez 9 individus présentant une prédominance
de LDL avec un diamétre supérieur a 26.0 nm en circulation (phénotype A), 5 individus
présentant des LDL de diamétre variant entre 26.0 et 25.0 nm (phénotype I) et 6 individus
hypertriglycéridémiques présentant des LDL de diamétres inférieurs a 25.0 nm (phénotype
B) (350). Ceux-ci montrérent une rnette différence dans le taux de catabolisme des LDL
entre les individus caractérisés par le phénotype A (0.55 £ 0.20 pool/jour) et ceux
caractérisés par le phénotype B (0.36 £ 0.14 pool/j) (P=0.045 pour la comparaison). Le taux
de production des LDL était le méme chez tous les groupes de participants. Ceux-ci
démontrérent également une étroite association inverse entre les concentrations
plasmatiques de triglycérides et le taux de catabolisme des LDL dans I’ensemble du
groupe. Ceux-ci conclurent donc que la taille des LDL serait un déterminant important de
leur métabolisme intravasculaire et que les LDL de diamétre réduit auraient un temps de
résidence prolongé en circulation et pourraient ainsi contribuer a 1’augmentation du risque

cardiovasculaire, particulierement chez les individus hypertriglycéridémiques.

La présence de participants hypercholestérolémiques dans [1’étude de Yamane
comparativement a la présence de sujets normolipidémiques et hypertriglycéridémiques
dans I’étude de Packard constitue siirement un facteur important pouvant expliquer la

divergence des conclusions obtenues lors de ces deux études.

3.6.4.2 Cinétique de différentes sous-fractions de LDL

Lés quelques études qui ont privilégié cette approche ont pour la plupart généré des
conclusions similaires. Fisher et coll. utilisérent 1’injection d’un bolus de *H-leucine afin
d’observer la cinétique de trois différentes classes de LDL, séparées par ultracentrifugation
séquentielle, chez 4 individus hypertriglycéridémiques (509). Leurs observations
démontrérent que les LDL de plus hautes densités avaient un temps de résidence en
circulation 80 % supérieur a celui des LDL de plus faibles densités. Leurs résultats
suggérérent ¢également que la majorité (90%) de D’apoB-100 des LDL quittait
définitivement la circulation via le pool de LDL de densité élevée et que les LDL de faibles
densités devaient d’abord étre converties en LDL denses afin d’étre éliminées de fagon

définitive. Les courbes d’enrichissements présentées suggéraient aussi la présence d’une
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relation précurseur-produit entre les différentes classes de LDL chez la plupart des

participants.

Dans un groupe d’individus davantage diversifiés comprenant 7 sujets montrant une
hyperapobetalipoprotéinémie, 5 hétérozygotes avec hypercholestérolémie familiale (HF), et

6 sujets témoins, Teng et coll. utiliserent le marquage exogeéne différentiel de LDL

125 131

autologues de faibles densités (iode ) et de hautes densités (iode ") pour étudier
directement les interrelations métaboliques entre ces deux fractions lipoprotéiques (351).
Leurs résultats, en accord avec ceux de Fisher, montrerent que les LDL de plus faibles
densités avaient tendance a étre retrouvées dans la fraction de hautes densités suite a leur
injection et semblaient €tre le principal précurseur des LDL de densités supérieures. Les
LDL de hautes densités, quant a elles, ne furent pratiquement jamais retrouvées dans la
fraction de faibles densités, suggéfant un métabolisme unidirectionnel des LDL vers des
particules de densités toujours supérieures. Toutefois, cette relation ne fut pas observée
chez les individus HF, chez qui les LDL de faible et haute densités montraient un
métabolisme presque identique. Ceux-ci expliquérent cette observation par le fait que les
individus HF présentent habituellement une population beaucoup plus homogene de LDL
en terme de densité, homogénéité qui est susceptible aussi de se refléter au plan

métabolique.

Deux autres études réalisées au cours des années 1990 a ’aide de radio-isotopes chez des
individus normolipidémiques, hyperchoiestérolémiques ou présentant une hyperlipidémie
combinée ont généré des conclusions appuyant celle des deux études présentées
précédemment, soit que les LDL de faible densit¢ montraient un métabolisme accéléré
comparativement au LDL de densités supérieures (510, 511). Une seule étude de la
cinétique de différentes sous-classes de LDL jusqu’a maintenant a été réalisée a 1’aide
d’isotopes stables. Campos et coll. en 1997, démontrérent par infusion constante de *H;-
leucine chez 8 femmes post-ménopausées normolipidémiques que le taux de
renouvellement des LDL de faibles densités était supérieur a celui des LDL de plus hautes
densités (0,59 = 0.21 vs 0.41 £ 0.16 pool/jour) (349). Cependant, selon le modele complexe
qu’ils utilisérent, 85 a 90 % des LDL de faibles densités étaient éliminées directement de la

circulation, alors que 80 % des LDL de hautes densités trouvaient leur origine dans
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I’hydrolyse des IDL. Etant donné que cette derniére étude misait sur le marquage endogéne
par infusion constante de traceur sur une période de 13 heures seulement, la présence de la
relation précurseur-produit entre les sous-classes de LDL et les IDL ne pouvait étre
directement évaluée par 1’examen des courbes d’enrichissement. La divergence partielle
des conclustions obtenues lors de cette étude comparativement» aux études précédentes
pourrait donc provenir du choix de méthodologie et de I’information cinétique relativement

limitée procurée par I’infusion constante de traceur sur une courte période de temps.

Les études qui ont opté pour I’analyse globale de différentes fractions de LDL ont
démontré que le métabolisme intravasculaire des LDL est caractérisé par un certain degré
de complexité, fait qui a rarement été considéré par la plupart des études de la cinétique de
I’apoB-100. Le remodelage des LDL de faible densité apparait, selon les études citées,
comme une étape déterminante dans le catabolisme des LDL. Cette étape pourrait étre
d’une importance encore plus grande dans certaines conditions métaboliques. Par exemple,
chez les individus HF caractérisés par une absence compléte ou partielle du récepteur des
LDL, le remodelage adéquat des LDL pourrait revétir une importance accrue dans
I’éventualité ou certains mécanismes compensatoires pourraient €tre sensibles a la densité
des particules. Toutefois, la grande majorité des études de la cinétique des sous-classes
individuelles de LDL ont été réalisées a ’aide de traceurs radio-isotopiques, et peu de
données convaincantes proviennent de données obtenues par marquage endogéne a 1’aide

d’isotopes stables.

3.7 Cinétique de la CRP

Trés peu d’information est disponible sur le métabolisme intravasculaire de la CRP. A date,
un nombre trés restreint d’études de cinétique ont été menées chez le rat (512), la souris
(512, 513), le lapin (514, 515) et ’humain (516). Ces études, toutes réalisées a 1’aide de

12%) ont montré le caractére monoexponentiel

CRP marquée a I’aide de radio-isotopes (iode
de la clairance de la CRP, suggérant la présence d’un seul pool homogene intravasculaire. [l
fut également démontré que le taux de catabolisme moyen de la CRP chez tous les
organismes étudiés était relativement constant indépendamment de la présence ou non

d’une condition inflammatoire aigu€. Chez ’humain, Vigushin et coll. ont estimé le taux de
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renouvellement de la CRP circulante a 0.9 pool/j, taux qui demeurait sensiblement le méme
autant chez les individus sains que chez les individus en phase aigué€ de I’inflammation
(516). L absence de variation du taux de catabolisme de la CRP, méme en phase aigué¢ de
I’inflammation, fut notée chez toutes les espéces <étudiées. Rowe et coll. ayant
préalablement observé la capacité de la CRP a se lier aux lipoprotéines circulantes ont
examin€ la cinétique de la CRP chez des lapins hypercholestérolémiques et n’ont noté
aucun effet significatif de la présence de concentrations accrues d’apoB sur le taux de
catabolisme de la CRP (515). De fagon similaire, Baltz et coll. ont remarqué, chez le rat et
la souris, que le fait d’injecter la CRP préalablement complexée au polysaccharide-C
n’avait aucun impact sur son métabolisme intravasculaire (512). Enfin, ces études
montrerent aussi de fagon constante que lors de la réponse inflammatoire aigué Que la CRP
he semblait pas se déposer ou s’agréger aux foyers d’inflammation, mais semblait plutot

étre confinée au compartiment vasculaire et se distribuer a la grandeur de 1’organisme.

A TDexception peut-étre des études de Rowe et coll. chez des lapins
hypercholestérolémiques (515), aucune étude n’a examiné le métabolisme intravasculaire
de la CRP en lien avec les différentes anomalies physiologiques qui caractérisent le
syndrome métabolique. De plus, malgré I'ubiquité et la conservation phylogénique de la
CRP a travers les espéces, la CRP ne se comporterait comme une protéine de la phase aigué
de Pl'inflammation que chez 1’humain, le singe et le lapin. Ceci met largement en
perspective les observations provenant d’études ayant utilisé le rat et la souris comme
modele expérimental. Donc, dans I’ensemble, les études revues précédemment mettent
surtout en évidence le manque flagrant de données scientifiques concernant le métabolisme
intravasculaire de la CRP chez I’humain. Considérant que la CRP est présentement
considérée comme un outil clinique prometteur dans la détection des individus a risque de
MCV et de diabéte de type 2, des études devront étre menées afin de comprendre les
mécanismes physiologiques qui sous-tendent les concentrations plasmatiques de CRP

associées au développement de ces deux pathologies.
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Chapitre 4. Problématique

L’objectif général des travaux qui composent la présente thése était de mettre a profit les
techniques de tragage des protéines afin d’explorer in vivo chez I’humain les mécanismes
physiologiques impliqués dans le développement de la dyslipidémie athérogene et de

I’inflammation, deux composantes centrales au syndrome métabolique.

4.1 Apolipoprotéine C-III

L’hypertriglycéridémie est une composante importante de la dyslipidémie athérogeéne
(179). L’étroite relation unissant 1’apoC-III et la triglycéridémie a été exposée au cours des
sections 2.1 et 3.5. L’apoC-III est présente sous trois isoformes en circulation, et les rares
données scientifiques disponibles sur les propriétés métaboliques de chacun de ses
isoformes suggerent que celles-ci pourraient étre impliquées différemment dans le
développement de la dyslipidémie athérogéne. En ce sens, des études ont démontré
I’affinité accrue de I’apoC-III, pour les VLDL (271) et la présence excessive d’apoC-III,
dans certains cas d’hypertriglycéridémies sévéres (314, 315). Ces observations suggérent
donc que cette isoforme de 1’apoC-III pourrait étre particulierement impliquée dans le
développement de certaines des anomalies lipidiques associ€es au syndrome métabolique.
Les études de cinétique récentes de I’apoC-I1I réalisées par marquage eridogéne a I’aide de
’Hs-leucine ont montré de fagon constante que I’hypertriglycéridémie observée dans le
contexte de 1’obésité et du syndrome métabolique était intimement reliée a une production
accrue, et dans une moindre partie, un catabolisme réduit de P'apoC-III (470, 473).
Cependant, la totalit¢ de ces études se sont uniquement attardées a la cinétique de

I’isoforme prédominante mono-sialylée de I’apoC-III.

Le premier objectif spécifique des présents travaux était d’examiner, in vivo chez I’humain,
le métabolisme intravasculaire de chacune des isoformes de I’apoC-III et d’examiner les
associations métaboliques unissant la cinétique de chacune de ses isoformes aux autres

composantes du syndrome métabolique. Ce premier objectif a été réalisé au cours d’une
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étude dont les résultats sont présentés dans I’article scientifique qui constitue le 5° chapitre

de la présente thése.

4.2 Hétérogénéité des LDL

Les LDL sont une classe hétérogéne de lipoprotéines en termes de diamétre et de densité
(327). Le potentiel athérogénique accru des LDL de haute densité est supporté par des
données provenant de plusieurs études épidémiologiques prospectives (338, 344, 517).
L’augmentation des concentrations plasmafiques d’apoB-100 et de triglycérides associée au
syndrome métabolique constitue un contexte physiologique favorable a la formation de
LDL denses. Il est présentement proposé que le potentiel athérogénique accru des LDL
denses pourrait en partie provenir de leur temps de résidence prolongé en circulation (344),
ce qui aurait pour effet d’augmenter leur probabilité d’étre séquestrées en certains foyers
vasculaires propices a I’infiltration des lipoprotéines. Jusqu’a maintenant peu d’études de
cinétique ont examiné simultanément le métabolisme de plusieurs sous-classes de LDL in
vivo chez I’humain a I’aide d’isotopes stables. De celles-ci, aucune n’a investigué le
métabolisme des sous-classes de LDL en lien avec leur diamétre. De plus, aucune n’a
examiné in vivo les facteurs métaboliques possiblement associés a la cinétique des

différentes sous-classes de LDL.

Le second objectif spécifique des présents travaux était d’examiner, in vivo chez I’humain,
le métabolisme intravasculaire de 1’apoB-100 en portant une attention particuliere au
métabolisme de différentes sous-classes de LDL. Cette étude avait comme objectifs
principaux de déterminer la cinétique des LDL en lien avec leur diameétre et de définir les
composantes du syndrome métabolique susceptibles d’influencer cette relation. Ce second
objectif a été réalisé au cours d’une étude dont les résultats sont présentés dans I’article

scientifique qui constitue le 6° chapitre de la présente thése.

4.3 Protéine C-réactive
L’importance de la composante inflammatoire dans le processus athérosclérotique et le
développement de la MCV est supportée par les études ayant examiné I’anatomie des

lésions athéromateuses et la mécanistique de leur progression (366). La totalité des études
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épidémiologiques appuient indirectement ces observations en démontrant qu’une condition
inflammatoire chronique de faible intensité reflétée par des concentrations plasmatiques
relativement élevées de CRP serait associée a un risque accru de MCV (404). Des
concentrations plasmatiques élevées de CRP ont été observées de fagon répétitive chez les
individus atteints du syndrome métabolique (412-414). L’information clinique apportée par
la mesure des concentrations plasmatiques de CRP supplémenterait de fagon significative
I’information fournie par les algorithmes traditionnels et les composantes du syndrome
métabolique dans I’estimation du profil de risque de MCV et de diabete de type 2 (430). Le
role de la CRP dans la réponse inflammatoire chez I’humain est cependant encore
largement obscur (381). Une seule étude a ce jour a investigué le métabolisme
intravasculaire de la CRP in vivo chez I’humain dans différents contextes d’inflammation
aigué¢ a l'aide de radio-isotopes (516). Aucune ¢étude n’a examiné la cinétique
intravasculaire de la CRP a I’aide d’isotopes stables. De plus, I’influence des différents
facteurs de risque du syndrome métabolique sur le métabolisme in vivo de la CRP n’a

jamais €té investiguée.

Le troisiéme et dernier objectif spécifique des présents travaux était donc de caractériser, a
I’aide d’isotopes stables, la cinétique in vivo de la CRP chez ’humain et d’examiner
comment les différents facteurs de risque du syndrome métabolique pourraient étre associ€s
aux meécanismes physiologiques soutenant les concentrations plasmatiques de CRP. Un
objectif secondaire de cette étude <était d’examiner comment les concentrations
plasmatiques d’IL-6 et d’adiponectine, deux adipokines aux effets inflammatoires opposés,
pouvaient étre associées a la cinétique intravasculaire de la CRP. Ce troisiéme objectif a été
réalisé au cours d’une étude dont les résultats sont présentés dans 1’article scientifique qui

constitue le 7° chapitre de la présente thése.
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Chapitre 5. Isoformes de I’apolipoprotéine C-III :
cinétique et implication respective dans le métabolisme
des lipoprotéines |

Jean-Francgois Mauger, Patrick Couture, Nathalie Bergeron, Benoit Lamarche

Journal of Lipid Research. 2006; 47 : 1212-18
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Résumé

L’objectif de I’étude qui compose ce chapitre était d’examiner, par infusion constante de
*H;-leucine, la cinétique des différents isoformes de 1’apoC-III et leurs associations avec
certains parametres du métabolisme lipidique. Les isoformes prédominants, apoC-III; et
apoC-Ill,, montraient un taux de production (PR) similaire (moyenne+écart-type,
1.22+0.49 mg/kg/j vs. 1.15+0.59 mg/kg/j respectivement) et un taux de catabolisme (FCR)
similaire (0.51£0.13 pool/j vs. 0.61+£0.24 pool/j respectivement). L’isoforme non-sialylé
(ApoC-IIlp) montrait un PR réduit de 80% (0.25+0.12 mg/kg/j) et un FCR réduit de 60%
(0.214+0.07 pool/j) (P<0.0001 comparativement aux apoC-III; et apoC-CIII;). Le PR de tous
les isoformes étaient corrélés aux concentrations plasmatiques de triglycérides (C-III; et C-
III, r>0.8, P<0.0001; C-IIIy, r=0.54, P<0.05). Une forte corrélation fut observée entre le PR
de I’apoC-III; et la proportion de petites LDL circulantes (<255A) (r=0.72, P=0.002). Ces
résultats suggérent que 1’ensemble des isoformes de 1’apoC-III serait associé a la
triglycéridémie et que I’apoC-III, pourrait jouer un réle substantiel dans la formation des

LDL denses.
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Abstract

Apolipoprotein C-III (apoC-III) production rate (PR) is strongly correlated to plasma
triglyceride (TG) levels. ApoC-III exists in three different isoforms according to the
sialylation degree of the protein. We investigated the kinetics and respective role of each
apoC-III isoform in modulating intravascular lipid/lipoprotein metabolism. ApoC-III
kinetics were measured in a sample of 18 healthy men [mean age (= SD) 42.149.5 years,
body mass index 29.844.6 kg/m2] using a primed-constant infusion of L-(5,5,5-D3) leucine
for 12 hours. Mono-sialylated and di-sialylated apoC-III (Apo-CIll; and apoC-IlI,)
exhibited similar PR (means+SD, 1.22+0.49 mg/kg/d vs. 1.154+0.59 mg/kg/d respectively)
and similar fractional catabolic rate (FCR, 0.51%+0.13 pool/d vs. 0.61+0.24 pool/d
respectively). Non-sialylated apoC-III (ApoC-Illy) had an 80% lower PR (0.25+0.12
mg/kg/d) and a 60% lower FCR (0.21+0.07 pool/d) (P<0.0001 for comparison with CIII,
and CIII, isoforms). The PR of apoC-III; and apoC-III, were more strongly correlated with
plasma TG levels (r>0.8, P<0.0001) than was apoC-Illy PR (r=0.54, P<0.05). Finally, the
PR of apoC-lII, was strongly correlated with the proportion of LDL<255 A (r=0.72,
P=0.002). These results suggest that all apoC-III isoforms, especially the predominant CIII;
and CIII, isoforms, contribute to hypertriglyceridemia and that apoC-III; may play a

significant role in the expression of the small dense LDL phenotype.

Keywords: VLDL metabolism, metabolic syndrome, triglycerides, LDL particle size,
apolipoprotein C-III sialylation
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Introduction

Emphasis is continuously put on plasma triglyceride (TG) levels as a key correlate of many
features of the metabolic syndrome such as abdominal obesity, type 2 diabetes, lower levels
of anti-atherogenic high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and higher levels of
triglyceride rich lipoproteins (TRLs) (1-3). Increased concentrations of plasma triglycerides
are also thought to promote the expression of the type B low-density lipoprotein (LDL)
phenotype, characterized by the predominant presence of more atherogenic, small, dense
LDL particles (4;4;5). In that context, there is a renewed interest in better understanding the

mechanisms modulating plasma TG levels.

Apolipoprotein C-III (apoC-III) is a protein secreted mostly by the liver and, to a lesser
extent, by the intestine (3). In circulation, it is associated with both TRL and HDL (6).
ApoC-III is present in three isoforms that are termed apoC-I1lyp, apoC-11I; and apoC-III,
depending on the number of sialic acid molecules (0 to 2) terminating the oligosaccharidic
portions of the protein (7). Each isoform has been shown to contribute respectively to
approximately 10%, 55% and 35% of the total apoC-III levels in circulation (8). Total
plasma apoC-III levels have been identified as a major determinant of triglyceridemia (9).
Proposed mechanisms underlying the hypertriglyceridemic effect of ‘apoC-III comprise
inhibition of lipoprotein lipase (LPL) activity, disruption of the interaction of TRLs with
vessel wall heparan sulfate proteoglycans and lower clearance of apoB-containing

lipoproteins by LDL and LDL-related receptors (10-12).

The human in vivo kinetics of apoC-IIl has recently been studied in both healthy and
hypertriglyceridemic individuals using stable isotopes. These studies have been relatively
consistent in revealing that plasma apoC-III pool size (PS) and production rate (PR), rather
than plasma apoC-III fractional catabolic rate (FCR), were the major determinants of
plasma TG levels (13). Other studies have also indicated that apoC-III concentrations and
PR were strongly and positively associated with increased production rate of VLDL-TG
(14). It must be stressed that these previous studies have only investigated the kinetics of
the predominant apoC-III isoform (apoC-IlI;). To the best of our knowledge, no study to
date has investigated the contribution of the other C-III isoforms to triglyceridemia and

other dyslipidemic features of the metabolic syndrome, despite their significant
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contribution to the total apoC-I1I pool size. Furthermore, despite the extensively described,
strong negative relationship between TG levels and LDL particle size, no study yet has

examined the impact of apoC-III isoform kinetics and distribution on LDL particle size.

The purpose of the present study was to compare the kinetics of each apoC-III isoform in
order to determine their respective implication in lipid/lipoprotein metabolism and to

. evaluate their contribution to the expression of the small, dense LDL phenotype.
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Methods

Subjects _

Eighteen Caucasian men aged 42.1+9.5 years with a mean body mass index (BMI) of
29.8+4.6 kg/m’, nonsmokers, normoglycemic, normolipidemic, and free of any thyroid,
endocrine, cardiovascular, hepatic, or renal disorders were recruited in the Québec City
area. Subjects who experienced significant gain or loss of weight (> 3 kg) in the 2 months
preceding the study, who had excessive alcohol intake (> 30 g/day), had taken drugs, or had
unusual diet.ary habits were excluded. Macronutrient intake as assessed by a 3 day food
record obtained before the study (2 week days and 1 weekend day) was comparable
between subjects (data not shown). All subjects gave informed consent and the study

protocol was accepted by the Clinical Research Ethical Committee of Laval University.

Lipid profile

Plasma and HDL lipid concentrations were measured by enzymatic methods on a
Technicon RA-500 analyzer (Bayer Corp., Tarrytown, NY) as previously described (15).
Plasma VLDL (d < 1.006 g/ml) was isolated by ultracentrifugation and the HDL fraction
was obtained after precipitation of LDL in the infranatant (d > 1.006 g/ml) with heparin and
MnCl,. The cholesterol, TG, and phospholipid content of the infranatant fraction was
measured before and after the precipitation step. Plasma apoA-I and VLDL-apoB-100
concentrations were measured by nephelometry (16) and apoB-100 concentrations of IDL
and LDL fractions were obtained by commercially available enzyme-linked

immunosorbent assay (cardioCHEK, alerchek, Portland, ME).

Kinetic studies

Kinetics of apoC-III were determined using a primed-constant infusion of [3, 5, 5,-’Hs]-L-
leucine carried out for 12 hours as described previously (17). Subjects were studied in the
constantly fed-state to mimic the postprandial state. Every 30 min during the 3 hours that
preceded the infusion, as well as during the 12-hour infusion (total of 15 hours), subjects
received a meal consisting of 1/30th of their daily caloric intake. The bolus dose and

injection rate of [5, 5, 5,-*Hs]-L-leucine were calculated on the basis of subject’s weight
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(10pumol/kg and 10pmol/kg/hour respectively). Blood samples (20 ml) were collected via a
second intravenous line into vacutainer tubes containing EDTA (to a final concentration of

0.1%) at times 0, 0.25,0.5, 1, 1.5, 2, 3,4, 6, 8, 10 and 12 hour.

ApoC-III isoform isotopic enrichment determination

ApoC-III was isolated from the d<1.25 g/ml plasma fraction obtained after centrifugation
of whole plasma for 48 hours at 50 000 rpm at 4°C in a Beckman 50.4 Ti rotor. The
infranatant was then dialysed overnight in an NaCl-Tris-base EDTA buffer, incubated with
cysteamine for 4 hours at 37°C and delipidated using acetone-ethanol and diethylic ether as
described previously (18). All apolipoproteins were then separated using preparative
isoelectric focusing (IEF) on polyacrylamide-urea gels (pH gradient 4-7). Protein bands
were revealed with Coumassie blue and gels were scanned and analyzed using Imagemaster
1-D Prime computer software (Amersham Pharmacia Biotech). The proportion of the area
under the curve associated with each of the isoforms on the densitometric scan was used to
derive the specific isoform concentrations as described previously in (19). After analysis,
bands were excised and hydrolyzed in 6 N HCL at 110°C for 24 hours. Free amino acids in
the hydrolysate were then derivatized by treatment with trifluoroacetic acid and
trifluoroacetic acid anhydride at 110°C (20). The derivatized amino-acids were extracted
into benzene and analysed on a gas chromatograph/mass spectrometer (GC 6890N, MS
5973N Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Amino-acids were ionized by methane-
negative chemical ionization and selective ion monitoring at m/z=212 and 209 was used to
determine the isotopic ratio (deuterated/non-deuterated leucine) for each sample. Tracer-to-

tracee ratios were calculated from the isotopic ratio using the formula described previously

21).

ApoB-100 isotopic enrichment determination
The VLDL (d < 1.006 g/ml, 18 hours at 312,000g) and IDL (d = 1.006-1.019 g/ml, 18

hours at 312,000g) fractions were isolated from fresh plasma by sequential

ultracentrifugation and analyzed as described previously (21).
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Kinetic analysis

The FCR of apoA-I, apoB-100 and each apoC-III isoform was determined by fitting the
tracer to tracee ratio to a monoexponential function using the SAAMII Program software
(University of Washington, Department of Bioengineering, Seattle, WA). Data were fitted
to the mathematical function Z(t)= Zp(l-e‘k("d)) where Z(t) is the tracer to tracee ratio at
time t, Z, 1s the tracer to tracee ratio corresponding to the plateau of the curve representing
the precursor amino acid pool, d is the delay time in hours, and k is the FSR in pools per
hour. The enrichment plateau of VLDL apoB-100 with deuterium-labeled leucine was used
as the forcing function for precursor pool enrichment. Absolute PR was calculated (in

mg/kg/d) using the formula:

_ FSR (pools/day) x plasma apolipoprotein pool size (mg)
body weight (kg)

PR

Pool sizes were calculated as the plasma concentration of each apoC-III (mg/l) multiplied

by estimated plasma volume (value fixed at 0.045 /kg body weight).

LDL particle size characterization
LDL size phenotype was characterized using nondenaturing polyacrylamide gradient gel
electrophoresis of whole plasma along with standards of known diameter as previously

described (22).

Statistical analysis
Data were analyzed using SAS (version 8.2; SAS Institute, Inc., Cary, NC). Correlations
were examined using Spearman rank correlations and the Student paired T test procedure

was used for comparison of the kinetic parameters of the different ApoC-III isoforms.
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Results

Study subjects

The physical characteristics and plasma lipid/lipoprotein profiles of the study subjects are
presented in Table 5.1. Participants were aged 42.1 + 9.5 year with most of them (15/18)
being either overweight (BMI>25 kg/m?, 7 subjects) or obese (BMI>30 kg/rhz, 8 subjects).
As a group, study subjects had relatively normal plasma triglyceride and HDL-C levels
(1.67 + 0.97 mmol/l and 1.13 + 0.23 mmol/l respectively) and near normal total and LDL
cholesterol levels (5.05 = 1.15 mmol/l and 3.28 + 0.97 mmol/] respectively).

Concentrations and proportions of apolipoprotein C-III isoforms

Mean fasting (=SD) concentrations of apoC-Illy, apoC-III; and apoC-IIl, were 26.1+10.2
mg/l, 54.0+£20.7 mg/l and 39.9+17.2 mg/I respectively (P<0.0001 for comparison between
isoforms), reﬂectihg respective mean proportions of 22.0+2.0%, 45.0£2.9% and 33.0+3.7%
of total apoC-III (P<0.0001 for comparison between isoforms). No relationship was
observed between anthropometric variables such as body mass index, waist circumference
and weight and inter-individual variations in the proportion of apoC-III isoforms.
Significant positive correlations were observed between BMI, visceral adiposity measured
by standardized axial tomography as described previously in (23) and plasma
concentrations of apoC-III; (r=0.59, P=0.01 and r=0.57, P=0.02 respectively) but not with

the other two isoforms.

Kinetics of apolipoprotein C-I1I isoforms

Enrichment curves of the three apoC-III isoforms in deuterated leucine overtime are
depicted in Figure 5.1. Non-sialylated ApoC-III (ApoC-Illy) was characterized by a slower
enrichment rate compared with both apoC-III; and apoC-III, isoforms, which exhibited
relatively similar enrichment rates. Table 5.2 shows the calculated kinetic parameters for
the different apoC-IlI isoforms. ApoC-IIly was the isoform with the lowest PR and FCR
(P>0.0001 compared with the other two isoforms) whereas apoC-IlI; and apoC-IIl,

exhibited relatively similar kinetics.
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ApoC-III isoforms and plasma lipids and lipoproteins

Correlations between apoC-III isoform kinetics and plasma lipids are shown in Table 5.3.
The PSs and PRs of all apoC-III isoforms, but not the FCRs, were highly and positively
correlated with VLDL-triglycerides and VLDL-cholesterol levels. HDL-cholesterol levels

were inversely associated with all apoC-III isoform PSs and PRs

The relationship between apoC-III isoform kinetics and apoB-100 and apoA-I kinetics were
also investigated. While the PS of the three apoC-III isoforms were strongly and inversely
correlated with VLDL apoB-100 FCR, only the PS and concentrations of apoC-IIly and
apoC-I1I; showed significant positive relationships with the FCR of IDL apoB-100. The
PSs of all apoC-III isoforms were strongly correlated with the apoB-100 PSs of all apoB-
100-containing fractions, including LDL (LDL apoB-100 PS vs. apoC-IIly PS: r=0.58
[P=0.0187], vs. apoC-III; PS: r=0.63 [P=0.009], vs. apoC-IIl, PS: r=0.64 [P=0.0082]).
There was no relationship between apoC-III kinetics and apoA-I FCR or PR, but a

surprising positive association was found between all apoC-I1I isoform PSs and apoA-I PS.

ApoC-III isoforms and LDL particle size

The relationship between apoC-III isoform kinetics and LDL particle size was also
investigated. Significant negative correlations were observed between the three apoC-III
isoform PSs and LDL peak particle size (data not shown), but only the concentrations of
apoC-III, were significantly associated with LDL peak particle size (r=-0.57, P=0.02) and
the proportion of LDL<255 A (r=0.56, P=0.02). Furthermore, as depicted in Figure 5.2,
only the apoC-III, PR showed a significant association with LDL peak particle size. This
relationship remained highly significant when adjusted for plasma TG levels (P=0.01 1).
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Discussion

All recent studies that have investigated apoC-III kinetics using stable isotopes have limited
their analysis to the predominant mono-sialylated isoform of the peptide and only a few
studies, performed with radioisotopes (24-26) have considered both the mono-sialylated
and di-sialylated isoforms. To the best of our knowledge, no study has yet compared the
association between each of the three apoC-III isoforms and circulating lipid levels and
apolipoprotein B-100 and A-I kinetics. Consequently, the purpose of the present study was
to examine the extent to which each apoC-III isoform correlates with variations in
lipoprotein/ lipid metabolism. Also, because LDL particles are the end product of the
lipoprotein hydrolysis pathway and because their size is tightly correlated with
triglyceridemia, we also investigated the relationship between apoC-III isoform kinetics

and LDL electrophoretic characteristics.

In the present study, non-, mono- and di-sialylated apoC-IIls respectively accounted
for approximately 22%, 45% and 33% of the total circulating apoC-III pool, which is
concordant with previous data reporting isoform relative proportions of 15%, 55% and
35%, respectively (27). Although BMI and visceral fat correlated with plasma apoC-III;
concentrations, no correlation was observed between the relative proportion of each
isoform and anthropometric variables such as visceral adipose tissue, weight and BMI. This
suggests that the degree of sialylation of apoC-III may not be related to plasma lipid levels

or obesity indices, or vice-versa.

We observed that the less predominant isoform of apoC-III, apoC-IIly, had a significantly
slower PR and FCR compared with the predominant apoC-III;, and apoC-III, isoforms.
Studies performed by Huff et al. in the early 1980’s using radioisotopes suggested that the
mono- and di-sialylated isoforms of apoC-III had similar clearance rates from the
circulation (0.648 pool/day and 0.624 pool/day, respectively) (24). The FCR values of
apoC-III; and apoC-IlI, measured using stable isotopes in the present experiments were in
the same range as those obtained using radioisotopes (0.509 pool/d and 0.615 pool/day,
respectively). In our study the difference between apoC-IlI; and apoC-IIl, FCRs was
almost statistically significant (t-test P=0.14). This suggests possible subtle differences in
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underlying mechanisms of clearance, which contradicts the hypothesis of a common

clearance pathway for both isoforms, as proposed by Huff et al. (24).

Clearance pathways for apoC-III are largely unknown. No correlation was found between
apoC-III isoform FCR and the FCR of apoB-100 in VLDL and IDL. This result, along with
the observation that the FCR of apoB-100 in VLDL (8.5+5.4 pools/day) and IDL (6.6+4.6
pools/day) are more than 10 times greater than the highest FCR value among apoC-III
isoforms (apoC-IIl,, 0.615+0.236 pool/day), suggests that the intravascular catabolism of
apoC-III may be independent of apoB-100. On the other hand, a correlation trend was
observed between apoC-IIly and aboC-IHl FCRs and apoA-I FCR. This observation
suggests that the non- and mono-sialylated isoforms of apoC-III may be preferentially
cleared from the circulation through pathways that are shared with apoA-I, although this

hypothesis remains to be formally tested.

The sialylation of proteins, and especially of apolipoproteins, is poorly understood.
Apolipoprotein sialylation is an intracellular process driven by a family of Golgi-membrane
bound enzymes known as sialyltransferases (28). The proposed functions of sialylation
- include stabilization of protein conformation, resistance to protease, charge, protein
targeting and developmental regulation (29). Despite the fact that neuraminidase, the
lysosomal enzyme responsible for the specific removal of sialic acid residues of sialylated
proteins, has been detected in the circulation, it is thought that no desialylation occurs in the
plasma because the optimal pH for the reaction ranges between 4 and 5 (30). It is therefore
most likely that the low PR and FCR of apoC-IIl, compared with the two other isoforms
may simply reflect the fact that only a limited amount of apoC-III avoids the sialylation
process prior to its secretion in the circulation. This hypothesis would be concordant with
data indicating that protein sialylation is a variable and non-obligatory step for further
processing and secretion (30). On the other hand, the lower FCR of apoC-1lly may be due
to its relatively smaller pool size. Because apoC-III is known to exchange between
lipoproteins, the smaller pool size of this isoform may reduce its probability of entering the
catabolic pathways leading to its clearance compared with other more prevalent isoforms.
The lack of evidence for a metabolic relationship between the different isoforms of apoC-

IIT in circulation was the main reason that we did not model their kinetics together.
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Previous work on apoC-III kinetics has emphasized the strong relationship between total
plasma apoC-III; PS as well as PR and total plasma and VLDL-TG levels (13;31). The
present study showed that this association was consistent for all three apoC-III isoforms.
Indeed, the PSs and PRs of all apoC-III isoforms correlated positively with the PS of
VLDL apoB-100 and negatively with the FCR of VLDL apoB-100. ApoC-III; PR and PS
also correlated with the PS and PR of IDL apoB-100. The lack of association between
apoC-III, and apoC-Illy PR and IDL kinetics may be due to the smaller PS of these
isoforms in relative terms, which in turn may limit their impact on remnant lipoprotein
metabolism compared with apoC-III;. These data suggest that all apoCIII isoforms may
contribute to the inhibition of the LPL-mediated intravascular hydrolysis of TRL, resulting
in a delayed catabolism of apoB-100 in the VLDL fraction, whereas only the predominant

isoform, apoC-III;, would be related to the metabolism of TRL remnants.

We also observed a significant positive correlation between the PS of all apoC-III isoforms
and plasma apoA-I PS. This was surprising considering the strong relationships between
apoC-III and plasma TG levels on the one hand, and the inverse relationship between TG
levels and HDL-C on the other hand. However, almost 50% of apoC-III has been shown to
be HDL-bound and a significant positive relationship between HDL apoC-III PS and HDL
apoA-I PS has previously been reported by Cohn et al (32).

The strong correlation between plasma TG levels and LDL peak particle size has been
extensively described (4;4;5). Our data suggest that the degree of sialylation of apoC-III
may be an important modulator of LDL particle size. Very few experiments have been
undertaken to elucidate the impact of the apoC-III degree of sialylation on lipoprotein/lipid
metabolism. The contribution of the sialic acid content of apoC-III to the in vitro activity of
the purported lipolysis stimulated receptor (LSR) of rat liver, which is thought to be
involved in TRL clearance by hepatocytes has been studied previously. The study showed
that although apoC-III, has an apparent 2-fold greater affinity for VLDL than do the other
two apoC-III isoforms, its capacity to inhibit VLDL binding to LSR was almost 50% of
that of the mono- and di-sialylated isoforms (33). It has also been démonstrated that
hypertriglyceridemic subjects have a greater proportion of apoC-III in the di-sialylated
isoform associated with VLDL (34). Another study reported that the apoC-III sialic acid
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content had no impact on its ability to inhibit the LPL driven hydrolysis of lipoproteins
(35). However, this later study only compared apoC-I1I (neuraminidase treated apoC-I11;)
with apoC-III,.

To the best of our knowledge, none of the previous ir vitro studies examined per se the
impact of VLDL enrichment with apoC-III; on LPL driven hydrolysis. This leaves the
possibility that VLDL with a higher content of apoC-I1I; may be less readily hydrolyzed by
LPL compared with VLDL with a normal apoC-Ill/apoC-IlI; ratio, as suggested
previously (34). Therefore, to possibly explain the strong relationship between apoC-I1I,
concentrations and PR and small dense LDL particles, we hypothesize that apoC-III,,
because of its higher affinity for VLDL, may increase the VLDL apoC-I1I,/apoC-III; ratio,
thereby contributing to a greater inhibition of VLDL hydrolysis by LPL. This, in turn,
would lead to a longer residence time of TRL and TRL remnants in the circulation and
possibly to an increased cholesterol ester transfer protein-mediated transfer of triglycerides
to HDL and LDL in exchange for cholesterol. Ultimately the TG content of LDL would
most likely be hydrolyzed by hepatic triglyceride lipase to generate small dense LDL
particles. On the basis of this hypothesis we would anticipate a stronger correlation
between apoC-IIl; concentrations and VLDL-TG compared to other apoC-III isoforms,
which was not observed in the present study. We believe that this may be partly explained
by the fact that only relatively normolipidemic subjects were investigated. Information on
the proportion of each isoform associated within VLDL would also have been potentially
useful for further investigation of this hypothesis. Investigating a more heterogeneous
group of normo- and hypertriglyceridemic subjects and quantifying the proportion of apoC-
III isoforms associated with HDL and VLDL should therefore be the focus of future
studies.

Previous experiments have suggested that a proportion of apoC-1II may not be available for
free transfer, or equilibration, between HDL and TRL when transiting between the fasting
and fed states and vice-versa (36;37). To the best of our knowledge, the exchangeability of
apoC-IIII in relation with its degree of sialylation has yet to be investigated. Because our
study was performed using the total plasma lipoprotein fraction (d<1.25 g/ml), it could not

provide insightful information on the exchangeability of the different isoforms of apoC-III
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between HDL and TRL. However, it remains possible that the sialylation degree of the
various apoC-IlI isoforms, by determining their affinity for specific lipoproteins, may also
modulate their rate of exchange between lipoproteins. Therefore, it is possible that apoC-
III; may exchange less rapidly from VLDL, but this, again, warrants further investigation.
Finally, it has been reported that some apoC-III may possibly be lost when lipoproteins are
subjected to ultracentrifugation. Cohn et al. previously reported that the amount of apoC-IiI
found in the bottom plasma fraction (d>1.21 g/ml) after four sequential ultracentrifugation
runs represented only 0.5% of total plasma apoC-III (38). On the basis of this finding, we
assume that the single ultracentrifugation step in the present study was unlikely to have
altered the relative proportions of each apoC-III isoform measured in the d<1.25 g/ml

fraction.

In conclusion, this study demonstrated that the kinetics of the two most predominant
isoforms, apoC-III, and apoC-IlI;, show the strongest associations with the expression of
many features of the metabolic syndrome such as hypertriglyceridemia and reduced VLDL
and IDL apoB-100 catabolism. ApoC-IIl, concentrations and kinetics were also the
strongest correlate of the expression of the small dense LDL phenotype, despite the fact
that it is not the most predominant isoform of the protein in circulation. This suggests that
apoC-IlI, may have the most deleterious impact on LDL particle size, which is an

important risk factor of cardiovascular disease.
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Figure description

Figure 5.1: Modeled enrichment curves of the 3 apoC-III isoforms with deuterated leucine
during the 12 hour constant infusion. The circles represent average tracer to tracee ratio for

each given time point while the curves fit the values predicted by the model.

Figure 5.2: Relation between the production rate (PR) of each apoC-III isoform and LDL

peak particle size.



Table 5.1: Characteristics of study subjects

variables Mean + SD
N 18
Age 42.1+9.5
(years)

?Ifi:ligg:ams) 201165
?Igg}mz) 29.8+4.6
(Tr;iilgljir)ides 1.67+0.97
Zﬁ:iloﬁ]lj;ﬂesmml 505+1.15
%rglr;oci?f)lesterol 328 +0.97
HDL cholesterol 1.13+£023

(mmol/L)
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Table 5.2: Plasma kinetics of each apoC-III isoform in the constantly fed state

99

Isoform Concentration Pool size FCR PR
(mg/1) (mg) (Pools/d) (mg/kg/d)
apoC-I1l, 26.1+£10.2° 107.4+49.9 % 0.215 +0.068 0.250 +0.121 °
apoC-III, 54.0+£20.7° 223.7+105.7° 0.509 +0.129° 1.222+0.487°
apoC-111, 39.9+17.2° - 164.7+852° 0.615+0.236° 1.150 £0.587 °

Values with different superscript are statistically different (P<0.0001)
FCR: Fractional catabolic rate

PR: Production rate
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Table 5.3: Spearman correlation coefficient between apoC-III isoform kinetics and apolipoprotein metabolism and lipid levels

VLDL VLDL apoB-100 IDL IDL apoB-100 HDL HDL apoA-I
TG Chol PS PR FCR TG Chol PS PR FCR TG Chol PS PR FCR
PS
apoC-Ill, 0.83% o087 0867 006 -0.56° 027  -0.02 0.66* -005 -0.57° 006 -0.58* 0.51° -0.15  0.08
apoC-III, 0847 081" 0.88" 004 -0.62* 022  -0.07 071°  -0.05 -0.63* 008 -0.51° 0.58* -0.17 0.0l
apoC-11I, 0.877  0.897 08t 018 .054° 011  -0.04 077°  0.10  -0.42 027  -0.50° 053"  -0.09 -0.04
PR
apoC-Ill, 0.54°  0.53° 047° 032  -0.06 0.16 -0.09 0.18  -0.11  -0.14 -0.01  -0.55° 0.00 028 051
apoC-11I, 0.82%  0.807 080Y 025 044 031  0.09 0.61* 000  -0.56" 007 -0.65* 032 001 021
apoC-III, 0.76® 0.72® 0.61* 035 -0.23 -0.06 -0.08 0.50° 0.16  -0.25 0.40  -0.56° 021 036 034
FCR
apoC-IlIl,  0.05  0.10 005 0.12  0.07 0.00  -0.09 011  -024  0.08 0.18  -0.31 0.12 027 045
apoC-1II;,  0.04  0.07 003 007 0.3 027  -0.03 0.16 026  -0.01 030 -0.38 026 013 042
apoC-III, 0.15 025 031 012 -0.26 020 -0.35 021  -0.05  -0.16 021  -0.38 0.03  0.14 034

Legend: * = P<0.05, * = P<0.01, ® = P<0.001, * = P<0.0001, PS: Pool size, PR: Production rate, FCR: Fractional catabolic rat
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Résumé

L’objectif de 1’étude qui suit était de caractériser, a I’aide d’une impulsion isotopique de
*H;-leucine, I’impact de la taille des LDL sur la cinétique intravasculaire de I’apoB-100
dans différentes sous-classes de LDL définies en fonction de leur densité. Le FCR des LDL
les moins denses (LDL-1, 7.71 £ 3.62 pools/j) était significativement plus élevé que le FCR
des LDL de densité intermédiaire (LDL-2, 2.30 £ 1.26 pools/j) et de haute densité (LDL-3,
0.41 £+ 0.09 pools/j) (P<0.05 pour comparaison). Le FCR des LDL (toutes sous-classes
confondues) était positivement associé¢ au diametre des LDL (r=0.56, P=0.0008). Cette
association n’était cependant pas observée au sein des sous-classes individuelles de LDL.
Le métabolisme des LDL-1 et LDL-2 était associ¢ au métabolisme des triglycérides et leur
¢limination définitive de la circulation semblait impliquer leur conversion préalable en
LDL-3. La cinétique des LDL-3 était peu influencée par les facteurs métaboliques mesurés.
Des études devront étre entreprises chez des individus métaboliquement détériorés afin de

valider ces observations.
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Abstract

Objective Our goal was to describe the kinetics of LDL subclasses based on size and
density. Methods and Results Using a bolus injection of stable 5,5,5-2D3-L-leucine and
multi-compartmental modeling, the kinetic of apoB-100 in VLDL, IDL and three LDL
density subclasses obtained by sequential density ultracentrifugation was investigated over
a five-day period in 12 healthy men. The fractional catabolic rate (FCR) of buoyant LDL-1
(7.71 £ 3.62 pools/d) was significantly higher than the FCR of more dense LDL-2 (2.30 +
1.26 pools/d) and LDL-3 (0.41 + 0.09 pool/d) (P<0.05 for comparison). In pooled data
analysis, the FCR of total LDL apoB-100 was positively associated with LDL peak particle
diameter (r=0.56, P=0.0008) but this association was not observed within individual LDL
subclasses. LDL-1 and LDL-2 FCR were associated with indicators of plasma TG
metabolism and were preferentially converted into LDL-3 rather than directly cleared from
circulation. The kinetics of the small LDL-3 subfraction showed limited associations with
metabolic parameters. Conclusion Our study revealed marked differences in the in vivo
kinetics of small and large LDL in humans. Our results also suggest that the majority of
large LDL have to be remodeled into smaller LDL prior to their definitive removal from

circulation.
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Introduction

It is now widely accepted that low-density lipoproteins (LDL) are a heterogeneous class of
lipoproteins in terms of size and density. The small dense LDL (sdLDL) phenotype, often
observed in conjunction with hypertriglyceridemia (1, 2), has been linked to an increased
risk of cardiovascular disease (CVD) in many epidemiological studies (3). The increased
atherogenicity of LDL has been attributed, in part, to their reduced affinity for the LDL
receptor, their increased affinity for the extra-cellular matrix, their increased susceptibility
to oxidation and to an increased residence time in the vasculature (4-7). Whefher the size of
the LDL particle has a direct impact in determining its clearance rate also remains
controversial. On the one hand, studies that have compared the kinetics of different LDL
subclasses using intravenous injection of LDL precursors either in the form of labeled
amino acids or radio-labeled VLDL have been relatively consistent in showing that "light"
" LDL are metabolized faster than "heavy" LDL (8-13). It must be stressed that none of these
previous studies have characterized the different LDL fractions according to size. On the
other hand, Vega ef al., in the only study that used autologous radio-labeled LDL of
different densities, showed that the plasma decay of specific activity in "light" LDL was
less rapid than that of "heavy" LDL (14). Finally, other kinetic studies that addressed this
issue indirectly by measuring the turnover of total LDL apoB-100 in individuals with
different LDL size phenotypes have yielded conflicting results (15, 16). These
inconsistencies among previous kinetic studies regarding the impact of particle size on the
kinetics of LDL may be due to differences in methodologies as well as in subjects'
characteristics. They also underscore our lack of understanding of the relationship between
LDL size and their kinetics in humans and the need to develop new models to specifically

address this problem.

To the best of our knowledge, this is the first study in humans to compare the kinetics of
various LDL subclasses using integrated multicompartmental modeling of endogenously
labeled LDL with a stable isotope. Specifically, the in vivo enrichment of apoB-100 after a
single injection of (5,5,5)-*H-L-leucine was monitored over five days in five categories of

apoB-100 containing lipoproteins, including three different LDL subclasses of
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predetermined densities and known size. We also examined the associations between

various metabolic risk factors for CVD and the kinetics of the different LDL subclasses.



Methods

Subjects

Twelve healthy men were recruited within Laval University working employees through e-
mail announcements. Subjects with coronary heart disease or known major illness such as
diabetes, monogenic dyslipidemias, renal or hepatic dysfunction or under medication
known to affect lipid profile were not excluded. Subjects were asked to avoid alcohol
consumption and strenuous physical activities 48 hour prior to and for the length of the
kinetic study. The study protocol was approved by local ethics committee and all subjects

gave informed written consent.

Kinetic analysis

On a Monday morning, following a 12-hour fast, study subjects were admitted to the
Clinical Investigation Unit of the Institute on Nutraceuticals and Functional Foods. After
anthropometric measurements, subjects received a single intravenous bolus of (5,5,5)-2H-
Leucine (6.75 mg/kg body weight) via the antecubital vein of the dominant arm. Blood
samples were drawn via an intravenous line secured in the antecubital vein of the non-
dominant arm at fixed time points (0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 33, 48, 72 and 96
hours) using vacutainer tubes containing EDTA to a final concentration of 0.1%. During
the first day, subjects had to remain seated but had free access to water until the 12-hour
time-point blood collection was made, after which a standard meal was provided. All
subsequent blood samples were collected after at least 12 hour of fasting, except for the 33-
hour time point, when subjects were provided with a low-calorie meal at lunch time 4 hours

prior to blood sampling.

Lipid profile

Plasma lipid concentrations were measured by enzymatic methods on a Technicon RA-500
analyzer (Bayer Corp., Tarrytown, NY) as previously described (17). Plasma VLDL (d <
1.006 g/ml) was isolated by ultracentrifugation and the HDL fraction was obtained after
precipitation of LDL in the infranatant (d > 1.006 g/ml) with heparin and MnCl,. The

cholesterol, TG, and phospholipid content of the infranatant fraction were measured before
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and after the precipitation step. Total plasma apoA-I and apoB-100 concentrations were
measured by nephelometry (18). ApoB-100 concentrations in VLDL, IDL and LDL
fractions were measured at three different time points during the kinetic study by
commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (cardioCHEK, alerchek,
Portland, ME). LDL peak particle diameter (PPD) was assessed by non denaturing 2—16%
polyacrylamide gradient gel electrophoresis (19).

Lipoprotein isolation

ApoB-100 containing lipoprotein fractions at each time point of the 96-hr kinetic study
were isolated from 5 ml of fresh plasma by sequential ultracentrifugation on KBr gradient
in a Beckman 50.4 Ti rotor. A total of 5 ultracentrifuge runs were used for the isolation of
VLDL (d=1.006 g/ml, 50 000 RPM, 8 hour), IDL (d=1.019 g/ml, 50 000 RPM, 18 hours),
LDL-1, LDL-2 and LDL-3 (1.034, 1.044 and 1.063 g/ml respectively, 50 000 RPM, 22

hours).

ApoB-100 isolation

ApoB-100 of each lipoprotein fraction was isolated by SDS-PAGGE, as previously
described (20), with slight modifications. Briefly, 10 pg apoB-100 were precipitated
overnight in a cold mixture of acetone:methanol (1:1). Pellet was dissolved by heating
sample in a buffer containing SDS and mercaptoethanol and loaded on 3-10%
polyacrylamide gradient gels. Gels were stained for 1 hour in 0.25% Coomassie Blue R-

250, and destained overnight.

ApoB-100 and plasma tracer enrichment measurements

Gel bands corresponding to apoB-100 were excised from gel and hydrolyzed with D-
norleucine as internal control in 500 ul HCL 6N control at 110°C for 24 hours. Plasma
leucine was isolated by cation exchange chromatography on Dowex AG-50W-X8 resin
using NH40H to elute the adsorbed amino acid. Amino acid mixtures from plasma and
from hydrolyzed apoB-100 were lyophilized and converted to oxazolinone derivatives
using trifluoroacetic acid and anhydrous trifluoroacetic acid (21). Derivatized amino acids

were extracted into benzene and analyzed on a Hewlett-Packard 6890/5973 gas
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chromatograph/mass spectrometer. Isotope enrichment (%) was calculated from the
observed ion current ratios at m/z 209 (natural leucine) and 212 (5,5,5-°H-leucine). The
isotopic  enrichment of leucine in the apolipoproteins was expressed as
tracer/(tracer+tracee) ratio (%) using standardized formulas after proper blank correction

(22).

Multicompartmental modeling

ApoB-100 enrichment data with 5,5,5-*H-leucine and apoB-100 masses of each lipoprotein
subclass were fitted simultaneously by multi-compartmental modeling using the SAAM 11
software (SAAM Institute, Seattle, WA, USA). The compartmental model depicted in
Figure 6.1, in which apoB-100 pools and fluxes are respectively represented by circles and
arrows, 1s based on models currently used to describe apoB-100 intravascular kinetics (16,
23, 24) with addition of new subsystems that account for the specific kinetics of the three
LDL subfractions. Enrichment data of the plasma leucine pool with deuterated leucine was
used as the model's forcing function based on the assumption that the hepatic intracellular
pool of leucine tRNA and the plasma pool of leucine are in close equilibrium throughout
the kinetic study (24, 25). A two-compartment VLDL delipidation cascade model was used.
ApoB-100 from VLDL was allowed to transfer to two IDL compartments, one representing
a fast turning over pool of IDL apoB-100 transiting to LDL (compartment 9), the other
representing a slow turning over pool of IDL (compartment 10). Since the raw enrichment
curves reflected the presence of a precursor-product relationship between IDL and all LDL
subclasses in most participants, as in (23), apoB-100 from IDL with a rapid turnover was
allowed to transfer to LDL-1, LDL-2 or LDL-3 (compartments 11, 13 and 15 respectively).
The disappearance of the tracer from the LDL-1 and LDL-2 pools was clearly bi-
exponential, as reflected by the early rapid disappearance between 12 and 24 h, followed by
a slower disappearance of the tracer in the later portion (after 24h) of the curves. Thus,
LDL-1 and LDL-2 were best fitted using two-compartment sub-systems to mirror the
presence of both a fast and a slowly turning over pool, similarly to IDL. ApoB-100 from
rapidly turning over LDL-1 could transfer either to LDL-2 or LDL-3 while rapidly turning
over LDL-2 transferred to LDL-3. LDL-3 data were fitted using two compartments

between which LDL-3 could interchange, representing the ability of small LDL to
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exchange with the extra vascular space. Adding an extra vascular compartment to the LDL-

1 and LDL-2 portions of the model did not improve the fitting of enrichment data.

Specific fluxes, noted "k(i,j)" for "k(to,from)", were constrained to reduce the number of
estimated parameters and to increase the precision of the model. Based on the assumption
that the direct removal of VLDL and the transfer of apoB-100 between VLDL and IDL
were driven by physiological mechanisms similar to those implicated in the delipidation
cascade of VLDL, the sum of the fluxes out of compartment 7 was restrained to equal the
flux between compartment 6 and compartment 7 [(k(9,7)+k(10,7)+k(0,7) = (k(7,6)]. The
fluxes of apoB-100 from compartments 6 and 7 to the slowly turning over pool of VLDL
(compartment 8) were set to equal each other [k(8,6) = k(7,8)]. The fluxes of apoB-100 out
of compartments 10, 12 and 14, the slowly turning over pools of IDL, LDL-1 and LDL-2
respectively, were set to equal the input of apoB-100 into each of these compartments [
- k(0,10) = k(10,7); k(0,12) = k(12,9); k(0,14) = k(14,11) ]. Finally, the fluxes between the
intra and the extra-vascular compartments of LDL-3 were constrained to fix the
extravascular mass of LDL-3 to 40% of the intravascular mass as in (25), because this mass
could not be directly measured [ k(15,16) = 2.5 « k(16,15)]. Parameters that have been
constrained are identified as dashed arrows in Figure 6.1. When slowly turning over pools
for VLDL, IDL, LDL-1 or LDL-2, or when the extra-vascular LDL-3 compartment were
unnecessary to achieve the best possible fit, corresponding transfer rates and compartment

masses were fixed to zero.

The Akaike information criterion (AIC) and the Schwarz-Bayesian information criterion
(BIC) were used to discriminate the model providing the best fit when models were being
developed and compared. The SAAM II software provides a coefficient of variation (CV)
for the estimated fluxes and constant rates. This CV was used to evaluate the confidence
with which each kinetic parameter was estimated by the model. CV below 20% was judged

acceptable but most CV were below 10%.

Calculation of apoB-100 Kinetics

The fractional catabolic rate (FCR) of each apoB-100 containing subfraction, in pools/day,

was calculated as the weighted mean FCR of all the compartments/pools specific to this
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subfraction. The estimated mass of apoB-100 within each compartment was used as the
weighting value. ApoB-100 pool size (PS) in each fraction was calculated as follows:
ApoB-100 concentration (mg/dl) x plasma volume (0.45 dl/kg body weight) (26, 27).
ApoB-100 production rate (PR; mg/kg body weight/day) was computed using the formula:

PR= (fractional catabolic rate (pools/d) x PS (mg/pool))/body weight (kg).

Statistical analysis

All statistical analyses were conducted using the SAS software (v8.02, SAS Institute Inc.
Cary, NC, USA). Correlation analyses were performed using the Spearman rank
calculation. Differences in the kinetics of the three different LDL subclasses were
compared using generalized linear modeling and the Tukey honestly-significant-difference

for multiple comparisons.
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Results

Study subjects

Participant characteristics as summarized in Table 6.1. As a group, study participants
displayed a healthy plasma lipid profile with concentrations of total cholesterol (total-C),
LDL-cholesterol (LDL-C), HDL-cholesterol (HDL-C) and triglyceride (TG) all within the
normal range according to the NCEP-ATP III criteria (28). Nine out of the 12 participants
had a body mass index (BMI) greater than 25 kg/m” (range: 25.01-29.74).

LDL subclasses and LDL size

The mean LDL PPD was gradually and significantly reduced as the density of each LDL
fraction increased (P<0.0001 for trend, Table 6.2). This relationship was seen in almost all
study subjects, with only two participants having LDL-2 particles that were smaller in size
than their LDL-3 (data not shown). The distribution of LDL-PPD among LDL density
subclasses was generally well resolved ("polydisperse") with the exception of a few
participants in whom there was considerable overlap in the size of LDL in the various LDL
density subclasses (not shown). Individuals with "polydisperse" LDL (N=7) showed
significantly higher plasma TG levels (1.49 + 0.52 vs 0.77 £+ 0.33 mmol/l, P=0.02), higher
VLDL apoB-100 pool size (322.3 + 150.9 vs 150.5 + 71.5 mg, P=0.04), higher total-to-
HDL-cholesterol ratio (4.26 + 0.69 vs 3.72 £ 0.70, P=0.02) and significantly smaller LDL-3
PPD (252.4 + 1.1 vs 255.5 £ 2.0 A, P=0.005) than subjects with "monodisperse” LDL

(more overlap in LDL size between the three LDL subfractions).

LDL kinetics and LDL subclasses

The measured and model-predicted mean LDL-1, LDL-2 and LDL-3 enrichment data from
the 12 study participants is illustrated in Figure 6.2. Multi-compartmental modeling
revealed that IDL was an important precursor of both LDL-1 and LDL-2, contributing to
respectively 95% and 40% of the apoB-100 input in these subclasses (Table 6.3). In turn,
LDL-1 and LDL-2 were the main LDL-3 precursors, with LDL-1 providing significantly
more direct input of apoB-100 into LDL-3 than LDL-2 (P=0.03). A significant proportion
of the apoB-100 input into LDL-1, LDL-2 and LDL-3 came as direct sectetion from the
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liver, of which approximately 70% (x16%) was secreted specifically as LDL-3, on average
(Table 6.3). The direct removal of apoB-100 from the circulation seemed more important
for LDL-2 than for LDL-1, but the difference did not reach statistical significance (P=0.14)

because of very large inter-individual variations.

Among LDL subclasses, lower apoB-100 FCRs were observed as the density of the LDL
increased (P=0.0001 for trend, Table 6.2), although the 5-fold greater FCR of LDL-3
compared with LDL-2 did not reach statistical significance. A positive association was also
observed between the size and the FCR of LDL in pooled data analysis (Figure 6.3). This
relationship, however, was not observed within individual LDL subclasses (LDL-1: r=-
0.20, P=0.53; LDL-2: r=-0.10, P=0.80; LDL-3: r=-0.02, P=0.94, data not shown). Within
LDL-3, the apoB-100 pool size was strongly associated with the LDL-3 apoB-100
production rate (r=0.89 P<0.0001, data not shown). In contrast, neither the PR nor the FCR
of apoB-100 were so clearly associated with the apoB-100 pool size in LDL-1 and LDL-2

(data not shown).

The FCR values of each LDL subclass did not correlate among themselves. On the other
hand, the FCR of LDL-1 was positively correlated with the FCR of VLDL (r=0.80,
P=0.002) and IDL (r=0.59, P=0.04) and negatively associated with the pool size of VLDL
apoB-100 (r=-0.80, P=0.002) and with plasma TG concentrations (-0.76, P=0.004). The
FCR of LDL-2 was only negatively correlated with the VLDL apoB-100 pool size (r=-0.57,
P=0.05). No significant association was found between the FCR of LDL-3 and any of these
apoB-related kinetic parameters. The apoB-100 pool size of LDL-1 and LDL-2 were
positively correlated with plasma TG concentrations while the pool size of LDL-2 and
LDL-3 were positively associated with plasma cholesterol concentrations (not shown). The
production rate of apoB-100 in all LDL subclasses was positively correlated with plasma
cholesterol concentrations (LDL-1: r=0.57, P=0.055; LDL-2: r=0.68, P=0.015; LDL-3:
=0.78, P=0.003). Although subjects with non-overlapping LDL diameter distributions
tended to display slower catabolism of VLDL (15.9 vs 24.1 pools/d, P=0.13), LDL-1 (6.5
vs 9.4 pools/d, P=0.19) and LDL-2 (1.7 vs 3.2 pools/d, P=0.04) compared with subjects in

whom the size of the three LDL subclasses showed a greater degree of overlap, no
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significant differences were observed between individuals with polydisperse or

monodisperse LDL in terms of apoB-100 kinetics.



Discussion

The aim of the present study was to investigate the association between LDL size and the
kinetics of LDL apoB-100 in humans. Using endogenous labelling with deuterated leucine
in 12 healthy men, the kinetics of apoB-100 and the particle size were determined in three
different LDL density subclasses obtained by sequential ultracentrifugation. To the best of
our knowledge, this is the first study to directly investigate the inter-relationship between

LDL size and LDL kinetics.

LDL subclasses characterization

By design, the mean LDL PPD was significantly reduced as the density of LDL increased.
In 7 out of 12 subjects, the distribution of LDL sizes between LDL density subclasses was
well resolved. In others, however, the electrophoretic patterns of the different LDL
subclasses were considerably overlapping, meaning that LDL of a given size could be
found in almost all density subclasses. This heterogeneity in LDL distribution is consistent
with the previous observation from Fisher et al. that individuals could be categorized based
on their "monodisperse" or "polydisperse" LDL profile, the "polydisperse" profile being
more consistently observed in hypertriglyceridemic individuals (29). In our study, subjects
with monodisperse LDL displayed a more homogeneous plasma LDL size spectrum.
Consistent with data from Fisher et al, subjects with polydisperse LDL were characterized
by a less favorable metabolic profile with higher plasma TG concentrations, VLDL apoB-

100 pool size, total-to-HDL-cholesterol ratio and significantly smaller LDL-3 particle size.

ApoB-100 model

Our multi-compartmental model is structurally comparable to previously published apoB-
100 models (16, 23, 24) and provided an excellent fit of both apoB-100 enrichment and
mass data of all studied lipoprotein fractions. VLDL was modeled using a shorter, two-
compartment delipidation cascade instead of the mostly used four-compartment
delipidation cascade. Several reasons supported this adaptation, the main one being that the
four-compartment VLDL delipidation cascade constantly yielded higher-than-normal
VLDL FCR values (31.84 + 14.13 vs. 19.34 £ 9.11 pools/d for the 5 vs. 3-subcompartment
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models respectively, P=0.017 for comparison), without significantly improving the fitting
of VLDL data based. The FCR generated for VLDL (19.34 £ 9.10) and IDL (14.90 + 9.87)
using this model were slightly more elevated than previously published values (30, 31).
That is most likely attributable to the good "metabolic fitness" of our study subjects. FCR
values generated for LDL-3, which accounted for 85% of total LDL, were also concordant

with data from (30, 31).

LDL kinetics and effect of LDL size

- In concordance with the few other studies in humans that have investigated the turnover of
different LDL subclasses, the denser LDL-2 and LDL-3 subclasses exhibited a significantly
reduced FCR compared to the more buoyant LDL-1 subclass. Reduced LDL-PPD also
predicted a slower FCR of the particle when all LDL subclasses were included in the
analysis. On the other hand, this relationship was not observed within individual LDL
subclasses. This could be due to the small sample size or to the relative homogeneity in
LDL size within each subclass: The size of LDL may alter LDL clearance in part by
affecting its affinity for the hepatic LDL-receptor (5, 7). LDL-1 and LDL-2, according to
our multi-compartmental analysis, were preferentially converted into LDL-3 rather than
removed from the circulation, as also observed by Fisher et al (9). Thus, rather than
providing evidence for a causal role of particle size in modulating the clearance rate of
LDL, our data suggest that most buoyant LDL are rapidly processed to generate denser
LDL particles. Our data, however, do not rule out the possibility that further remodeling
could occur within the predominant LDL-3 subclass, generating smaller and denser LDL
that have a proportionally reduced turn over. Although the skewed distribution of apoB-100
towards LDL-3 may limit the interpretation of our results, this characteristic of our study
has also helped unravel the concept that LDL-1 and LDL-2 may represent a significant
proportion of LDL that most likely have to be properly remodeled into smaller and denser

particles prior to their definitive removal from circulation.

Metabolic associations within LDL subclasses

The well documented negative association between plasma TG concentrations and LDL

size (1, 2, 32) was observed only within the LDL-3 subclass in the present study. In
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contrast, plasma TG concentrations were positively associated with the PPD of LDL-1
while they showed no association with the PPD of LDL-2. This is consistent with the
correlation observed between LDL-1 FCR and plasma TG concentrations as well as the
FCR and pool size of VLDL and of IDL. On the other hand, there was only a weak
association between the PR of LDL-1 and plasma cholesterol concentrations. LDL-2
kinetics showed only modest associations with TG-rich lipoprotein kinetics, despite the fact
that positive associations were observed between LDL-2 pool size and both plasma TG and
cholesterol concentrations. Regarding LDL-3 kinetics, the only significant metabolic
association was found between the PR of LDL-3 and plasma cholesterol concentrations

(data not shown).

Proposed model of LDL metabolism and sdLDL formation in metabolically fit
individuals

Altogether, our results strongly support the concept of significant LDL heterogeneity in
terms of particle size, particle density and intravascular metabolism. Our findings also
indicate that this assertion remains true even in metabolically fit individuals. Our data
showed that large LDL, such as LDL-1 and LDL-2, are key precursors of denser LDL
rather than end-products readily removable from circulation, as previously observed by
Fisher et al. in both hypertriglyceridemic and familial hypercholesterolemic individuals (8,
9). The significant association between LDL-1 and TG-rich lipoprotein kinetics observed in
the present study, combined with data from Vega er al. showing that the triglyceride
content was the most notable difference between "light" and "heavy" LDL (14) strongly
suggest that buoyant LDL are processed either via the same metabolic pathways
responsible for the processing of TG-rich lipoproteins or via pathways similarly regulated.
This would also be consistent with findings from Teng e? al. showing that heparin injection,
known to increase plasma lipase activities, accelerates the clearance of "light" LDL without
significantly altering the clearance of "heavy" LDL (11). The required conversion of
buoyant LDL into denser LDL prior to their definitive removal was also proposed by Vega
& Grundy to explain the faster decay of plasma specific activity of re-injected I'*'-labeled

"heavy" LDL compared to 1'**_labeled "light" LDL (14).
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Plasma TG concentrations are thought to be a key factor in small dense LDL formation. In
hypertriglyceridemic states, LDL are enriched with TG through the action of the cholesterol
ester transfer protein (CETP), which mediates the exchange of cholesterol ester for TG
between LDL (and HDL) and TG-rich lipoproteins. These TG-enriched particles are then
more susceptible to hydrolysis by the hepatic lipase and perhaps also endothelial lipase,
resulting in a net reduction in their size. The extended delipidation of large, TG-rich VLDL
(termed "larger VLDL—l“) is also currently thought to directly generate small dense LDL
(33). The contribution of these factors and processes as key modulators of the strong
relationship observed between plasma TG concentrations and the PPD of LDL-3 was not
specifically assessed in the present study. However, our data are consistent with these
proposed models of small dense LDL formation by having highlighted further specific
association between the plasma TG and LDL subclass size and kinetics, even in
metabolically fit individuals. On the other hand, the present study provides no evidence of a
causal role of LDL particle size in modulating neither the remodeling of large LDL into

denser LDL or the removal of LDL from circulation in healthy individuals.

Conclusions

This study has emphasized for the first time using stable isotopes the significant
heterogeneity in the kinetics of LDL with different sizes and density, while supporting
current concepts of lipoprotein metabolism. Additional studies in metabolically unfit
subjects and in women will be of great interest in the future to further understand how large

and small dense LDL are interrelated and processed.
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Figure legends:

Figure 6.1:
Schematic representation of the multicompartmental model used in the present study.

Please see Model development in Methods for details

Figure 6.2:

Measured and model-predicted apoB-100 enrichment data overtime obtained for the three.
LDL subclasses. Each point represents the mean enrichment of apoB-100 with 5,5,5-*D;-L-
leucine for the 12 study subjects I[(+x SEM). For LDL-1 and LDL-2, the dotted lines
represent the model-predicted tracer enrichment in the slowly turning over pool while
dashed lines represent the model-predicted tracer enrichment in the rapidly turning over

pool. The continuous lines represent the sum of the two pools.

Figure 6.3:
Pooled data analysis of the relationship between LDL particle diameter and the FCR of
apoB-100 in all LDL fractions combined.
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Figure 6.3
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Table 6.1: Characteristics of the 12 study participants

Variable Mean = SD
Age (y) 37.3+13.2
Weight (kg) 82.7+11.5
BMI (kg/m?) 258426

Waist girth (cm) 89.2+9.5

Triglyceride (mmol/l) 1.19 £0.57
Total-C (mmol/l) 4.30+£0091
HDL-C (mmol/l) 1.16 £0.23
LDL-C (mmol/l) 2.59+0.77
ApoA-I (g/) 1.37+0.15
Total ApoB-100 (g/1) 0.80 £0.20
Fasting glucose (mmol/1) 5205

BMI: body mass index, C: Cholesterol,

apo: apolipoprotein
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TABLE 6.2 : LDL characteristics and apoB-100 kinetics within the 5 lipoprotein fractions in the sample of 12 men.

VLDL IDL LDL-1 LDL-2 LDL-3
Peak particle ] ] 250.9+22° 256.0 £2.5° 2537422°
diameter (A)

Relative proportion* A . b

ot e 107+ 4.9 12405 37+13 52+1.7 79.1 £5.7
CO"(crflgfdrf‘)t“’“ 6.64 +3.78 0.80 + 0.62 234+130° 317+148°  5026+20.73°
P"(‘r’rllgs;ze 2513 +155.5 30.9 + 28.4 88.5+56.0° 117.5+573 2 1876 +910°
FCR 193+9.1 149499 771 +3.62° 230+ 1.26° 0.41 +0.09°
(pools/day)
PR 49.0 + 16.7 44418 72+3.6° 3.0+13° 93+39°
(makgday) 0+ 16. A+ 243, 0+1. 343,

* Calculated as the proportion of apoB-100 relative to total LDL-apoB-100 concentration. ApoB-100 levels and LDL-peak particle
diameter in each LDL fraction were averaged from three measurements made at different time points during the kinetic study for
each participant. The mean + SD for the 12 participants is presented. Only values between the three LDL subclasses were
compared statistically. Values sharing common superscript within the same row are not significantly different (Tukey Honest-

significant-difference Test for multiple comparisons). FCR : Fractional catabolic rate, PR : Production rate.




132

Table 6.3: Absolute and relative apoB-100 fluxes within the three LDL subfractions

ApoB-100 flux % apoB-100

(mg/d)
LDL-1
Input
Direct from liver 25.7+23.0 42+3.6
Jfrom IDL 574.3 £269.0 958+£3.6
Output
Direct clearance 65.4+164.8 6.6 £15.5
To LDL-2 140.6 + 144.1 23.6+24.5
To LDL-3 3940+ 1954 69.8 £ 28.1
LDL-2
Input
Direct from liver 16.8+14.8 744+£59
Jrom IDL 68.3+79.1 40.1 £41.8
Jrom LDL-1 140.6 + 144.1 52.5+428
Output ,
Direct clearance 36.9+62.5 2631445
To LDL-3 188.7 + 140.8 73.7+44.5
LDL-3
Input
Direct from liver 109.5 + 108.0 126 +5.7
Jrom IDL 82.2+193.5 72+13.7
Jrom LDL-1 3940+ 1954 554+254
Jrom LDL-2 188.7 £ 140.8 24.8+21.5
Output
Direct clearance 774.4 + 393 4 100

“Direct clearance” reflects apoB-100 that is irreversibly removed from circulation, i.e. not
transferred to other lipoprotein fractions. “Output” refers to the apoB-100 leaving an LDL

subclass, whether it is cleared or transferred to other lipoprotein subclasses
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Chapitre 7. Cinétique intravasculaire de la protéine C-
réactive chez I’humain en lien avec les facteurs de risque
du syndrome métabolique
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Résumé

L’objectif de I’étude qui constitue ce chapitre était de décrire, par infusion constante de
2H3-]eucine, la cinétique intravasculaire de la CRP in vivo chez ’homme et la femme. Le
FCR de la CRP était 60% plus €levé chez les hommes que chez les femmes (0.49 + 1.83 vs.
0.30 + 1.80 pool/j, P=0.03) mais cette différence était atténuée lorsque les facteurs de
risque du syndrome métabolique étaient considérés lors de I’analyse statistique multivariée.
Les concentrations plasmatiques de CRP étaient plus fortement corrélées au PR (r=0.80,
P<0.0001) qu’au FCR de la CRP (r=0.39, P<0.05). Le PR de la CRP, ajusté pour le sexe,
¢tait positivement associé au tour de taille (r=0.53, P<0.01) et aux concentrations
plasmatiques de LDL-apoB-100 (r=0.42, P=0.07), de triglycérides (r=0.41, P=0.06) et d’IL-
6 (r=0.61, P=0.0008) et inversement associé aux concentrations plasmatique de HDL-C
(r=-0.47, P=0.03) et d’adiponectine (r=-0.63, P<0.0005). Ces résultats suggerent que le PR
de la CRP constitue le déterminant principal des concentrations plasmatiques de CRP et
que celui-ci serait influencé par les facteurs de risque du syndrome métabolique et les

concentrations plasmatiques d’adiponectine et d’IL-6.
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Abstract
OBJECTIVE To describe, for the first time, the intravascular kinetics of C-reactive protein

(CRP), using stable isotopes, and its relationship with features of the metabolic syndrome.

METHODS Sixteen men and 16 women [aged 4949 years, body mass index (BMI)
28.7+4.5 kg/m2] underwent a 12-hour primed-constant infusion of 5,5,5-2H3-L-leucine.
CRP was purified from the plasma fraction p>1.25 g/ml by affinity chromatography and

isotopic enrichment over time was determined by GC-MS.

RESULTS CRP fractional catabolic rate (FCR) was 60% higher in men than in women
(0.49 £ 1.83 vs. 0.30 = 1.80 pool/day, P=0.03) but this difference was no longer significant
in a multivariate model that included several features associated with the metabolic
syndrome. CRP production rate (PR) and pool size (PS) were not statistically different
between sexes. Plasma CRP concentrations were more strongly correlated with the PR
(r=0.80, P<0.0001) than with the FCR of CRP (r=0.39, P<0.05). The PR of CRP was
positively correlated with waist girth (r=0.53, P<0.01), plasma LDL apoB-100 (r=0.42,
P=0.07), triglyceride (r=0.41, P=0.06) and interleukin-6 (IL-6) concentrations (r=0.61,
P=0.0008) and inversely correlated with HDL-cholesterol (C) (r=-0.47, P=0.03) .and
adiponectin (r=-0.63, P<0.0005) after adjustment for sex. Blood pressure and LDL-C

showed no association with CRP kinetics.

CONCLUSION The PR of CRP appeared as the main determinant of CRP concentrations
and showed significant associations with features of the metabolic syndrome as well as

with adipose tissue-derived cytokines such as IL-6 and adiponectin.
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Introduction

C-reactive protein (CRP) has been used extensively as a non-specific marker of acute phase
response in humans for decades (1). Inflammation is being increasingly suggested to play a
determinant role in the initiation and development of atherosclerosis, the hallmark of
cardiovascular disease (CVD) in industrial countries (2). The predictive value of plasma
CRP concentrations measured by a high sensitivity assay as a risk factor for CVD has been
investigated in several epidemiological studies. These studies have been relatively
consistent in showing that individuals with high baseline CRP levels (>3.0 mg/l) were at
greater risk of CVD compared to individuals with lower (<1.0 mg/l) CRP levels,
independent of sex (3,4,5,6). However, recent studies have produced less conclusive data
on the added value of CRP to predict CVD risk compared to traditional risk factors such as
LDL-cholesterol (LDL-C) (7,8).

The metabolic syndrome (MetSyn) is another emerging paradigm in the management of
CVD risk and latest estimates showed that individuals affected by the MetSyn have a 3-fold
increased risk of CVD (9). The most recent definition of MetSyn by the International
Diabetes Federation includes elevated waist girth (various cut-points depending on
ethnicity and gender) plus any two of the following: elevated plasma triglyceride (>1.7
mmol/l), low HDL-C (>1.03 mmol/l for men, >1.29 mmol/l for women), high blood
pressure (>130/85 mmHg) and high fasting plasma glucose (>5.6 mmol/l) (10).
Interestingly, most patients with MetSyn also display low-grade chronic inflammation, as
reflected by elevated plasma CRP concentrations (11,12,13,14,15). This relationship may
be explained, at least partly, by concurrent variations in a novel adipose tissue exclusive
endocrine factor named adiponectin. Early reports on adiponectin showed its strong insulin
sensitizing and anti-inflammatory effects. Consistent with these observations, reduced
plasma adiponectin concentrations have been repeatedly correlated with several of the

MetSyn features, including increased plasma CRP concentrations (16).

While novel endocrine factors responsible for the association between inflammation and
the MetSyn are beginning to be identified, the physiological mechanisms sustaining plasma
CRP concentrations in this metabolic condition are still virtually unknown. Kinetic studies

of proteins using stably-labelled isotopomer precursors provide considerable precision
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about in vivo protein synthesis rates and have become the gold standard to investigate such
mechanisms in humans. /n vivo CRP kinetics have never been studied using endogenous-
labelling methods. Furthermore, data on the relationship between CRP kinetics in human
and traditional and emerging CVD risk factors associated with the MetSyn are utterly

lacking.

The aim of the present study was therefore to investigate, for the first time, the
intravascular kinetics of CRP using endogenous protein labelling with stable isotopes in
men and women with CRP levels corresponding to different strata of CVD risk according
to current guidelines. We also sought to examine the association between features of the

MetSyn and the in vivo kinetics of CRP in men and women.
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Methods

Study subjects

Sixteen Caucasian men and 16 Caucasian women, nonsmoker, normoglycemic and free of
any thyroid, endocrine, cardiovascular, hepatic, or renal disorders were recruited in the
Québec City area. Subjects who experienced significant gain or loss of weight (> 3 kg) in
the 2 months preceding the study, who had excessive alcohol intake (> 30 g/d), had taken
drugs, or had unusual dietary habits were excluded. CRP kinetics could not be determined
in one male subject due to extremely low plasma CRP concentrations. Thus, final analyses
are based on a sample size of 15 male and 16 female subjects. Women who were post-
menopausal (11 out of 15) were not taking hormone replacement therapy. All subjects gave
written informed consent to participate and the study protocol was accepted by the Clinical
Research Ethical Committee of Laval University. The most recent definition from the
International Diabetes Federation was used to identify men and women with the MetSyn
(10). However, the waist girth cut-off values suggested by the National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel III (men: >102 cm; women: >88 cm) were used
‘as proposed by the International Diabetes Federation in a recent publication because they
have been the reference values used in most studies conducted in North American

Caucasians subjects (10).

Anthropometric measurements
Body weight and waist circumferences were measured according to standardized

procedures (17).

Lipid and plasma protein measurements

Plasma VLDL (p<1.006 g/ml) were isolated by ultracentrifugation and the HDL fraction
was obtained after precipitation of LDL in the infranatant (p>1.006 g/ml) with heparin and
MnCl,. The cholesterol, TG, and phospholipid concentrations in the various plasma
fractions were measured by enzymatic methods on a Technicon RA-500 analyzer (Bayer
Corp., Tarrytown, NY) as previously described (18). Plasma apoA-I and VLDL-apoB-100

concentrations were measured by nephelometry (19). LDL cholesterol concentrations were
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estimated using the Friedwald equation (20) while LDL apoB-100 levels were obtained by
subtraction. Commercial high sensitivity immunosorbent assays were used to measure
plasma IL-6 (R&D Sy§tems, Minneapolis, MN) and CRP concentrations (BioCheck Inc,
Foster City, CA). Adiponectin was measured using a commercial radio-immunoassay

(Linco Research Inc., St Charles, MO, USA) (21).

Kinetic studies

At 7h00, after a 12-hour fast, study participants were admitted at the clinical investigation
unit. They immediately started consuming half-hourly small snacks that each accounted for
1/30 of their estimated daily caloric intake, to achieve a constantly fed steady state (22).
After three hours of constant feeding, the primed-constant infusion of [5, 5, 5,-2H3]—L—
leucine was initiated and carried out for 12 hours, with participants kept in the constantly
fed steady state. The bolus dose and injection rate of [5, 5, 5,-’H;]-L-leucine were
calculated based on the subjects’ weight (10 umol’kg and 10 pumol/kg/h respectively).
Blood samples (20 ml) were collected via a second intravenous line into vacutainer tubes
containing EDTA (to a final concentration of 0.1%) at time 0.0; 0.5,1,2,3,4,6,8,10 and
12 hours.

CRP isolation

The density of plasma (2.0 ml) was adjusted to 1.25 g/ml with KBr and centrifuged in a 100
Ti rotor (Beckmann) at 75,000 RPM for 24 hours. All plasma lipoproteins (p<1.25 g/ml)
were removed by discarding the supernatant and CRP was purified by affinity
chromatography from plasma density fraction p>1.25 mg/ml. Briefly, EDTA was first
removed from samples by an overnight dialysis step against Tris-buffered saline. The
EDTA-free p>1.25 g/ml plasma protein fraction was then incubated with 75 pl of
phosphoethanolamine covalently immobilised on activated CH-Sepharose beads (activated
CH sepharose 4B, Amersham Biosciences) in a Tris-calcium buffer (140 mM NaCl, 10 mM
Tris, 10 mM CaCl2, pHS8) for 45 min at room temperature. Afterward, beads were washed
thoroughly with Tris-calcium buffer (2 ml) and CRP was specifically eluted using 10 mM
phosphocholine in Tris-calcium buffer. Recovered proteins were then subjected to

electrophoresis on SDS-polyacrylamide gel (16%) for 3 hours at 150V. Coomassie blue
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staining and pure human CRP (Fitzgerald Industries International, Concord, MA) in a
control lane on the gel were used to identify the band corresponding to isolated CRP
monomers. CRP immunoblotting and peptide mass fingerprint analyses were used to
respectively confirm the absence of CRP in other plasma density fractions and the purity of
isolated CRP (data not shown). Concentrations of CRP in the p>1.25 g/ml plasma fraction
were systematically lower than plasma CRP concentrations (mean recovery 58 + 22%), but
a strong correlation was observed between both concentrations (R*= 0.934, P<0.0001).
Assuming that the loss in recovery from the p>1.25 g/ml was not related to a loss of a
specific intravascular pool of CRP, a linear regression equation was used to adjust values

from the p>1.25 g/ml fraction back to plasma concentrations:
Corrected CRP piasma(mg/l)=1.558*CRP > 55 +0.117

where 1.558 and 0.117 represent respectively the slope and the intercept of the regression

between CRP measured in the plasma and in the p>1.25 g/ml density fraction.

Isotopic enrichment measurements

Gel bands containing CRP were hydrolyzed in HC] 6N at 110 °C for 24 hrs. Recovered
amino acids were derivatized using trifluoroacetic acid/trifluoroactice acid anhydride and
leucine isotopic ratio was determined at each kinetic time point by GC-MS using single ion

monitoring (m/z 209 and 212).

Determination of CRP Kinetics

By fitting the CRP tracer enrichment data [m/z 212/(209+212)] over time from each
individual to a monoexponential function using the SAAMII software (University of
Washington, Department of Bioengineering, Seattle) (23), an estimate of the fractional

catabolic rate (FCR) of CRP was derived for each study participant. Enrichment data were

fitted to the mathematical function Z(t)= Zp(l-e'k(l'd)) where Z(?) is the enrichment ratio at

time ¢, Z, is the enrichment ratio corresponding to the plateau of the curve representing the
precursor amino acid pool, d is the delay time in hours, and £ is the FCR in pools per hour.
We have used the enrichment ratio [m/z 212/(209+212)] rather than the tracer to tracee ratio

(m/z 212/209) because recent mathematical modeling of enrichment data has shown that the
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later tends to overestimate the actual fractional synthetic rate, particularly when enrichment
values are low, such as with CRP (23). The enrichment plateau of VLDL apoB-100 with
deuterium-labeled leucine was used as the forcing function for precursor pool enrichment
because CRP synthesis is believed to occur mostly in the liver. CRP levels remained in
steady state over the 12 hours of our study protocol (data not shown), which is a
prerequisite for the calculation of FCR. Absolute production rate (PR) was calculated (in

mg/d) using the formula:

PR= FCR (pools/d) x pool size (mg/pool)
Pool size was calculated as the plasma concentration of CRP (mg/l) multiplied by the

estimated plasma volume (value fixed at 0.045 1/kg body weight (24,25)).

Statistical analysis

Statistical analyses were undertaken using SAS (v9.0, SAS Institute Inc, Cary, NC).
Analysis of variance for repeated measures with main effect of time as the repeated
measure was used to assess steady state of CRP concentrations over the 12-hour kinetic
time course (data not shown). Unpaired t-tests were used to compare CRP kinetic values
between sexes and individuals with and without MetSyn. CRP concentrations, PS and PR
as well as [L-6 data were log(e) transformed prior to analysis because of the skewness of
their distribution. Pearson correlation analysis was used to assess relationship between CRP
kinetic data and metabolic and anthropometric variables. In analyses including all subjects,
generalized linear modeling (GLM) and regression analyses were conducted to assess the
contribution of sex to the associations between CRP kinetics and metabolic and
anthropometric variables. Regression analyses were also used to dissect out the respective
association between the FCR and PR of CRP and metabolic and anthropometric variables.
Finally, the correlations between the PR of CRP and CRP plasma concentrations and
between the FCR of CRP and CRP plasma concentrations were compared using the CALIS

procedure.
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Results

Subject characteristics are presented in Table 7.1. Men as a group were significantly
younger than women and were characterised by a less favourable metabolic profile. As a
result, more men were characterized by the MetSyn (8 men vs. 1 woman). The most
frequent features of the MetSyn in men were high blood pressure (56%), waist girth > 102
cm (44%) and HDL-C < 1.03 mmol/l (38%). Most frequent features of the MetSyn among
women were HDL-C < 1.30 mmol/l (50%) and waist girth > 88 cm (31%). Plasma CRP

concentrations were not statistically different between men and women.

The pool size and PR of CRP tended to be higher among men, although the difference did
not reach statistical significance (Figure 7.1). Men had a 60% higher mean FCR of CRP
than women (P=0.03) but this difference was no longer significant (P=0.553) in a
multivariate model that included waist girth, HDL-C, TG, apoB100, adiponectine and 1L-6
concentrations. The PR and FCR of CRP were strongly correlated (r=0.73 P<0.0001, data
not shown). In an analysis where participants were grouped according to current CRP cut
off values used to estimate the risk of CVD (Figure 7.2), variations in circulating
concentrations of CRP were more strongly associated with variations in the PR rather than
the FCR of CRP. Plasma CRP concentrations also showed stronger correlation with its PR
(r=0.80, P<0.0001) than with its FCR (r=0.39, P<0.05, P<0.0001 for the comparison of the

correlation coefficients).

Associations between CRP kinetics and metabolic and anthropometric variables were
investigated within each sex separately and in all subjects combined. In men, positive
trends were observed between the PR of CRP and LDL apoB-100 concentrations (»=0.50,
P<0.056), IL-6 concentrations (r=0.48, P<0.068), waist girth (r=0.44, P=0.10) and BMI
(r=0.45, P=0.096). In women, the PR of CRP was inversely associated with HDL-C (r=-
0.52, P<0.05), apoA-I (r=-0.51, P<0.05) and adiponectin concentrations (r=-0.70
P=0.003), positively associated with IL-6 concentrations (r=0.66, P<0.0I), waist girth
(0.52, P=0.04) and BMI (r=0.56, P=0.02), and a positive trend was observed between the
PR of CRP and plasma TG concentrations (r=0.49, P<0.056). Combined analysis of men
and women adjusted for sex yielded positive associations between CRP PR and waist girth

(Figure 7.3), BMI (r=0.56, P=0.004, not shown) and IL-6 concentrations (r=0.61,
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P=0.0008, not shown), and negative associations between CRP PR and HDL-C (r=-0.47,
P=0.03, not shown) and adiponectin concentrations (Figure 7.4). Weaker associations were
also observed between the PR of CRP and LDL apoB-100 (r=0.42, P=0.08), total-to-HDL
cholesterol ratio (»=0.43, P=0.06), plasma TG (»=0.41, P=0.06) and apoA-l (r=-0.43,
P=0.06). The relationships between CRP PR and BMI, waist girth and plasma adiponectin
concentrations remained significant after further adjustment for sex and the FCR of CRP.
Interestingly, these three relationships also remained significant even after inclusion of IL-6
as covariate in the multiple regression analysis (BMI: P=0.0003, waist girth: P=0.005 and
adiponectin: P=0.01 respectively). In general, the FCR of CRP showed weaker associations
With metabolic and anthropometric variables and adjustment for either sex, waist girth or

the PR of CRP completely nullified all of these relationships.

CRP kinetic was finally investigated according to the cumulative number of MetSyn
features. As shown in Figure 7.5, there was a gradual increase in the PR of CRP with the
number of features of the MetSyn while no significant difference was observed in the FCR

of CRP between the 3 groups. Adjustment for sex had no impact on these results.
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Discussion
The aim of this study was to investigate for the first time the intravascular kinetic of CRP in
men and women using endogenous labelling methods, and its relationship with features of

the MetSyn and other risk factors for CVD.

We described a new method allowing the investigation of the in vivo kinetic of CRP in
humans using stable isotopes, in which pure CRP was isolated from the plasma fraction
p>1.25 g/ml obtained at predetermined time points during a 12-hour primed-constant
infusion of a 5,5,5-*Ds-L-leucine isotopomer. The p>1.25 g/ml plasma fraction allowed the
use of relatively high concentrations of calcium (10 mM) to facilitate the calcium-
dependent interaction between CRP and its natural ligands without the occurrence of
clotting. This plasma fraction was shown to contain essentially all recoverable plasma CRP
as assessed by western blot analysis and was free of lipoprotein-associated phospholipids
that could have interfered with the binding of CRP to the phosphoethanolamine covalently
linked to activated CH-sepharose beads. The purity of CRP obtained with the purification
protocol used was confirmed by its electrophoretic properties and peptide mass fingerprint
that perfectly matched that of commercially available human pure CRP (data not shown).
Together, these observations confirmed that the present CRP purification protocol using the
p>1.25 g/ml plasma fraction was suitable for the kinetic study of endogenously labelled
CRP. The use of a 12-hour primed-constant infusion was justified by two reasons. First, in
the only report to date of in vivo CRP kinetics in humans (26), the turnover rate of CRP was
shown to be approximately three times faster than that of LDL apoB-100 (27), which have
been extensively studied in the past using 12-hour tracer infusions. Our study showed that a
primed-constant infusion of 5,5,5-*Ds-L-leucine over 12 hours yields CRP enrichment that
allow the determination of intravascular kinetic parameters. Second, CRP is thought to be
mainly synthesised by hepatocytes and it was possible, using the plateau enrichment values
of VLDL apoB-100, to estimate the intra-hepatic precursor pool, which is a prerequisite in

multicompartmental modelling of kinetic data.

The only previous study of human CRP kinetic have been conducted using exogenously
radio-labelled CRP (26). The mean FCR of plasma CRP reported by Vigushin ef al. was

substantially higher than values in our study using prime-constant infusion of stable isotope
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in the fed state (0.9 + 0.2 pool/d vs. 0.46 + 0.27 pool/d). Previous studies have shown that
exogenous labelling of protein may yield slightly different FCRs compared to endogenous
labelling, probably due to subtle protein alteration during in vitro iodination, resulting in
accelerated or reduced catabolism (28,29,30). Despite the fact that radio-iodinated CRP was
reported to exhibit similar physico-chemical properties and kinetic in mice and rabbit
compared to unlabelled human CRP (26) it is still possible that iodination of CRP led to
modifications that have resulted in an accelerated catabolism in humans. It is unlikely that
the fed state used in the present study may have been responsible for differences in CRP
FCR compared to the sfudy of Vigushin et al., since it has been shown that acute intake of
calories has essentially no impact on plasma CRP levels (31,32). Finally, we and Vigushin
et al. have consistently shown that the PR of CRP, not its FCR, was the key determinant of
CRP pool size.

The relatively large differences in CRP PR and PS between sexes were not significant. The
apparent difference in the FCR of CRP between men and women was also no longer
sigﬁiﬁcant in a multivariate model that included several features associated with the
MetSyn. This suggests that differences in the risk profile between sexes confounded to a
significant extent the difference in the FCR of CRP between men and women. Based on
this, it appears unlikely that gender has an independent influence on intravascular CRP

kinetics but additional studies are needed to further investigate this possibility.

The positive correlation between the PR and the FCR of CRP was of interest. Several
hypotheses can explain this apparent artefact. First, the FCR is used directly in the
calculation of the PR. Secondly, we currently know very little on the iz vivo kinetic of CRP
and it is possible that there are compensatory mechanisms through which an increased PR
of CRP is counterbalanced by an increased clearance. However, this possibility is not

entirely supported by the shape of the association between CRP concentrations and its

FCR, which appeared to plateau at CRP concentrations > 1.0 mg/l. Rather, this suggests .

that CRP clearance may reach a maximum rate and remain stable in the presence of higher
CRP concentrations. While the hypothesis of a maximal clearance rate would be consistent

with the previous demonstration of an uhchanged FCR of CRP during acute phase when
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CRP concentrations are dramatically increased (26), this issue will have to be further

clarified in future studies.

Among both sexes, but more strongly so in women, CRP PR was positively associated with
indices of obesity such as BMI and waist girth. A strong positive correlation between CRP
PR and IL-6 and a strong negative association between CRP PR and plasma adiponectin
concentrations were also observed. This is consistent with the hypothesis according to
which the inflammatory state associated with the MetSyn may be the result of a
combination of two key factors: 1) an increased secretion of pro-inflammatory cytokines
such as IL-6 by the adipose tissue or infiltrating macrophages (33) and 2) a reduced
secretion of anti-inflammatory factors such as adiponectin attributed to excessive adiposity
or, perhaps more importantly, to reduced adipocyte metabolic efficiency (34). Interestingly,
the correlations between the PR of CRP and BMI and waist girth remained significant even
after adjustment for the FCR or CRP, sex and plasma IL-6 and adiponectin concentrations,
thereby suggesting independent contributions of both obesity and endocrine factors to

sustaining low-grade chronic inflammation.

This study has apparent limitations, two of which being the study sample size and the
relatively low proportion of individuals with MetSyn, especially among women. First, it
should be emphasized that our sample size of 31 comprising both men and women is rather
large compared to most in vivo kinetic studies conducted in humans to date. It should also
be noted that despite the low prevalence of the MetSyn in women, some of its key features
such as low HDL-C and elevated waist girth were present in high proportions (50% and
31% respectively). Associations between the PR of CRP and metabolic variables were also
stronger in females than in males. Based on this, we hypothesize that a higher prevalence of
the MetSyn among female participants would most likely have strengthened the observed
associations, since MetSyn features are generally thought to be synergistically interrelated.
Finally, statistical adjustments for sex generally had no impact on the purported

associations between the PR of CRP and features of the MetSyn.

In conclusion, this first investigation of CRP kinetic using endogenous labelling of proteins
with stable isotopes in men and women brings evidence that plasma CRP concentrations

appear to be determined mainly by its rate of production rather than by its rate of clearance.
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Our observations also emphasized the importance of obesity as well as of adipose tissue-
derived cytokines such as adiponectin and IL-6 as key correlates of in vivo CRP production.
Interestingly, plasma LDL cholesterol concentrations and hypertension were not related to
variations in in vivo CRP kinetic. Finally further studies are warranted to investigate how
the MetSyn as an entity, rather than its individual features, contributes to variations in

intravascular CRP kinetic, especially in women.
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Table 7.1. Characteristics of study participants
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Men Women

n=15 n=16 P
Age (years) 44.0 (8.6) 54.8(6.9) 0.0005
Weight (kg) 90.8 (16.9) 67.5 (12.0) 0.0001
BMI (kg/m?) 30.5 (4.3) 27.1 (4.1) 0.027
Waist girth (cm) 102 (12) 84 (10) 0.0001
Total cholesterol (mmol/l) 5.36 (0.77) 4.99 (0.70) 0.17
LDL-C (mmol/l) 3.58 (0.71) 3.05(0.55) 0.025
HDL-C (mmol/l) 1.17 (0.28) 1.44 (0.41) 0.04
Total-C/ HDL-C 4.89 (1.44) 3.64 (0.87) 0.01
Triglycerides (mmol/l) 1.61 (0.75) 1.10 (0.46) 0.03
ApoB-100 (mmol/l) 1.13 (0.22) 0.89 (0.13) 0.001
Glucose (mmol/l) 5.27(0.47) 5.13 (0.36) 0.38
Systolic blood pressure (mmHg) 127 (12) 112 (12) 0.0007
Diastolic blood pressure (mmHg) 81 (8) 71(9) 0.002
CRP (mg/l) 2.04 (1.35) 2.40 (1.87) 0.83 *
1L-6 (pg/ml) 2.38 (1.06) 2.15(2.43) 0.09 *
Adiponectin (mg/l) 8.02 (4.05) 15.73 (8.21) 0.003
% with metabolic syndrome 44 6 -

Values are presented as mean (SD)

BMI: Body mass index, CRP: C-reactive protein, IL-6: interleukin-6

* Log transformed data were used for the between-sex comparison.




Figure legend

Figure 7.1: Difference in CRP kinetic between men (n=15) and women (n=16). Mean
values (shown within bars) correspond to geometric mean + standard error of the mean for
the PS and PR of CRP and mean + standard error of the mean for the FCR of CRP. PS:

Pool size; PR: Production rate; FCR: Fractional catabolic rate.

Figure 7.2: Mean production rate (PR) of CRP (top panel) and fractional catabolic rate
(FCR) of CRP (bottom panel) among subjects grouped according to proposed CRP cut-off
values for CVD risk management (CRP< 1.0 mg/l = low risk, CRP between 1.0 and 3.0
mg/l = intermediate risk, CRP > 3.0 mg/l = high risk). Bars represent geometric means +
standard error of the mean for the PR of CRP and mean + standard error of the mean for the

FCR of CRP; m=men, w=women.

Figure 7.3:  Relationship between the production rate (PR) of CRP and waist girth. Gray
circles represent men, open circles represent women, dotted lines represent 95% confidence

interval. P-value adjusted for sex and PR of CRP.

Figure 7.4: Relationship between CRP kinetic and the number of metabolic syndrome-
related features. Gray circles represent men, open circles represent women, dotted lines

represent 95% confidence interval. P-value adjusted for sex and PR of CRP.

Figure 7.5:  Production rate (PR- top panel) of CRP and fractional catabolic rate (FCR-
lower panel) of CRP with increasing number of features of the metabolic syndrome. P-
values for between-group comparisons are adjusted for sex. Bars represent geometric mean
+ standard error of the mean for the PR of CRP and mean =+ standard error of the mean for

the FCR of CRP; m=men, w=women. '
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Figure 7.2
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Figure 7.3
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Figure 7.4
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Figure 7.5
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Chapitre 8. Conclusion

Retombées actuelles et éventuelles des travaux

Le présent projet de doctorat avait pour but d’étudier in vivo chez I’humain le métabolisme
de certaines protéines considérées comme facteurs de risque de maladies cardiovasculaires
associées au syndrome métabolique. Ces travaux ont permis de mieux définir le
métabolisme in vivo des isoformes de I’apoC-IlI, de la protéine C-réactive et de différentes
sous-classes de LDL. De plus, ces études ont permis de cibler certaines interactions clés
entre les parametres de cinétique des protéines étudi€es et les composantes du syndrome

métabolique.

Les études d’observation qui constituent la présente thése ont mené au développement
d’outils expérimentaux qui devront étre validés lors d’études ultérieures. Plus
spécifiquement, les modeles mathématiques qui ont été construits pour 1’étude de la
cinétique de la CRP et des différentes classes de LDL devront étre testés chez des individus
présentant des profils métaboliques altérés. Ceci permettra de déterminer si leur niveau de
complexité est suffisant pour quantifier les anomalies susceptibles d’étre présentes au
niveau du métabolisme de ces deux facteurs dans diverses conditions métaboliques. Si ces
modeles sont validés, ceux-ci pourront ensuite étre utilisés pour comparer des individus
présentant divers profils de risque et pour parfaire la compréhension des mécanismes sous-
jacents a ces conditions. Ces méthodes auraient aussi le potentiel de fournir de
I’information précieuse sur la modulation du métabolisme de la CRP et des sous-classes de
LDL en contexte d’interventions nutritionnelles ou pharmacologiques, ce que pratiquement

aucune étude n’a encore examing.

En lien avec I’étude des isoformes de 1’apoC-III, il pourrait aussi €tre intéressant
d’examiner séparément la cinétique de chacune des isoformes de 1’apoC-III dans les
fractions VLDL et HDL. Si I’observation in vitro de I’affinité accrue de I’apoC-I1I, pour les
VLDL comparativement aux autres isoformes est aussi présente in vivo, ceci pourrait
potentiellement engendrer des différences observables, notamment au niveau de la
distribution des isoformes entre les VLDL et les HDL et au niveau de la cinétique des

isoformes en lien avec le catabolisme de ’apoB-100 des VLDL. La réalisation de ces




expériences pourrait permettre d’appuyer le modéle proposé pour expliquer 1’association
unissant la production d’apoC-III, a la proportion de LDL denses en circulation, soit le

ralentissement préférentiel du catabolisme des VLDL par I’apoC-I1L,.

Le modele développé pour I’étude de la cinétique des sous-classes de LDL au chapitre 6
mériterait, étant donnée sa complexité, d’étre complémenté par le dosage de certains
facteurs métaboliques susceptibles d’étre impliqués directement dans le métabolisme et le
remodelage des lipoprotéines. L absence de corrélation entre les FCR des différentes sous-
classes de LDL suggere que celles-ci pourraient étre prises en charge par différents
mécanismes physiologiques et supporte en quelque sorte la pertinence de ces analyses
supplémentaires. Les lipases lipoprotéique et hépatique et la CETP sont fortement
susceptibles d’étre impliquées dans le remodelage du contenu lipidique des LDL et il serait
donc intéressant de tester si leur concentration ou leur activité respective pourrait étre
associée aux différents taux de conversion estimés par mod¢lisation pluricompartimentale.
De plus, il serait pertinent d’intégrer la cinétique de différentes sous-classes de VLDL
(VLDL,; et VLDL,) a I’étude de la cinétique des sous-classes de LDL afin de mieux
caractériser le lien unissant la production hépatique de triglycérides et le métabolisme
intravasculaire des LDL. Enfin, étant donné 1’association observée au chapitre 5 entre le
taux de production de I’isoforme di-sialylée de 1’apoC-III et la proportion de LDL denses
en circulation, il serait évidemment intéressant d’examiner si la cinétique de 1’apoC-III, sur
96 heures pourrait étre reliée au métabolisme intravasculaire des différentes sous-classes de
LDL. Considérer ’ensemble de ces facteurs permettrait certainement d’optimiser la vue
d’ensemble du métabolisme des lipoprotéines plasmati‘ques athérogénes et de mieux
caractériser les facteurs métaboliques susceptibles de contribuer a 1’augmentation du

potentiel athérogénique des LDL dans le contexte du syndrome métabolique.

Synthése des conclusions obtenues et perspectives futures en lien avec le syndrome
métabolique

Les trois facteurs étudiés lors de la présente thése appartiennent a trois systémes
relativement distincts de la physiologie humaine. L’apoC-III jouerait un réle dans le
métabolisme des triglycérides et sa fonction pourrait étre associée a la régulation du

métabolisme énergétique. La protéine C-réactive, malgré son rdle nébuleux, est une
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composante classique de la réponse inflammatoire. Les LDL et les HDL, quant a elles,
constituent les principaux véhicule du cholestérol intravasculaire et assurent I’homéostasie
cellulaire du cholestérol en servant a la fois de source de cholestérol en cas de manque
(principalement les LDL) et de mécanisme de vidange en cas d’excés (principalement les

HDL).

La disparité des roles physiologiques des facteurs étudiés met en évidence la complexité
des interrelations unissant les différentes composantes du syndrome métabolique. Les
principales conclusions des présents travaux montrent que le taux de production de 1’apoC-
[II, serait intimement lié a la proportion de LDL denses en circulation ; que le taux de
production de la CRP serait positivement associ¢ au degré d’adiposité et a la dyslipidémie
athérogene et inversement associé¢ aux concentrations plasmatiques d’adiponectine ; et
finalement que la triglycéridémie serait étroitement liée au comportement intravasculaire et

a la taille des différentes sous-classes de LDL.

Inévitablement, ’interrelation entre les multiples facettes du syndrome métabolique fait en
sorte qu’il est tentant de spéculer sur la hiérarchie de ses différentes composantes et sur la
présence d’une anomalie centrale qui constituerait la source de I’ensemble des désordres
physiologiques associés au syndrome métabolique. Le concept d’une anomalie centrale est
particulierement attrayant dans le contexte de la prévention et du traitement du syndrome
métabolique : le traitement de cette anomalie pourrait permettre le traitement du syndrome
dans son ensemble. Les présents travaux, tout comme la vaste majorité¢ de la littérature
scientifique se rapportant au syndrome métabolique, ne fournissent aucun indice quant a
I’existence d’une telle hiérarchie ou d’une telle composante physiologique centrale. Il
paraitrait plus prudent d’affirmer que le développement concomitant des désordres du
syndrome métabolique serait d{i a un ensemble de facteurs génétiques et environnementaux
(10, 179). Les facteurs génétiques, dont la plupart sont inconnus, définiraient la capacité de
stockage, de gestion ou d’oxydation des substrats énergétiques et détermineraient la
propension d’un individu & développer le syndrome métabolique. Les facteurs
environnementaux consisteraient principalement en la présence d’un apport énergétique
excédant ou nuisant a cette capacité de gestion énergétique et permettraient 1’expression,

plus ou moins sévére, des anomalies associées au syndrome.
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" Cette hypothése est en partie appuyée par ’ensemble des observations revues dans la
section 1 décrivant les connaissances actuelles de la pathophysiologie du syndrome
métabolique. Une balance énergétique positive chronique en condition de sédentarité
menerait éventuellement a une saturation des capacités de stockage du tissu adipeux et
éventuellement au stockage ectopique des graisses (55, 168). Le tissu adipeux hypertrophié,
métaboliquement handicapé, serait propice a I’infiltration de monocytes, ce qui favoriserait
la perte de sensibilité a ’insuline des adipocytes et contribuerait au développement d’un
état inflammatoire systémique (174). Le tissu adipeux résistant a I’insuline sécreterait
davantage d’acides gras libres en raison de la mauvaise régulation de I’activité des lipases
impliquées dans le relargage d’acides gras (148, 149). Au niveau du muscle squelettique, la
disponibilité accrue d’acides gras libres se traduirait par ’accumulation de lipides, la
réduction de la captation du glucose et la perte de sensibilité¢ a I’insuline (45, 168). Au
niveau du foie, les acides gras libres stimuleraient la néoglucogenése et la sécrétion
hépatique de triglycérides (151, 152). La diminution de I’oxydation musculaire du glucose
et la néoglucogenese hépatique soutenue contribueraient au maintien d’une glycémie élevée
et au déclin des cellules-B pancréatiques. La sécrétion accrue de triglycérides et le
ralentissement de leur catabolisme favoriseraient le développement de la plupart des
anomalies lipidiques associées au syndrome métabolique, soient I’effondrement des
concentrations de HDL, I’augmentation du nombre de lipoprotéines athérogénes circulantes
et la diminution de la taille des particules LDL (179, 518). Enfin, le développement de la
résistance a 1’insuline au niveau vasculaire et le métabolisme altéré des hormones au niveau
du tissu adipeux serait intimement relié a la détérioration de la fonction endothéliale et a

I’hypertension (213, 217).

Ce résumé extréme des désordres physiologiques associés au syndrome métabolique
souligne la toxicité potentielle d’un apport énergétique excessif chronique. En retour, la
gravité des répercussions physiologiques de cet exces chez un individu dépendrait de sa
capacité a faire face a un tel défi métabolique, capacité qui serait probablement définie par

un ensemble complexe de genes et de facteurs épigénétiques.

A la lumiére du consensus actuel, méme en absence d’une composante centrale au

syndrome métabolique, deux avenues de traitement ou de prévention peuvent €tre

164



imaginées. L’une viserait a augmenter la capacité de stockage et d’oxydation de
I’organisme. L’autre ciblerait le rétablissement de 1’équilibre entre ’apport et la dépense

énergétique.

La premiere option est principalement reliée aux efforts de la recherche pharmaceutique.
Ceux-ci ont jusqu’a maintenant réussi a produire quelques molécules bioactives capables de
masquer partiellement les effets déléteres de 1’apport énergétique excessif sur la santé
(statines, fibrates, metformine, thiazolidinediones, ezetimibe, etc). Bien que ces molécules
aient contribué largement a la diminution de la mortalité attribuable a la MCV et a la
prospérité des populations industrialisées (1, 2, 8), la surconsommation énergétique qu’ils
supportent indirectement rend cette alternative thérapeutique difficilement acceptable a
long terme. La consommation excessive qui caractérise les sociétés industrialisées a de
graves répercussions qui vont bien au-dela de la santé des populations et ce fait n’est que
trop peu souvent soulevé. Du point de vue écologique et environnemental, la dépendance
aux combustibles fossiles pour la transformation et le transport des denrées alimentaires,
I’agriculture intensive et 1’utilisation d’engrais chimiques, d’insecticides et de pesticides
pour I’optimisation des récoltes ne sont que quelques exemples d’éléments qui ont des
conséquences néfastes sur la qualité de 1’air et de 1’eau, sur la biodiversité des écosystemes,
sur la capacité de production primaire nette de la terre et, ultimement, sur la qualité de vie
des populations. Ainsi, dans le contexte actuel, les bénéfices apportés par la médication
sont largement contrebalancés par les problémes directement liés aux habitudes de

consommation des populations industrialisées.

La deuxiéme avenue de prévention et de traitement du syndrome métabolique, qui
consisterait a rétablir et & maintenir 1’équilibre entre I’apport et la dépense énergétique
implique davantage des changements au plan des habitudes de vie. A ce titre, les données
scientifiques s’accumulent quant au fait que la restriction calorique combinée a la pratique
d’activité physique serait équivalente, sinon supérieure a I’intervention pharmacologique en
ce qui a trait a la modulation globale des composantes du syndrome métabolique (237, 238,
253, 423). Le principal avantage des stratégies préventives ciblant la modification des

habitudes de vie réside cependant dans le fait qu’elles s’intégrent harmonieusement aux
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défis écologiques auxquels font face les populations industrialisées et en voie

d’industrialisation.

Evidemment, la modification & grande échelle des habitudes de consommation constitue un
défi de taille. La progression fulgurante de la prévalence du syndrome métabolique vient
cependant enfin démontrer de fagon tangible que nos habitudes de consommation sont non
seulement nocives pour ’environnement, mais sont aussi profondément néfastes pour la
santé. Les travaux qui composent la présente thése sont malheureusement bien loin de
proposer des moyens par lesquels les stratégies visant I’amélioration des habitudes de vie et
de consommation pourront €tre implantées au niveau de la population. Une chose est
cependant siire : I’appréciation de 1’étendue des bénéfices apportés par de tels changements,
autant au plan de la santé que de I’environnement, ne devrait pas nécessiter 1’obtention d’un

grade de PhD...
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