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RESUME

Le syndrome de résistance a ’insuline est associé & I’hypertension, a I’intolérance au glucose et a la
dyslipidémie. La présence de ces anomalies métaboliques chez un méme individu le rend trés a risque
de développer des maladies cardio-vasculaires. Dans ce travail, nous avons étudié un des mécanismes
par lequel la résistance a I'insuline méne a la dyslipidémie. L’anomalie du métabolisme des
lipoprotéines accompagnant ce syndrome est caractérisée par une augmentation des triglycérides
plasmatiques, par une diminution du cholestérol HDL et par la formation des particules LDL petites et
denses, triade reconnue pour son haut potentiel athérogénique. L’ hypertriglycéridémie observée dans la
résistance a I’insuline est favorisée par une augmentation de la production des lipoprotéines riches en
triglycérides par le foie mais pourrait également étre le résultat d’une diminution du catabolisme des
triglycérides. Cette derniére tiche est accomplie par ’enzyme lipoprotéine lipase (LPL). Des données
récentes suggérent que la LPL produite par le tissu adipeux pourrait faire défaut dans la résistance a
I’insuline lorsque des individus ont été évalués aprés une période de jeiine de 12 heures. Cependant, il
est important de savoir si cette anomalie se répéte en période postprandiale, un moment caractéris€ par
une demande accrue de I’action de la LPL. En effet, une diminution de ’activité de la LPL adipocytaire
dans cette période pourrait étre partiellement responsable de 1’augmentation des triglycérides
plasmatiques observée dans le syndrome de résistance & I’insuline. La problématique concernant
’activité de la LPL dans le tissu adipeux a été couverte dans le premier article de cette thése. Nous
avons recruté 26 volontaires en santé (12 femmes, 14 hommes), chez lesquels nous avons mesuré la
résistance a I’insuline par le test de suppression a I'insuline, les triglycérides plasmatiques, 1’activité, la
masse immunoréactive et les niveaux d’équilibre des ARNm de la LPL dans le tissu adipeux, et
I’activité de la LPL dans le plasma aprés une injection d’héparine. Puisque notre étude s’intéressait a la

période postprandiale, toutes les variables, hormis la résistance a I'insuline, ont été mesurées aprés un
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repas standard. Les résultats de cette étude confirment que le phénomene de résistance a I’insuline est
associé a une diminution de la LPL adipocytaire dans la période postprandiale. De plus, la diminution
de la LPL adipocytaire est significativement associée a une augmentation des triglycérides

plasmatiques.

Pour mieux connaitre I'impact de ces données, nous avons décidé de mener une étude comparative de
I’activité et de ’expression génétique de la LPL dans les tissus adipeux viscéral et sous-cutané
abdominal. Les participants de cette étude incluaient 20 volontaires subissant une intervention
chirurgicale abdominale pour des maladies non infectieuses. La justification de 1’étude repose sur deux
prémisses. En premier abord, le tissu adipeux sous-cutané abdominal a une haute activité de la LPL
autant chez les hommes que chez les femmes, suggérant que ’activité LPL dans la région abdominale
contribue de facon significative a I’activité LPL globale de tout I’organisme. De plus, le tissu adipeux
viscéral est probablement responsable de la présence de plusieurs facteurs de risque cardio-vasculaires.
Donc, les altérations éventuelles de la LPL dans le tissu adipeux sous-cutané abdominal auraient un
impact physiologique encore plus fort si elles reflétaient les événements produits dans le tissu adipeux
viscéral. Les données présentées dans ce deuxiéme article montrent que I’activité de la LPL dans la

graisse sous-cutanée est corrélée avec I’activité de la LPL dans la graisse viscérale.

En conclusion, nos travaux montrent que la résistance a I’insuline est associ€e a une diminution de la
LPL adipocytaire dans le tissu sous-cutané abdominal. Les résultats de notre deuxiéme article nous ont
permis de prévoir que cette diminution aurait un fort impact physiologique, car il y avait une
corrélation entre I’activité de I’enzyme dans les tissus sous-cutané abdominal et viscéral. En effet, notre
premier article montre que les altérations de la LPL adipocytaire obtenues par des biopsies de tissu

adipeux sous-cutané sont associées avec une augmentation des triglycérides plasmatiques. Ces résultats

I

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



suggérent que la diminution de la LPL adipocytaire dans la période postprandiale pourrait étre une

cause de I’hypertriglycéridémie retrouvée dans le syndrome de résistance a I’insuline.

III
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INTRODUCTION

La longévité et les taux de mortalité des populations occidentales ont connu des changements radicaux
au cours du XX° siécle. Tandis que le citoyen ne vivait en moyenne que 45 années au début du siécle,
la longévité peut actuellement dépasser 75 ans dans les pays les plus développés.' Dans ce contexte de
vieillissement de la population, les maladies cardio-vasculaires (MCV) sont devenues une cause
prépondérante de mortalité. Depuis le milieu du siécle, I’évolution du style de vie vers la sédentarité*?
et vers une diéte plus riche en graisses’” favorise le développement de I’athérosclérose et est

directement reli€e a une augmentation de 1’incidence des affections cardiaques.

L’identification des facteurs de risque pour les MCV a été réalisée lors d’une étude débutée en 1948
dans la ville de Framingham (Massachusetts) portant sur 5,209 hommes et femmes agés de 30 a 60
ans.® Les résultats de cette étude ont permis d’établir que le cholestérol élevé (cholestérol total et
cholestérol LDL), I’age (> 45 ans pour les hommes et > 55 ans pour les femmes), les niveaux bas de
cholestérol HDL, I’hypertension, le diabéte, le tabagisme et I’histoire familiale de MCV précoces sont
les facteurs de risque coronarien les plus importants.” Bien que I'obésité et le manque d’activité
physique ne soient pas inclus dans la liste précédente, ils sont aussi considérés des facteurs de risque
importants.” D’autres facteurs de risque tels que ’homocystéine, le fibrinogéne et la microalbuminurie
ont été identifiés ultérieurement. Toutefois, le lien physiopathologique entre ces éléments et
I’athérosclérose n’a pas été montré avec exactitude. Plusieurs de ces facteurs de risque comme le
diabéte ou I’intolérance au glucose, I’obésité viscérale, I’hypertension et la dyslipidémie se regroupent
souvent chez un méme individu. Le nom de «syndrome X»* a donc été proposé pour définir cette

association d’anomalies.® La caractéristique commune a tous ces éléments est une diminution de la
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captation du glucose par le muscle, phénoméne connu comme la résistance a I’insuline,” qui contribue
au développement de chacune des anomalies métaboliques du syndrome. Dans ce travail, nous avons
étudié la dyslipidémie, une facette importante de ce syndrome plurimétabolique. L’anomalie du
métabolisme des lipoprotéines accompagnant ce syndrome est caractérisée par une augmentation des
triglycérides plasmatiques qui, a son tour, contribue a la diminution du cholestérol HDL et a la
formation de particules LDL petites et denses, triade reconnue pour son haut potentiel
athérogénique.>'® L’ hypertriglycéridémie observée dans la résistance a ’insuline est favorisée par une
augmentation de la production des lipoprotéines riches en triglycérides par le foie mais pourrait
également étre le résultat d’une diminution du catabolisme des triglycérides. La dégradation des
lipoprotéines riches en triglycérides est effectuée, in vivo, par ’enzyme lipoprotéine lipase (LPL)
produite principalement par le muscle et par le tissu adipeux. Des données récentes suggérent que la
LPL produite par le tissu adipeux pourrait faire défaut dans le syndrome de résistance a P'insuline.!! En
effet, une diminution de I’activité de la LPL adipocytaire pourrait étre partiellement responsable de
I’augmentation des triglycérides plasmatiques observée dans le syndrome de résistance a ’insuline. Le
premier article de cette thése aura donc pour but d’évaluer la relation entre la résistance a I’insuline et

la LPL adipocytaire chez I’étre humain en période postprandial.

Le tissu adipeux, jadis relégué a un simple dép6t de graisses, est aujourd’hui reconnu comme étant un
organe actif: en effet, des hormones, des cytokines et des enzymes y sont produites, assurant ainsi une
multitude de fonctions importantes dans le métabolisme des lipides et glucides, entre autres.'”?
Cependant, le tissu adipeux est un organe hétérogéne car ses caractéristiques métaboliques varient

considérablement selon sa localisation. Par exemple, le tissu adipeux viscéral, comparé au tissu adipeux

a Le syndrome X est aussi appelé syndrome de résistance a I’ insuline, syndrome métabolique ou syndrome plurimétabolique.
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sous-cutané, produit plus d’inhibiteur de Pactivateur du plasminogéne-1(PAI-1),"> de 17g-
hydroxystéroide déshydrogénase de type 3,'* de protéine découplante 2 (UCP-2),'> mais moins de
leptine.'® 11 a également été montré comme étant plus susceptible 4 la lipolyse.'” Ces caractéristiques
particuliéres aux adipocytes intra-abdominaux sont vraisemblablement responsables de I’association
entre ’accumulation de graisse viscérale et le risque élevé de MCV.'*?' Cependant, en ce qui concerne
la LPL, le comportement du tissu adipeux viscéral comparé au tissu adipeux sous-cutané est peu connu.
Ainsi le deuxiéme article de cette thése, décrit une étude comparative de I’activité et de I’expression
génétique de I’enzyme dans les tissus adipeux viscéral et sous-cutané abdominal. Les données
présentées dans cet article nous permettront de savoir dans quelle mesure les résultats obtenus sur des

biopsies de tissu adipeux sous-cutané, pourront étre extrapolés aux dépdts de graisse viscérale.

Dans cette introduction, nous ferons en premier lieu un bref rappel sur quelques éléments
indispensables a la compréhension de nos objectifs et hypothéses. Nous aborderons tout d’abord le
phénomeéne de résistance a I'insuline. La section suivante portera sur le métabolisme des lipoprotéines
ainsi que sur les conséquences de la résistance a I’insuline sur les lipides plasmatiques. Dans cette
partie, nous souléverons également le rle d’un possible défaut d’action de la lipoprotéine lipase sur les
anomalies lipidiques du syndrome métabolique. Ensuite, nous consacrerons une section a la biologie et
la physiologie de la lipoprotéine lipase. La section suivante portera sur les relations entre résistance a
I’insuline et LPL. Finalement, nous ferons dans la derniére section une revue de la littérature portant
sur la comparaison entre la lipoprotéine lipase dans différents dépots de graisse, aboutissant alors aux

objectifs et hypothéses de la présente thése.

b Les termes résistance a I'insuline ¢t insulinorésistance, seront utilisés au long de cette thése comme synonymes alors que sensibilité a I'insuline y sera

utilisée comme antonyme.
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RESISTANCE A L’INSULINE

La résistance a I’insuline peut étre définie, d’une fagon générale, comme une diminution de I’action de
I’insuline sur ses tissus cibles. Chez I'individu non diabétique, la diminution de Iutilisation du glucose
par les tissus périphériques entraine une accumulation fugace du glucose dans le plasma, qui, a son
tour, entraine une production pancréatique accrue d’insuline. L’état de résistance a I’insuline est donc
accompagné d’une hyperinsulinémie compensatrice et les taux plasmatiques d’insuline a jeun sont
souvent utilisés comme marqueur du syndrome métabolique dans plusieurs études épidémiologiques.”*”
# Les conséquences néfastes du phénoméne de résistance a I'insuline peuvent étre attribuées soit au
défaut d’action de I’insuline, soit & I’hyperinsulinémie compensatrice. Dans ce dernier cas, les cellules

qui ne sont pas atteintes par la résistance a I’insuline peuvent souffrir de I’excés de I’insuline.

Bien que le mécanisme d’action intracellulaire de I’insuline ne soit pas encore complétement connu,
des progrés remarquables ont été faits dans les derniéres décades. L’insuline se lie a un récepteur
glycoprotéique hétérotétramérique transmembranaire composé de deux sous-unités a et deux sous-
unités B. Avec la liaison de I’hormone, certains résidus tyrosine du domaine cytoplasmique du
récepteur sont phosphorylés et activent le substrat du récepteur de I’insuline de type 1 (IRS-1). Une fois
phosphorylé, I'IRS-1 lie des protéines ayant des domaines SH2 (Src homology 2), dont la
phosphatidylinositol (PI) 3’-kinase, qui est impliquée dans la translocation des transporteurs de glucose
GLUT-4 2 la membrane cellulaire. Simultanément, I'IRS-1 phosphorylé lie la protéine d’ancrage GRB-
2 et peut ainsi activer la p21™ et la cascade des MAP-kinases. Les effets de I’insuline sur I’expression

génique pourraient se faire via cette voie de signalisation intracellulaire.® Voir Figure 1.
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Figure 1. Signalisation intracellulaire de I’insuline.

Adaptée de la publication de Shepherd et Kahn.?®
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Le défaut précis provoquant la résistance a I’insuline reste encore un mystére. La quantité et la capacité
de liaison du récepteur a I’insuline, ainsi que les niveaux protéiques et d’ARNm de GLUT-4 sont
normaux chez des individus insulinorésistants.?’ Par contre, la translocation de GLUT4 a la membrane
cellulaire semble étre défectueuse chez des individus obéses et diabétiques de type 2, deux groupes de
sujets insulinorésistants.?® Plusieurs éléments de la cascade de signalisation intracellulaire de I’insuline
ont été potentiellement impliqués dans cette anomalie. L’IRS-1 a été le premier élément étudié. En
effet, une diminution de la phosphorylation d’IRS-1 a été démontrée chez des individus
insulinorésistants.”**° Cependant et de fagon surprenante, I’invalidation du géne d’IRS-1 chez la souris
ne provoque qu’une faible résistance a I'insuline, suggérant ainsi que la diminution de cette protéine
n’est pas la seule responsable du défaut d’action de I’insuline.’’? Actuellement, on implique souvent la
diminution des niveaux de PI 3’-kinase dans le défaut de translocation des GLUT-4 a la membrane
plasmique. Toutefois, la diminution de cette protéine n’est pas suffisante pour expliquer tous les cas de
résistance a I’insuline.””° De fagon intéressante, des tyrosine phosphatases et un des substrats de la
protéine kinase C, la «phosphoprotein enriched in diabetes» (PED) sont surexprimés dans les états
d’insulinorésistance.®** Ces protéines intracellulaires inhibent la translocation des transporteurs de
glucose a la membrane; leur augmentation pourrait donc entrainer le défaut de captation du glucose.
Considérant toutes ces données, il est probable que le défaut responsable de la résistance a I’insuline

soit multifactoriel et que plus d’une protéine soit impliquée.

La résistance a I’insuline stricto sensu est définie comme une diminution de la captation du glucose par
le tissu musculaire. Cependant, lorsqu’un individu est résistant a P’insuline, tel que défini ci-haut, le
défaut d’action de Pinsuline s’avére un phénoméne plus généralisé, et touche également d’autres

organes clés du métabolisme intermédiaire, comme le tissu adipeux et le foie.*
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La résistance a I’insuline est un phénoméne commun dans la population. Dans une étude menée chez
100 hommes et femmes en santé, Reaven et al.* ont mesuré la résistance a I’insuline par la méthode
du clamp hyperinsulinique euglycémique. Lors de ce test, en faisant la médiane et les percentiles des
valeurs correspondant a la résistance a I'insuline, les auteurs se sont apercus que les individus
regroupés dans le premier quartile étaient aussi résistants a I’insuline que des individus diabétiques de
type 2. Iis sont donc parvenus a la conclusion que 25% des individus normaux non diabétiques

présentaient une résistance a I’insuline.

En outre, I'importance du syndrome métabolique découle non seulement de sa haute prévalence mais
aussi de son implication comme facteur de risque cardio-vasculaire. En effet, la résistance a I’insuline
est potentiellement responsable de plusieurs anomalies métaboliques menant a un risque cardio-

8183742 et diabétiques.”

vasculaire augmenté chez des individus non-diabétiques,
Dans les prochains paragraphes, nous aborderons les mécanismes par lesquels la résistance a ’insuline
meéne a une de ces anomalies métaboliques, la dyslipidémie. Les concepts discutés forment les bases de
I’hypothése du premier article de notre thése, selon laquelle la résistance a I'insuline serait responsable
d’une activité réduite de la LPL adipocytaire. La diminution du catabolisme des lipoprotéines riches en
triglycérides, conséquence d’une baisse d’activité de la LPL, provoquerait une augmentation des
triglycérides plasmatiques et ménerait ainsi a la génération d’un profil lipidique & haut potentiel

athérogénique.
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METABOLISME DES LIPOPROTEINES

Le métabolisme des lipoprotéines est complexe et plusieurs aspects de sa physiologie ne sont que
partiellement connus. Cette section est destinée a offrir un apergu de la physiologie des lipoprotéines &

jeun ou dans I’état postprandial.

La circulation des triglycérides (molécules hydrophobes) dans le plasma ne pourrait pas avoir lieu sans
la présence de transporteurs spécialisés, appelés lipoprotéines. Ces molécules complexes regroupent
des protéines (appelées apoprotéines) et des quantités variables de triglycérides, de phospholipides et
de cholestérol. La composition de ces particules méne & un complexe dont la surface extérieure est
polaire et I’intérieur est kydrophobe.* Les lipoprotéines s’étalent sur un continuum de taille et densité
mais peuvent étre classifiées selon un ordre croissant de densité, en chylomicrons, VLDL, IDL, LDL et

HDL. Les caractéristiques de chacune de ces lipoprotéines sont montrées dans le Tableau 1.
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Tableau 1. Caractéristiques des lipoprotéines plasmatiques.

Diamétre Densité Apoprotéines* Lipides (%)
(nm) (g/dL) pop TG _ Cholestérol _ PL

Apo Al, apo All, apo AIV, ape

Chylomicrons |  75-1200 0.95 B48, apo Cl, apo ClI, apo CIII, 80-95 2-7 3-9
apoE
Apo B100, apo CI, apo CI1, a

VLDL 30-80 0.95-1.006 po po CL apo po 55-80 5-15 10-20
CIIl, apo E
Apo B100, apo Cl, apo CII, a

IDL 25-35 1.006-1.019 po po €, 2po po 20-50 20-40 15-25
CIll,apo E

LDL 18-25 1.019-1.063 | Apo B100 5-15 40-50 20-25
Apo AL apo All, apo AlV, apo

HDL 5-12 1.063-1.21 | B48, apo CL, apo CII, 5-10 15-25 20-30
apo CIIL, apo E

Adapté de la publication de Ginsberg.*
*L.’apoprotéine dominante de chaque lipoprotéine est signalée en gras.

TG: triglycérides; PL: phospholipides.

Le métabolisme des lipoprotéines est résumé dans la Figure 2. Aprés une période de jeline de 8 a 12
heures, la majorité des triglycérides circulant dans le plasma sont transportés par les particules VLDL.
Ces particules sont formées dans le foie, a partir de 1’assemblage de 1’apoprotéine B100 avec des
phospholipides, du cholestérol et des triglycérides. Une fois reldchées dans la circulation, les particules
VLDL acquiérent des apoprotéines provenant des particules HDL.** L’acquisition de 1’apo CII est
particuliérement importante car cette apoprotéine est un cofacteur essentiel pour I’activité de la LPL,*
I’enzyme responsable de la dégradation des particules VLDL. A mesure que les lipoprotéines avancent
dans la circulation et atteignent les capillaires, elles peuvent se lier a la LPL qui se trouve accrochée

aux cellules endothéliales par liaisons non covalentes avec des glycosaminoglycans.*® En effet,

9
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I’enzyme est produite par les cellules parenchymateuses de plusieurs organes dont les plus importants

sont le ceeur, le muscle strié et le tissu adipeux,*’*®

mais migre vers la lumiére capillaire ou elle agit sur
les triglycérides circulant avec les lipoprotéines plasmatiques. L’ingestion d’un repas, et surtout sa
composition, déterminent la proportion de LPL active dans les lits capillaires de ces tissus et par le fait
méme, le destin des particules VLDL. Ainsi, a I’état de jetine, ’activité de la LPL est forte dans les
tissus cardiaque et musculaire et faible dans le tissu adipeux.*” En revanche, aprés la prise d’un repas,
spécialement s’il est riche en glucides, I’activité de la LPL dans le tissu adipeux augmente alors que
dans le tissu musculaire elle atteint son nadir.*” La modulation nutritionnelle de la LPL permet la
distribution adéquate des ressources énergétiques aux différents tissus. Ainsi, 4 I’état de jelne, P’action
de la LPL envers les lipoprotéines plasmatiques approvisionne le tissu musculaire en acides gras qui
sont utilisés comme principal substrat énergétique. En revanche, a I’état postprandial, le muscle utilise

plutot le glucose pour combler ses besoins. Les acides gras, toujours dérivés de la dégradation des

lipoprotéines par la LPL, sont alors emmagasinés dans le tissu adipeux.

Quelque soit le site de la réaction enzymatique, les particules VLDL changent de conformation suite &
la dégradation de leurs triglycérides, et échangent a nouveau des apoprotéines avec les particules HDL.
Notamment, elles regoivent de I’apo CIII et perdent de P’apo CII, changement qui provoque la
diminution de ’affinité des ces particules pour la LPL, ralentissant ainsi la dégradation de leurs

triglycérides.*

10
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Figure 2. Métabolisme des lipoprotéines.
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La délipidation des particules VLDL par la LPL peut donner naissance a deux types de lipoprotéines:
les particules VLDL résiduelles (ou IDL) et les particules LDL. A ce sujet, une hypothése actuelle
suggére que la quantité des triglycérides contenue dans les particules VLDL détermine leur sort: celles
peu riches en triglycérides et donc plus petites, seraient transformées directement en particules LDL,
alors que les particules VLDL enrichies en triglycérides seraient transformées en particules VLDL
résiduelles.”® Les particules résiduelles, a leur tour, peuvent étre captés directement par le foie ou subir
une autre séance de délipidation pour donner naissance aux particules LDL.*’ Les caractéristiques des
particules LDL varient selon leur origine (particules VLDL ayant un contenu élevé ou faible en
triglycérides), et ces différences ont des implications physiopathologiques capitales. Tout d’abord, les
particules LDL issues de la délipidation des petites particules VLDL sont captées par leur récepteur et
catabolisées de maniére expéditive, disparaissant ainsi rapidement de la circulation.’® En revanche, les
particules LDL générées par la délipidation des particules VLDL enrichies en triglycérides subissent
des modifications structurales qui nuisent a la liaison sur leur récepteur et a leur catabolisme.’! De plus,
ces particules sont des meilleurs substrats pour I’enzyme lipase hépatique,”® qui les départit de leurs
triglycérides, les rendant ainsi plus petites et denses. Ces changements opérés sur les particules LDL les
rendent ainsi plus sujettes a ’oxydation, une modification connue pour déclencher une pléiade
d’événements menant a 1’athérosclérose.’ Pour toutes ces raisons, les particules LDL petites et denses

sont considérées comme un important facteur de risque cardio-vasculaire.

Dans les paragraphes précédents, nous avons expliqué que les particules VLDL ne sont pas homogénes
pour leur taille et leur contenu en triglycérides. Comment alors le contenu des triglycérides des
particules VLDL peut-il varier? De prime abord, le foie peut synthétiser des particules VLDL plus ou
moins enrichies en triglycérides, dépendamment de la disponibilité des substrats. Deuxiémement, leur

contenu en triglycérides est soumis & I’action de la LPL: une dégradation inefficace des triglycérides

12
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par I’enzyme contraint la lipoprotéine & demeurer volumineuse et peu délipidée. Une déficience
absolue ou relative en insuline conduit 4 un enrichissement en triglycérides des particules VLDL non
seulement par une augmentation de leur production hépatique mais vraisemblablement aussi par une

diminution de leur catabolisme périphérique par la LPL adipocytaire.

Bien que souvent mal considérées, les particules LDL ont I’important rdle physiologique de livrer le
cholestérol aux tissus périphériques. Le cholestérol des cellules périphériques peut aussi étre capté par
des particules HDL, qui le raménent au foie, un processus appelé «transport inverse» du cholestérol.
Les particules HDL sont formées principalement dans le foie. Une petite partic peut également étre
produite dans D’intestin. Leur composition est également influencée par le réarrangement des
phospholipides et des apoprotéines issus de la délipidation des particules riches en triglycérides. Dans
leur forme native, les particules HDL ont une forme discoide mais deviennent plus rondes 4 mesure
qu’elles acquiérent du cholestérol. Au cours de leur périple dans le sang, ces lipoprotéines (appelées
alors HDL3) captent I’excés de cholestérol libre présent dans les cellules périphériques, comme la paroi
artérielle. Ce processus est dépendant d’une protéine récemment découverte, la «cholestérol efflux
regulatory proteiny ou CERP.>*** Une autre protéine, la lécithine cholestérol acyltransférase (LCAT)
estérifie le cholestérol libre présent a la surface de la lipoprotéine induisant une relocalisation de ce
demier vers P’intérieur. Ce processus augmente la taille de ces particules, alors appelées HDL,. Sous
I’action combinée du récepteur SR-BI, qui 6te leur cholestérol,*** et de la lipase hépatique, qui en
hydrolyse les triglycérides, les particules HDL, délivrent leur contenu au foie et deviennent des
particules HDL;. Une fois vidées de leur contenu, les particules HDL; sont prétes a retourner chercher

du cholestérol dans les tissus périphériques.
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La composition des particules HDL est également influencée par celle des particules riches en
triglycérides. En effet, le cholestérol estérifié des particules HDL peut étre transféré aux particules
riches en triglycérides via I’action de la protéine de transfert du cholestérol estérifié (CETP).*® Ce
transfert est proportionnel au contenu en triglycérides des particules résiduelles. Autrement dit, plus les
particules résiduelles sont riches en triglycérides, plus le transfert des triglycérides aux particules HDL
par la CETP est efficace. Les HDL enrichies en triglycérides deviennent de meilleurs substrats pour la
lipase hépatique et, par un mécanisme encore mal connu, sont catabolisées plus rapidement.® Ce
phénomene explique la diminution du taux plasmatique du cholestérol HDL retrouvé dans les

conditions associées a I’hypertriglycéridémie, comme la résistance a I’insuline.

L’autre conséquence du transfert exagéré des triglycérides vers les particules HDL est I’enrichissement
des particules VLDL résiduelles en cholestérol estérifié. En effet, sous I’action de la CETP, chaque
molécule de triglycéride passant des particules VLDL résiduelles vers les particules HDL est
accompagnée du transfert d’une molécule de cholestérol estérifié dans le sens inverse. Une hypothése
attirante soulevée par Zilversmit suggere que les lipoprotéines résiduelles peuvent déposer leur
cholestérol dans la plaque d’athérosclérose.®™®' Néanmoins, cette idée n’est pas acceptée

universellement.

En résumé, 'enrichissement des particules VLDL en triglycérides méne a la formation d’une sorte de
particules LDL petites et denses, a la diminution du cholestérol HDL et 4 I’enrichissement des
particules résiduelles en cholestérol, des anomalies potentiellement athérogéniques. Dans les prochains
paragraphes, nous expliquerons comment la résistance a I’insuline peut donner naissance a des
particules VLDL riches en triglycérides ainsi qu’a d’autres anomalies du métabolisme des

lipoprotéines.
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IMPORTANCE DE LA PERIODE POSTPRANDIAL

L’ingestion d’un repas bouleverse le métabolisme des lipoprotéines. Les triglycérides alimentaires sont
assemblés a I’apo B48, au cholestérol et aux phospholipides dans la paroi intestinale pour former des
chylomicrons, des lipoprotéines les plus volumineuses. Les chylomicrons pénétrent dans le sang via les
canaux lymphatiques et, aprés captation de 1’apo CII provenant des HDL, sont dégradés par la LPL. La
taille des chylomicrons, trés importante comparée a celle des VLDL, leur confére une plus grande
affinité de liaison 4 la LPL.%? Les particules VLDL doivent alors partager avec les chylomicrons la
méme voie catabolique, tout an ayant une moins bonne capacité de liaison a la LPL. Elles se trouvent
donc enrichies en triglycérides, ce qui a pour conséquence une augmentation de leur taille et de leur
demi-vie. En effet, la demi-vie des particules VLDL est de 264 minutes, alors qu’elle n’est que de 4-5
minutes pour les chylomicrons (une différence de presque 60 fois).®> Comme expliqué au paragraphe
précédent, ces changements provoquent un enrichissement en cholestérol estérifié des particules VLDL
et de particules chylomicrons résiduelles, ainsi que I’enrichissement en triglycérides des particules
HDL et LDL. SiI’on tient compte de I'effet délétére de ces modifications, on peut considérer la période
postprandiale comme potentiellement propice au développement de 1’athérosclérose. Cependant, chez
une personne normale, la prise d’un repas ne constitue pas un probléme car: 1) la production des VLDL
est diminuée dans I’état postprandial et, 2) le catabolisme des triglycérides est adéquat, puisque la LPL
adipocytaire augmente sous influence de I'insuline pour combler ’arrivée accrue de triglycérides en

circulation.

Par contre, un probléme se pose lorsque I'un des ces deux phénoménes ne fonctionne pas
adéquatement. Cecli est le cas chez les personnes résistantes a I’insuline. Bien que quelques études
suggérent que I’hyperinsulinémie chronique stimule la production de particules VLDL par le foie
(révisé par Lewis et Steiner®), des données plus récentes montrent que la synthése et la sécrétion

15
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hépatique des particules VLDL sont diminuées par I’insuline, et augmentées dans les cas de résistance
a I’insuline.®*®° Cet effet est la conséquence d’une inhibition imparfaite de la lipolyse par I’insuline, ce
qui provoque une augmentation de la disponibilité des acides gras pour la formation de ces
lipoprote’:ines.65 " De plus, des études récentes menées sur un modéle animal de résistance a I’insuline,
le hamster nourri au fructose,’® ont permis de montrer que I’insuline inhibe directement la sécrétion des
particules VLDL.5%¢ En effet, ces animaux démontraient une production accrue d’apo B100 in vivo
ainsi qu’une sécrétion augmentée des particules VLDL in vitro. Cette derniére est due a une
augmentation de la disponibilité de triglycérides, de la production d’ape B100 et de la quantité de
protéine microsomale de transfert des triglycérides, une enzyme importante pour I’assemblage des

particules VLDL.* Les études chez ’homme corroborent ces résultats. Malmstrom et al.®’

ont montré
que I’hyperinsulinémie inhibe sélectivement la sécrétion de la fraction VLDL,, les particules les plus
volumineuses et les plus riches en triglycérides, et que cet effet est absent dans la résistance a
I'insuline.®® Lewis et Steiner® ont démontré que I’hyperinsulinémie aigué inhibe la production de

VLDL apo B chez des sujets normaux mais pas chez les obéses, un groupe d’individus connus pour

présenter une résistance a I’insuline.

Considérant toutes ces données, la résistance a I'insuline est associée a une augmentation de la
production hépatique des grosses particules VLDL enrichies en triglycérides, résultant en un taux élevé
de ces lipides dans le plasma. Cependant, en plus d’une anomalie de production, I’hypertryglicéridémie
pourrait également étre la conséquence d’une diminution du catabolisme des lipoprotéines riches en
triglycérides, en raison d’un défaut de I’action de I’'insuline sur la LPL adipocytaire. Pour les raisons
expliquées plus haut, une éventuelle diminution de la LPL serait encore plus nocive aprés un repas,
période au cours de laquelle I’activité de I’enzyme devrait augmenter pour hydrolyser I’excés de lipides

originaires de I’alimentation.
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En ce qui concerne le risque de maladies cardio-vasculaires, le caractére athérogéne des lipoprotéines
riches en triglycérides a longtemps suscité la controverse. Les taux élevés de triglycérides étaient
associ€és avec les maladies coronariennes lors des analyses univariées mais lorsque ajustées pour
d’autres variables comme la concentration de cholestérol HDL et de cholestérol LDL, cette association
disparaissait. Ce manque d’association est partiellement expliqué par une plus grande variabilité dans la
mesure des triglycérides comparativement au cholestérol HDL." Une méta-analyse récente a mis fin a
cette controverse en montrant qu’une concentration élevée de triglycérides plasmatiques est un facteur

de risque cardio-vasculaire indépendant.”

L’hypothése selon laquelle la dyslipidémie postprandiale pourrait étre plus néfaste que celle & jeun
n’est pas nouvelle. Zilversmit a proposé en 1979 que la dyslipidémie postprandiale avait un role causal
dans P’athérosclérose.®® Cette hypothése gagne de plus en plus de force considérant les résultats
d’études épidémiologiques récentes qui montrent une association entre les triglycérides postprandiaux
et les maladies cardio-vasculaires.””” Cependant, aucune étude prospective n’est disponible jusqu’a
maintenant et la preuve définitive de cette relation n’a pas encore été faite. Une excellente revue de ces

études a été publiée récemment,”’ et nous y référons le lecteur pour révision détailiée du sujet.

Pour résumer la situation, la résistance a I’insuline est associée avec une augmentation des triglycérides
plasmatiques, qui provoque une diminution du cholestérol HDL et une hausse des particules LDL
petites et denses. L hypertriglycéridémie est causée par une augmentation hépatique des VLDL mais il
n’est pas exclu qu’une diminution de la LPL puisse également jouer un rdle. Dans la section suivante,

nous aborderons quelques concepts ayant trait a la biologie et & la physiologie de la LPL. Ces
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informations nous permettront de comprendre les mécanismes affectés lors d’un éventuel défaut de

P’enzyme dans le syndrome de résistance a I’insuline.
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LIPOPROTEINE LIPASE

En 1943, Hahn'® décrivait que le plasma des animaux recevant une diéte riche en gras devenait clair
lorsqu’on leur administrait de I’héparine par voie intraveineuse. Quelques années plus tard, Anderson
et Fawcett” démontrérent que la turbidité du plasma hyperlipidémique ne diminuait pas lors de
I’addition d’héparine in vitro. Toutefois, il devenait clair si I’on y ajoutait du plasma provenant d’un
animal & qui on avait injecté I’héparine préalablement. Ces études suggéraient que I’héparine
provoquait la relache d’un facteur in vivo responsable de la solubilisation des chylomicrons
alimentaires dans le plasma. Ce «clearing factor» ou facteur clarifiant, s’est avéré étre une enzyme que
I’on a appelée lipoprotéine lipase, puisque son action sur les chylomicrons dépendait de la présence
de lipoprotéines de haute densité.®' L’explication du phénoméne d’éclaircissement du plasma,
auyjourd’hui bien connue, repose sur la reliche, dans la circulation, de la LPL attachée aux
glycosaminoglycans de la cellule endothéliale par I’héparine. Ainsi relichée dans le plasma, la LPL
hydrolyse les triglycérides des chylomicrons; les acides gras générés par la réaction forment un
complexe soluble avec I’albumine et le plasma prend alors un aspect limpide. Les progrés dans le
domaine de la biologie moléculaire nous ont permis de connaitre les détails sur la biologie et la
physiologie de I’enzyme LPL, son mécanisme d’action, son processus de production et ses modulateurs

physiologiques. Cette section est destinée a réviser briévement ces concepts.

19

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



BIOLOGIE

Le geéne de la LPL est localisé dans le chromosome 8 (8p22), comprend 10 exons et 9 introns et
s’étend sur une longueur de 30 kilobases (kb).*® La transcription du géne donne naissance, chez
I’humain, a2 deux ARNm de 3,2 et 3,6 kb respectivement, chacun étant le résultat d’un choix entre deux
signaux de polyadénylation de la région 3° non traduite du géne de la LPL. Une étude a montré que la
forme prédominante est ’ARNm de 3.6 kb, qui serait par ailleurs traduite avec plus d’efficacité.®’ La
traduction de ’ARNm de la LPL génére une protéine mature de 448 acides aminés et de poids
moléculaire de 50 kDa. L’activité enzymatique de la LPL est dépendante de sa glycosylation.®*%
Comme la portion glycosylée correspond a 8 & 12% du poids de la protéine, son poids moléculaire final

est de 55 kDa.

La structure primaire de la LPL humaine est représentée a la Figure 3. Le domaine N terminal s’étend
des acides aminés 1 a 312 et posséde plusieurs sites importants pour la fonction de I’enzyme. Parmi eux
se trouve la triade catalytique composée des acides aminés Ser 132, Asp 156 et His 241. Le clapet, une
structure en forme de boucle, couvre le site catalytique de I’enzyme et s’étend des acides aminés Cys
216 a Cys 239. Dans la région N-terminale se trouvent aussi les acides aminés Lys 147 et Lys 148 qui
constituent le site de liaison de 1’apo CIL % le cofacteur essentiel 4 I’activité enzymatique. Les deux
sites de glycosylation de la LPL sont situés au niveau des acides aminés Asp 43 et Asp 359. Cependant,
il semble que seul le site du domaine N-terminal (Asp 43) soit essentiel & 1activité catalytique.®* Sont
également indiqués dans la figure les deux acides aminés les plus fréquemment touchés par des
mutations dans la population québécoise.’” Le domaine C-terminal est composé des acides aminés 313
a 448. Dans cette région se trouve le site de liaison de I’enzyme aux lipoprotéines, qui est situé entre les
acides aminées 392 et 448. Le domaine C-terminal de 1’enzyme est important aussi pour I’interaction

des lipoprotéines résiduelles avec les récepteurs des particules LDL® et le récepteur o, M/LRP.*
20
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Figure 3. Structure primaire de la lipoprotéine lipase humaine.
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lipoprotéines.

Les acides aminés impliqués dans Ia liaison de I’héparine sont éparpillés sur la molécule de LPL? et
sont mieux visualisés sur la structure tertiaire de la LPL (Erreur! Source du renvoi introuvable.).
Cette figure illustre également les interactions entre les différentes unités fonctionnelles de ’enzyme.
Le site catalytique est caché par le clapet. Cette structure est essentielle pour I’interaction de ’enzyme
avec les lipoprotéines™ et détermine la spécificité de la LPL envers ses substrats.”’ Le clapet est une
structure formée d’hélices amphiphiliques. Cette caractéristique lui permet d’avoir une face
hydrophobe en contact avec la «poche catalytique» de Penzyme, et une face hydrophile plus externe.”
Lors de la liaison du domaine C-terminal de I’enzyme aux lipoprotéines, le clapet subit un changement
de conformation et expose sa face hydrophobe, mettant en contact les acides aminés de la triade
catalytique avec les triglycérides de la lipoprotéine. Il est possible que I’apo CII, dont le site de liaison

se trouve proche du clapet, stabilise cette interaction.”®

21

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.




Figure 4. Structure tertiaire de la lipoprotéine lipase

I P hamamne

Sttes de hason de
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Les structures montrées sont déduites par analogie a la structure de la lipase pancréatique humaine. La
localisation approximative de quelques acides aminées est montrée en rouge. Adaptée de la publication
de Chang et al.*
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Figure 5. Le role de Pinsuline dans la production, sécrétion et migration de la lipoprotéine

lipase vers le compartiment endothélial.
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Les étapes menant & la production de la LPL sont de plus en plus connues. La glycosylation de la
protéine est une étape essentielle pour ’activité de ’enzyme vraisemblablement parce que ce processus
permet le repliement et la dimérisation.”® La glycosylation est initiée pendant la traduction de I' ARNm,
la protéine recevant initialement un block d’oligosaccharides, constitués de Glc;-Mang(GlcNAc),. Par
la suite, des enzymes spécifiques dtent successivement des résidus de glucose et de mannose a mesure
que la protéine circule i travers le réticulum endoplasmique et Iappareil de Golgi.”’ L’étape
particulicrement critique pour I’activité de la LPL est la suppression des résidus de glucose de Ia
molécule vierge, accomplie par les glucosidases I et I1.%% Une fois sortie de I’appareil de Golgi, la LPL
peut étre empaquetée dans des vésicules de sécrétion ou acheminée vers la dégradation par des
lysosomes. La dégradation est, d’ailleurs, le principal destin de la LPL intracellulaire: sous des
conditions basales, 80% de 1’enzyme est dégradée par le lysosome. Ce trés haut taux de dégradation
peut étre réduit sous I’action de 1’héparine.>* Cependant, cette stimulation pharmacologique n’explique
pas comment la LPL est sécrétée in vivo. Un réle de I'insuline comme sécrétagogue de la LPL a été
suggéré par une étude récente, dans laquelle il est démontré que ’hormone est responsable de la
sécrétion d’une substance par la cellule endothéliale qui stimulerait la reliche de ’enzyme dans le

milieu de culture.”

Une fois sécrétée, la LPL reste accrochée a la face extérieure de la membrane de la cellule productrice
par des glycosaminoglycans de type sulfates d’héparan. En fait, la LPL peut étre co-synthétisée et co-
sécrétée avec les sulfates d’héparan.”® Des évidences supportant cette hypothése découlent du fait que
le traitement avec le chlorate (une substance qui inhibe la sulfation des sulfates d’héparan et donc leur
liaison avec la LPL) inhibe le transport intracellulaire, la sécrétion et 1’activation de la LPL dans les
cellules 3T3-L1.%® Les sulfates d’héparan peuvent étre attachés a la cellule soit directement, soit via

des molécules de glycosyl phosphatidylinositol”” La phospholipase C spécifique du
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phosphatidylinositol reldche des complexes glycosyl phophatidylinolitol-sulfate d’héparan-LPL de la
cellule, qui peuvent se déplacer vers le site fonctionnel de I’enzyme dans I’endothélium et ce processus
peut étre contrdlé par I’insuline.’®*® Alternativement, environ 25% de la LPL accrochée 4 la membrane
plasmique est internalisée et dégradée. Le LRP est vraisemblablement impliqué dans ce processus
puisque la dégradation de la LPL est inhibée par la protéine RAP (receptor associated protein), un
ligand connu du récepteur en question.'® La translocation de la LPL & travers I’interstitium vers
I’endothélium est trés peu connue mais la LPL pourrait migrer de la cellule productrice vers la cellule

endothéliale par un pont formé de sulfates d’héparan.”

Rendue a la surface endothéliale, la LPL peut exercer son action sur les particules VLDL et les
chylomicrons, laquelle consiste principalement en I’hydrolyse de leurs triglycérides, bien que I’enzyme
ait aussi une faible action sur les phospholipides. Ces deux lipoprotéines riches en triglycérides
possédent a leur surface I’apo CII, cofacteur essentiel a la fonction de la LPL. L’enzyme hydrolyse les
acides gras aux positions 1 et 3 de la molécule de triglycéride, produisant ainsi des acides gras libres et
du 2’ monoacylglycérol. Ce dernier sera transformé subséquemment en glycérol et reliché dans la
circulation alors que les acides gras seront absorbés par les tissus sous-jacents. Dans le cas du tissu
adipeux, les acides gras pénétrent dans I’adipocyte et sont estérifiés au glycérol provenant de la
glycolyse. Les acides gras non absorbés par la cellule sont liés a 1’albumine mais leur excés déplace la
LPL de son site fonctionnel a la surface endothéliale et arréte la réaction enzymatique.'” De plus,
PPexcés d’acides gras inhibe complétement la sécrétion des molécules LPL actives par I’adipocyte.'®
Ce mécanisme fonctionne comme un rétro-contrdle puisqu’il empéche une hydrolyse des triglycérides

au-dela des besoins physiologiques.
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Une fois déplacée de son site fonctionnel, la LPL circule dans le plasma, accrochée a des lipoprotéines
partiellement hydrolysées et sera finalement captée et dégradée par le foie. Alternativement, la LPL
accrochée aux capillaires peut étre dégradée par la cellule endothéliale.'® Cependant, ce processus
n’est pas aussi efficace que la dégradation par I’adipocyte puisqu’une grande partie de la LPL est

recyclée et retourne 2 la surface de la cellule endothéliale.'®

Dans des conditions normales, I'entrée d’acides gras dans le tissu adipeux et I’accumulation de
triglycérides qui s’ensuit est dépendante de I’action de la LPL, la synthése de novo des triglycérides a
partir du glucose étant trés minime. Cependant, les sujets avec hypertriglycéridémie primaire, dont
Pactivité de la LPL est absente, ne sont pas nécessairement maigres. Ceci indique qu’il existe des
mécanismes physiologiques compensatoires qui maintiennent I’accumulation des triglycérides dans les

adipocytes.

La délipidation des lipoprotéines riches en triglycérides se fait vraisemblablement d’une fagon
progressive. On pourrait imaginer un scénario dans lequel un chylomicron s’accroche a un complexe
sulfate d’héparan-LPL a la surface endothéliale et subit une séance de délipidation. Ensuite, il se
détacherait et rencontrerait d’autres molécules de LPL pendant son parcours dans le capillaire et
subirait une autre séance de délipidation jusqu’au point ou les changements de conformation de la
lipoprotéine, incluant I’enrichissement en apo CIII, défendrait a la LPL I’accés & ses triglycérides. La
molécule modifiée, par définition une particule résiduelle, serait captée par le récepteur aux particules
LDL ou par le 2M/LRP du foie. En plus d’inhiber I’action de la LPL, I’apo CIII nuit a la captation des

particules résiduelles dépendantes de I’apo E par le foie.'®
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L’effet de I’hydrolyse des triglycérides des particules VLDL et chylomicrons est donc double: D’une
part, les acides gras produits peuvent étre captés par le tissu sous-jacent, soit pour I’entreposage comme
dans le cas du tissu adipeux, soit pour I'oxydation comme dans le muscle strié et cardiaque. D’autre
part, il y a une modification des lipoprotéines riches en triglycérides. L’efficacité de cette réaction et la
quantité des triglycérides restant dans la lipoprotéine aprés I’action de la LPL détermineront les

changements subséquents que subiront les lipoprotéines riches en triglycérides.

MODULATION

Parmi les modulateurs physiologiques de la LPL adipocytaire, on trouve des hormones et des
cytokines. Ces facteurs agissent par des mécanismes autant transcriptionnels que post-transcriptionnels.
Une liste de ces agents et leurs mécanismes de modulation sont montrés dans le Tableau 2. La plupart
d’entre eux ont été étudiés chez le rongeur ou in vifro mais peu d’études ont malheureusement été
menées chez I’humain. Le rdle spécifique du repas et de I’insuline sera discuté dans une autre section.

Pour une révision plus approfondie du sujet voir la publication de Enerbick et Gimble.*®
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Tableau 2. Modulateurs physiologiques de la lipoprotéine lipase.

Chez I'humain Chez le rongeur
| Agent Effet Meécanisme Effet Mécanisme
Modulation nutritionneile }
Jeiine i PT l T, PT
Repas 1 PT i PT
Riche en glucides 1 PT T1 PT
Riche en gras 1 PT 1 PT
Hormones
Cortisol - - (Al T/?
Insuline t P 1 PT
Hormone de croissance - - 1 T,PT
Prolactine - - 1 ?
T, 5 - - l PT
Agonistes B-adrénergiques - - l PT
Estrogéne - - l ?
Progesterone - - 1 T
Cytokines
TNF i ? l T,PT
IL-1 - - 1 PT
IL-6 - - i ?
IL-11 - - ! ?
IFN-y - - ! ?
LIF - - il ?
TGF-8 - - ! ?
PGF,, - - l ?
Autres
Acide rétinoique - - l PT

Adapté de Enerbick et Gimble.*® PT = Post-transcriptionnel; T = Transcriptionnel; 1 = Augmente; | =

diminue; - N’a pas été évalué ; ? mécanisme inconnu.

AUTRES ROLES PHYSIOLOGIQUES ET PATHOPHYSIOLOGIQUES
Role dans la captation des lipoprotéines

L’hydrolyse des triglycérides des particules VLDL et chylomicrons par la LPL facilite leur dégradation
subséquente par le foie. La LPL accrochée aux particules résiduelles peut aussi agir directement
comme intermédiaire entre le complexe lipoprotéine-sulfate d’héparan et le récepteur a;MR/LRP,
contribuant ainsi & leur captation et dégradation.'®'% La captation de ce complexe favorise également

la dégradation de I’enzyme. Le site de liaison de la LPL 2 la sous-unité o du récepteur a,MR/LRP est
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localisé dans son domaine C-terminal.'””'%” Cette liaison est indépendante de I’activité catalytique de
Penzyme puisqu’elle est de magnitude semblable a la LPL sous sa forme monomérique ou
dimérique,'®”'" alors qu’il est bien connu que la dimérisation est essentielle pour ’hydrolyse des
lipoprotéines riches en triglycérides par la LPL.''® En plus, des formes chimériques de la LPL
dépourvues de leur portion N-terminale, et donc du domaine catalytique, sont capables de se lier au
récepteur 0,MR/LRP aussi bien que I’enzyme intacte.'®” Le site exact de liaison de la LPL au récepteur
a;MR/LRP n’est pas connu mais la mutation échangeant une lysine dans la position 407 contre une
alanine cause un affaiblissement de la liaison de dix fois, démontrant que cet acide aminé est
particuliérement important pour I’interaction adéquate entre I’enzyme et le récepteur.'”’ Chaque
monomeére de LPL est capable de se lier séparément aux lipoprotéines ou au récepteur a,MR/LRP.
Cependant, seule la forme dimérique est capable de lier concomitamment le récepteur a;MR/LRP et la
lipoprotéine.'®'® Ce fait s’expliquerait par la superposition des sites de liaison de la lipoprotéine et du

récepteur a;MR/LRP dans le domaine C-terminal de la LPL.'%

Athérosclérose

La LPL pourrait également avoir un rdle dans I’athérosclérose en remodelant localement les

lipoprotéines, en augmentant leur affinité pour certaines composantes de la paroi vasculaire®"'!!

ou
méme en augmentant la perméabilité de endothélium a certaines macromolécules.''? Ce role est aussi
renforcé par des données épidémiologiques récentes qui montrent que l’activité de la LPL dans le

plasma post-héparine est diminuée chez des patients atteints de coronaropathie.' 13
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REVUE DE LITTERATURE

Aprés cette révision sur la résistance 4 I'insuline, le métabolisme des lipoprotéines et la physiologie de
la LPL, nous sommes préts a aborder les travaux qui portent spécifiquement sur la modulation de la
lipoprotéine lipase adipocytaire par I’insuline et I’effet de la résistance 4 I’insuline. Pour ce faire nous
aborderons cing situations différentes pouvant modifier la LPL: 1) la prise d’un repas; 2) le diabéte; 3)
I’effet de I'insuline; 4) Pobésité 5) la résistance a Pinsuline. La sixiéme section abordera les études
portant sur les caractéristiques distinctes des divers dépdts de tissu adipeux. L’objectif de cette révision

est de forger les bases qui soutiendront nos hypothéses de travail.

MODULATION NUTRITIONNELLE

Les premiéres données suggérant un role important de I'insuline dans la modulation de la LPL

adipocytaire découlent des études qui ont mesuré I’activité enzymatique aprés différentes interventions

114 115-117

nutritionnelles. Des études chez le rat' * et chez I’humain

ont révélé que ’enzyme était stimulée
aprés un repas riche en glucides, alors que I’ingestion de matiéres grasses avait un effet moins
important, allant méme jusqu’a inhiber la réponse de la LPL adipocytaire a I’insuline.''® Par ailleurs,
Pinhibition de la LPL par les lipides alimentaires est proportionnelle aux niveaux d’acides gras saturés

contenus dans le repas.'!*?°

La prise d’aliments stimule la LPL par augmentation de ses taux d’ARNm,'?! mais surtout de la
quantité de protéine et de I'activité enzymatique de la LPL.**'*'"1% De fait, chez le cochon d’Inde, la
mise a jeun cause une diminution marquée de I’activité et du taux de synthése de la LPL tandis que les
niveaux d’ARNm déclinent plus discrétement.'”’ Les données obtenus par Doolittle er al.'?
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corroborent I'hypothése selon laquelle le repas provoque des modifications post-traductionnelles
influengant la production de LPL adipocytaire. Ces auteurs ont démontré que, chez le rat, I'état de jetine
est associé a une plus haute proportion de LPL riche en résidus mannose (high-mannose LPL), alors
qu’a l'état postprandial des formes intermédiaires et complexes prédominent. I1 est connu que des
formes de LPL riches en mannose ne subissent pas I’action des protéines chaperonnes intracellulaires et
ne peuvent pas étre pliées adéquatement. Les molécules de LPL ainsi glycosylées restent inactives,
retenues dans le réticulum endoplasmique et seront finalement acheminées vers la dégradation.® 11 est
donc proposé que, chez des animaux a jeun, I'adipocyte augmente le taux de synthése de LPL pour
former un réservoir de LPL constitué des formes riches en mannose. Si l'animal reste & jeun, la LPL
produite est dirigée préférentiellement vers la dégradation lysosomale. Par contre, si 'animal mange,
des changements neuro-hormonaux empécheraient cette dégradation intracellulaire et favoriseraient la
transformation des formes riches en mannose en formes intermédiaires et complexes, qui pourraient
étre sécrétées. Les résultats de Bergd et al*” vont dans le méme sens: les auteurs ont démontré qu’il y
avait une grande proportion de LPL sous sa forme inactive chez le rat a jeun. Lorsque les animaux
mangent, la proportion d'enzyme active augmente sans changement important dans la quantité de
protéines. Ces auteurs proposent donc que la LPL est synthétisée, activée et sécrétée par défaut dans la
plupart des tissus, dont le tissu adipeux a l'état postprandial. Lorsque I'état de jeline survient, un
mécanisme inconnu est mis en marche pour inactiver la LPL. Il a été décrit que la monomérisation
entrainait un changement conformationnel avec inactivation irréversible de I'enzyme.''® Ce phénoméne

pourrait étre mis en ceuvre lors du jeidne.

Plusieurs études chez I’humain ont démontré que I’activité de la LPL adipocytaire augmente aprés un

115-117

repas riche en glucides mais rares sont celles qui ont évalué le mécanisme impliqué. Toutefois, au

moins une étude menée chez I’homme confirme le mécanisme de modulation de la LPL par
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I’alimentation: autant la LPL relachée par I’héparine que celle extraite aprés cette relache étaient
augmentées aprés un repas riche en glucides, alors que les niveaux d’ARNm restaient constants.!**
Ainsi, les auteurs ont conclu que le repas riche en glucides modifiait I’activité de la LPL par des

mécanismes post-traductionnels.

Ces travaux indiquent premi¢rement que la composition du repas influence la réponse du tissu adipeux
en ce que concerne 1’activation de la LPL. Autrement dit, un repas riche en glucides stimule de fagon
plus importante 1’activité lipasique adipocytaire qu’un repas riche en lipides. Deuxiémement, les
travaux précédents nous enseignent que le repas est associé avec une activation de la LPL adipocytaire
par une augmentation des niveaux d’ARNm, mais surtout par des modifications dites traductionnelles
et post-traductionnelles, dont ’augmentation de la synthése de la protéine, I’activation des formes
inactives de I’enzyme et I'inhibition de sa dégradation. Il est 4 noter cependant que si, chez 1’animal,

’augmentation du taux ’ARNm de la LPL apreés un repas riche en glucides est présente, bien que peu

importante,'21

chez I’humain elle n’a pas pu étre démontrée.'** Evidemment, le repas entraine des
modifications hormonales importantes et plusieurs facteurs peuvent étre responsables de I’activation de
la LPL adipocytaire. Nonobstant les faits mentionnés ci-dessus, I'augmentation du taux d’insuline

semble étre responsable des modifications de la LPL survenant dans la période postprandiale.'®

DIABETE

Des études réalisées chez des animaux ou chez des humains diabétiques suggérent fortement un réle de
Pinsuline dans la modulation de LPL adipocytaire, corroborant ainsi les études d’intervention

nutritionnelle. Plus spécifiquement, ces études montrent une diminution de ’enzyme autant chez les

126,127

diabétiques de type 1 que de type 2'%'! et sa normalisation aprés un traitement a

Pinsuline.''®12%132"35 Terrettaz e al.'® ont étudié I'effet de l'insuline sur la LPL adipocytaire in vivo
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dans un modéle animal hyperinsulinémique, le rat Zucker, et chez le rat normal lors de périodes
d'hyperinsulinémie de durée variable. Les résultats de cette étude montrent que l'hyperinsulinémie
chronique (chez le rat Zucker) cause une augmentation des niveaux d'’ARNm ainsi que de la quantité et
de l'activité de I'enzyme. Par contre, I'hyperinsulinémie de durée moyenne (4 jours) provoque une
augmentation des niveaux protéiques et de I'activité sans altérer les niveaux ' ARNm. Finalement, une
hyperinsulinémie aigiie (5 heures) cause seulement une augmentation de l'activité sans effet sur les
niveaux protéiques et d' ARNm de l'enzyme. La conclusion de cette étude est que I’insuline n’augmente
pas les niveaux d’ARNm de la LPL a court ou a moyen terme, mais agit sur les niveaux protéiques et
I’activité enzymatique. Les résultats de cette étude ont été confirmés par un travail mené chez des rats
rendus diabétiques par la streptozotocine : au bout de 10 jours, les niveaux d’ARNm, de protéines et
I’activité de la LPL diminuent chez les rats diabétiques.'* Un traitement unique 4 Pinsuline raméne le
taux de protéine et I’activité enzymatique a la normale mais seul un traitement prolongé a un effet sur

les niveaux d’ARNm.

Chez I’homme, la diminution de la LPL est corrélée avec le degré du contrdle métabolique.'?® De plus,
le traitement des individus diabétiques avec de I’insuline améliore I’activité de la LPL dans le plasma
post-héparine'?® et dans le tissu adipeux.''*'*? Finalement, I’amélioration du contrdle glycémique par
I’insuline ou les hypoglycémiants oraux n’implique pas les niveaux d’ARNm de la LPL dans le tissu

adipeux mais augmente la quantité et I’activité de I’enzyme.'*

L’hyperglycémie per se pourrait étre responsable de la diminution de la LPL puisque qu’elle est
commune aux deux types de diabéte. Cependant, ’absence d’insuline (dans le diabéte de type 1) ou un
défaut de I’action de I'insuline (dans le diabéte de type 2) est probablement plus impliqué, comme

montré par les études évaluant directement le role de I’hormone sur la LPL (voir prochaine section).
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Tous ces travaux montrent une augmentation de Iactivité et de la quantité de la LPL suite au traitement
insulinique aigii. L’augmentation des niveaux d’ ARNm survient aprés un traitement chronique chez le
rat mais pas chez I’humain. Done, pareillement aux études d’intervention nutritionnelle, les études chez
des animaux et humains diabétiques indiquent que la modulation traductionnelle et post-traductionnelle
de la LPL adipocytaire par I’insuline prévalent sur sa modulation transcriptionnelle ou post-

transcriptionnelle.

INSULINE

Des études évaluant le role direct de I'insuline sur la LPL adipocytaire in vitro et in vivo montrent
clairement que cette hormone est un puissant stimulant de la LPL. Il est certain que I’action de
I'insuline sur enzyme se fait & plusieurs niveaux dans la cellule, mais le mécanisme exact par lequel
elle exerce ses effets reste un sujet de débat. Les divergences observées entre les différentes études sont
vraisemblablement dues aux différences méthodologiques. Quelques facteurs particuliérement critiques
sont le systeme de culture (précurseurs des adipocytes, adipocytes isolés ou tissu adipeux intact), la
stimulation insulinique (dose et temps) et l'espéce étudiée. Par exemple, il est bien démontré que les
adipocytes isolés réagissent différemment des morceaux de tissu adipeux entiers en culture. De plus,
I'extrapolation des données obtenues in vitro chez les animaux comme le rat ne s'avére pas toujours
juste. Par ailleurs, des données obtenues chez le rat sont fréquemment différentes de celles obtenues

chez 'humain.

La plupart des études pointent tout de méme vers une prédominance du mécanisme post-
transcriptionnel, voire post-traductionnel. En effet, ’augmentation des niveaux d’ARNm de la LPL a

rarement été observée dans les différentes études. Une exception est fournie par I’étude de Ong et al.'*
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qui a2 démontré que I'insuline provoque une augmentation des niveaux d’ARNm et du taux de synthése
de la LPL dans des cultures d’adipocytes isolés du rat. Les résultats obtenus par Semenkovich ez al.'*’
sont en désaccord avec ces derniers puisque, dans cette étude portant également sur des adipocytes
isolés, les taux d’ARNm n’ont pas été modifiés aprés incubation avec I’insuline. En outre, la méme
incubation provoquait une augmentation de I’activité enzymatique ainsi qu’une relache de ’enzyme
dans le milieu de culture. Par contre, il est intéressant de noter que I’insuline augmente les niveaux
d’ARNm de la LPL lors de la différentiation des pré-adipocytes en adipocytes matures.'*’ Bien que la
modulation transcriptionnelle de la LPL par d’autres hormones soit bien ét:ablie,‘“"138 I’insuline ne
semble pas avoir d’effets mesurables sur la transcription du géne de la LPL.2"1% De plus, aucun
¢lément de réponse a I'insuline n’a été trouvé dans le géne lui-méme. Donc, les niveaux augmentés
d'ARNm de la LPL observés chez le rat'**'* sont probablement le résultat d’une plus grande stabilité
des ARN provoquée par des modifications post-transcriptionnelles telles que des changements de la

structure secondaire et tertiaire des ARN,"® ou encore par I’inhibition d’une ARNase spécifique.

L’effet de I'insuline sur les taux de synthése de la LPL est, quant a lui, moins controversé¢. A
I’exception d’une étude,' 1a majorité des travaux démontrent une augmentation.l3 §.140-142 De la méme
facon, toutes les études s’accordent sur ’effet stimulateur de I’insuline sur I’activité de la LPL dans les
adipocytes en culture.'*!"'"* Toutefois, une étude réalisée sur des culture d’adipocytes humains isolés
suggere que cet effet ne serait observé qu’a doses pharmacologiques et remet en question son

importance physiologique.'*

En plus de sa synthese, la relache de la LPL dans le milieu de culture semble étre stimulée par

I’insuline.'® L’insuline augmente spécifiquement la proportion de LPL relachée par 1’héparine,
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suggérant ainsi une redistribution intracellulaire de ’enzyme.'* 1l est intéressant de noter que I’insuline
pourrait relicher la LPL accrochée a la surface cellulaire par des phosphatidylinositols, un effet qui
serait mené via la phospholipase C.”° Il a été démontré récemment que P’insuline stimule la cellule
endothéliale a relacher une substance qui provoquerait la relache de la LPL par la cellule adipocytaire
sous-jacente.”® Cet effet serait spécifique aux petits vaisseaux puisque la reliche de cette substance,
pour P’instant inconnue, n’a pas été vérifiée dans I’aorte bovine.” Les résultats de ces études sont trés
excitants car ils démontrent que I’insuline peut étre un sécrétagogue de la LPL, empéchant ainsi sa

dégradation intracellulaire, le destin préférentiel de la protéine dans des conditions non stimulées.'?

Plusieurs travaux chez I’humain ont montré que I’insuline augmente I’activit¢ de la LPL
adipocytaire.'*>"*” Cependant, ces études n’ont pas mesuré simultanément le taux d’ARNm, la quantité
de protéine et I’activité enzymatique de la LPL, et le mécanisme de modulation n’a pas pu étre inféré.
C’est pourquoi les connaissances sur le mécanisme de modulation de la LPL par ’insuline découlent

principalement des données obtenues chez I’animal.

Somme toute, les résultats des études sur le processus par lequel I’insuline stimule la LPL adipocytaire
montrent que, 4 court terme, I’effet de I’insuline est traductionnel et post-traductionnel. A long terme,
un effet sur Paugmentation des ARNm de la LPL est souvent observé chez le rat mais rarement chez
I’humain. De plus, ’augmentation des ARNm est vraisemblablement causé par des modifications post-
transcriptionnelles puisque aucun effet de I’insuline sur la transcription du géne de la LPL n’a été
démontré. Ce genre de modulation est compréhensible pour une enzyme comme la LPL dont I’activité
doit varier rapidement afin de faire face aux changements rapides de concentration des lipoprotéines

plasmatiques. Il est concevable que I’étre humain ait développé des mécanismes de modulation de la
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LPL différents de ceux des autres animaux, lui permettant ainsi de s’adapter a son patron particulier

d’alimentation.

Voie de signalisation intracellulaire de Iinsuline

Encore moins connue que les modulations discutées précédemment, la voie de signalisation
intracellulaire empruntée par I'insuline pour mener ses effets sur la LPL adipocytaire reste le sujet de
nombreuses questions. Cela n’est pas surprenant étant donné que les composantes de cette cascade
complexe de phosphorylation des protéines intracellulaires ne sont que partiellement identifiés.
Plusieurs médiateurs intracellulaires, tels que I’AMPc et le GMPc, ont été suggérés comme
responsables de I’effet de I’insuline sur I’activité de la LPL."**'*® Dans une étude intéressante, Patten'*®
a suggéré que I’addition dans le tissu adipeux d’un agent lipolytique, le N°,0°-dibutyryl AMPc, sous
des conditions qui consomment I’ATP intracellulaire (augmentation d’acides gras et/ou réestérification
d’acides gras) provoquerait une diminution de la synthése protéique et de ’activité de la LPL qui en est
dépendante. A notre connaissance, cette étude n’a été ni réfutée, ni explorée davantage. La hausse des
concentrations intracellulaires de GMPc a également été impliquée comme responsable d’une
augmentation de la synthése protéique et de I’activité de la LPL adipocytaire suite a I’action de
Pinsuline.'® Toutefois, cette hypothése a été totalement réfutée par Bourdeaux et al."*' qui, aprés avoir

testé directement I’effet de le GMPc sur Pactivité de la LPL, n’ont démontré aucun effet.

Dans les derniéres décades, quelques éléments de la cascade de signalisation intracellulaire de
I'insuline ont été éclaircis. La PI3K est un médiateur particuliérement important de cette cascade
puisque cette protéine est impliquée dans le transport des GLUT-4 vers la membrane cellulaire des
adipocytes et myocytes. Kraemer et al.'>? ont montré que I’inhibition de la PI3K par la wortamanine

abolit I’effet stimulateur de I’insuline sur la LPL adipocytaire. Les auteurs ont également étudié I’effet
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d’une inhibition de la protéine ribosomale phosphoprotéine 70 S6 kinase (p70°"), une des cibles de la
PI3K et donc un substrat plus en aval dans la cascade de signalisation intracellulaire de I’insuline. Cette
protéine est impliquée dans les effets de I'insuline sur la synthése protéique, entre autres. L’inhibition
de cette protéine par ia rapamycine amoindrit de 50 a 60% 1’activation de la LPL induite par I’insuline.
Ces études démontrent donc I'importance de ces deux protéines dans le mécanisme d’action
intracellulaire de P’insuline sur la LPL. Plus récemment, Ranganathan er al.'*® ont démontré que
I’inhibition de la protéine kinase C (PKC) par un traitement prolongé (6 h) avec le phorbol ester 12-O-
tetradecanoyl phorbol 13-acétate (TPA) causait une inhibition de la LPL dans des adipocytes 3T3-
F42A en culture. L’inhibition de la LPL était alors due a une diminution du taux de synthése protéique
de la LPL alors que les niveaux d’ARNm n’étaient pas affectés. L’hypothése proposée par les auteurs
est qu’une protéine cytosolique dont le role serait de favoriser la traduction, serait phosphorylée par la
PKC, empéchant ainsi la liaison de cette derniére aux ARNm. Lors d’une déplétion en PKC
intracellulaire, la protéine en question deviendrait non phosphorylée et donc libre de se lier aux ARNm,
ceci résultant en Pinhibition de la traduction protéique.'”® Ces études fournissent donc des
éclaircissements sur le mécanisme d’action de I'insuline mais les données sont fragmentées et la
séquence précise des événements intracellulaires ne peut pas encore étre établie. Cette difficulté refléte
la complexité des actions intracellulaires de P’insuline et des facteurs impliqués dans le processus de
production de la LPL. Comme nous 1’avons discuté dans les paragraphes précédents, I’insuline peut
exercer une pléiade d’effets sur ’adipocyte et particuliérement sur la LPL. 11 est donc concevable que

I’hormone emprunte différentes voies de signalisation pour mener ses effets.

D’autres effets de P’insuline in vivo pourraient influencer indirectement ’action de la LPL adipocytaire.
En effet, I'insuline inhibe la lipase hormone-sensible adipocytaire et empéche ainsi la lipolyse des
triglycérides. Simultanément, I’hormone augmente la captation de glucose dans I’adipocyte et la
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formation intracellulaire de glycérol. L’abondance des sites d’estérification d’acides gras dans
I’adipocyte pourrait théoriquement favoriser leur entrée dans la cellule et diminuer leur disponibilité
aux alentours de la LPL. La moindre abondance d’acides gras au niveau du site d’action de I’enzyme

limite son détachement et perpétue la lipolyse des lipoprotéines. '®'

D’autre part, 'insuline a un puissant effet vasodilatateur. L’augmentation du flux sanguin pourrait
augmenter I’apport des lipoprotéines vers les capillaires et augmenter I’efficacité globale de la lipolyse.
Néanmoins, ces hypothéses restent des spéculations et ne sont supportées par aucune étude. Un résumé

des effets connus de I’insuline sur la LPL est présenté 4 la Figure 5.

OBESITE

Il est connu que I’exceés de poids est associ€é a plusieurs anomalies métaboliques dont la résistance a
I’insuline, I’hyperinsulinémie et I’augmentation des triglycérides plasmatiques. Plusieurs altérations de
la physiologie de Ia LPL sont également présentes chez des sujets obéses. Premiérement, on voit chez
ces personnes une augmentation de Pactivité de la LPL adipocytaire par cellule’*'**'%* ainsi que de
Iincorporation de triglycérides marqués dans ’adipocyte.'>® Bien que les adipocytes des individus
obeses aient une activité de la LPL plus élevée, surtout lorsque la fraction reldchée par 1’héparine est
mesurée, les niveaux d’ARNm et de protéines y sont comparables a ceux des individus maigres.'** Ces
changements post-traductionels de la LPL adipocytaire sont semblables aux modifications observées
lors de la prise d’un repas riche en glucides et lors de I’administration de I’insuline, et désignent
I’hyperinsulinémie comme agent étiologique.'?* Deuxiémement, méme si la LPL est augmentée a 1’état
de jeline, ses niveaux ne varient pas aprés un stimulus alimentaire,'*® ni méme aprés une injection
intraveineuse d’insuline.”’ Les deux anomalies citées précédemment (I’augmentation de D’activité

basale de I’enzyme et la réponse amoindrie a I’insuline) sont associées: plus haute est 1’activité basale
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de I’enzyme plus basse est la réponse de la LPL adipocytaire a P’insuline."*>'*’ Par ailleurs, toutes les
deux s’améliorent avec I’amaigrissement.'>”'*® La perte de poids améliore la sensibilité 4 I’insuline et
diminuer les taux d”insuline plasmatique.'*”'* Comme 1’insuline est un puissant stimulateur de la LPL
adipocytaire, la baisse de ’hormone pourrait étre responsable de la diminution de ’enzyme chez des
obeses. Troisitmement, lorsque les individus obéses sont soumis a une diéte hypocalorique, la LPL

diminue concomitamment a la réduction de la masse graisseuse,'®’!*3160

mais augmente au dessus du
niveau initial dans la période de stabilisation du poids.”””'*"'®* Si Iindividu regagne son poids de
départ, la LPL revient elle aussi aux niveaux préalables.'*”'** Ces observations ont mené a I’hypothése
que la LPL est modulée par un mécanisme de rétroaction négative qui viserait & maintenir un poids

stable. Ce mécanisme serait en partie responsable de la difficulté 4 maintenir un poids normal chez les

obéses.

Contrairement aux individus obéses dont le poids est stable, I’augmentation de I’activité de la LPL dans
le tissu adipeux chez des obéses qui ont perdu du poids est associée avec une hausse des niveaux
d’ARNm et de protéines de la LPL dans les adipocytes.'®' Cependant, I’augmentation de la LPL aprés
une période de stabilisation du poids semble étre réservée aux individus trés obéses, puisque les
individus ayant un moindre degré d’obésité présentent plutdt une activité diminuée de la LPL
adipocytaire aprés la perte de poids.'*®''®* Ainsi, I’étiologie du surpoids pourrait étre différente dans

les deux groupes de sujets obéses.

Par ailleurs, des données obtenues par une étude in vitro suggérent que la résistance a I'insuline ou
I’hyperinsulinémie contribuent aux anomalies de la modulation de la LPL chez les personnes obéses:
les adipocytes des obéses ne répondent pas au glucose et a I'insuline, comme les adipocytes de sujets

normaux, par une hausse de la LPL. Cependant, ces cellules peuvent étre «sensibilisées» par une
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incubation en absence de glucose et d’insuline, aprés quoi elles répondront normalement a un stimulus
insulinique par une augmentation de la LPL."*® L hypothése soulevée pour expliquer ces observations
est que la LPL adipocytaire serait déja stimulée au maximum par I’hyperinsulinémie chronique qui
accompagne I’obésité et que le stimulus additionnel amené par le repas n’aurait pas d’effet additionnel.
Cette théorie implique que les effets de I'insuline sur la LPL ne sont aucunement touchés par une

éventuelle insulinorésistance au niveau adipocytaire.

En résumé, la LPL adipocytaire est augmentée chez les sujets obéses, mais la réponse lipasique a
Iinsuline ou & un repas est diminuée. Dans la période d’amaigrissement active, la LPL diminue
systématiquement mais aprés la stabilisation du poids normal, I’enzyme diminue ou revient a des
niveaux semblables & ceux de la période pré-diéte chez la plupart des individus, alors qu’elle semble
s’élever chez un groupe spécifique de sujets trés obéses. Tout ceci indique que I’insuline est un
modulateur important des modifications de la LPL adipocytaire chez les sujets obéses, bien que
d’autres facteurs hormonaux et génétiques puissent y contribuer. Il est possible que la résistance a
Pinsuline soit également responsable de quelques altérations de la LPL adipocytaire dans 1’obésité
comme, par exemple, la réponse amoindrie de la LPL aprés un repas. Cela impliquerait qu’un défaut
d’action de I'insuline dans I’adipocyte serait sélectif pour certains effets de I’hormone. Ainsi, les
processus cellulaires épargnés par la résistance envers I’action de 1’insuline, seraient en fait suractivés
par ’hyperinsulinémie qui est co-présente. Puisque 1’action de I’insuline sur la LPL adipocytaire se fait
probablement par différents mécanismes et emprunte vraisemblablement différentes voies de
signalisation intracellulaires, cette dissociation est possible. Ce genre de dichotomie de I’action de

Pinsuline a d’ailleurs déja été démontrée dans d’autres études.'®
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RESISTANCE A L’INSULINE

Tous les résultats mentionnés plus haut indiquent clairement que I’insuline joue un réle physiologique
important dans la modulation de la LPL adipocytaire, ce qui a été démontré autant lors d’études menées
dans différents systémes expérimentaux, que chez des sujets avec différentes conditions physiologiques
et pathologiques. Une question importante origine de cette revue de littérature: la LPL adipocytaire
souffre-t-elle des effets de la résistance & 1’action de I’insuline sur le tissu adipeux? Dans I’affirmative,
cette hypothese est attrayante en ce qui concerne les conséquences de la résistance & I’insuline sur le
métabolisme des lipides. La question est d’autant plus pertinente que peu d’études ont évalué le rdle de
la résistance a I'insuline sur la LPL chez I’homme. Par contre, il est difficile de réconcilier comment

I’individu obése, donc insulinorésistant, pourrait avoir une activité lipasique adipocytaire plus élevée.

Chez I’humain, I’activité de la LPL plasmatique dans le plasma post-héparine est réduite chez des

individus insulinorésistants.'®>'®” L’activité de la LPL mesurée aprés une injection intraveineuse
d’héparine représente la somme de ’enzyme produite dans ’ensemble des tissus corporels. Comme la
LPL provenant du tissu adipeux est une composante majeure de I’activité lipasique plasmatique,'®® ces

données supportent I’hypothése d’une diminution de la LPL adipocytaire dans la résistance & 1’insuline.

Au moins trois études ont mesuré 1’activité de la LPL dans le tissu adipeux concomitamment avec la
résistance a I'insuline.’*>'*’ Bien que, dans toutes les trois, I'insuline avait un effet clair sur la
production de la LPL adipocytaire, cette derniére ne montrait aucune corrélation avec la résistance a

I'insuline. Dans un article de revue, Eckel et al.'®®

ont compilé des données provenant de plusieurs
études pour arriver a la conclusion que plus I'individu est résistant & I’insuline, moins la LPL
adipocytaire répond a une stimulation insulinique. Une étude réalisée chez un groupe d’hommes en

santé,'" a en effet démontré que le degré de résistance a I’insuline étaient inversement corrélé avec le
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taux de protéine (r=-0.49, p<0.03) et I’activité de la LPL (r=-0.52, p<0.03) dans le plasma post-
héparine, ainsi qu’avec les niveaux adipocytaires d'ARNm (r=-0.68, p<0.001). Par contre, la quantité
de LPL et son activité adipocytaire n’étaient pas corrélées avec I’insulinorésistance. Cette étude
confirme donc que le défaut d’action de I’insuline s’étend aux effets de I’hormone sur la LPL

adipocytaire.

Somme toute, les résultats des études portant sur le role de la résistance a I’insuline sur la LPL
adipocytaire ne sont pas tout a fait définitifs. La résistance & 1’insuline semble corréler négativement

avec Pactivité de la LPL mesurée dans le plasma post-héparine,' "¢’

mais pas avec celle du tissu
adipeux.'""*>17 Toutefois, il est possible que ces études n’aient pas trouvé une corrélation entre la
résistance a I’insuline et la LPL dans le tissu adipeux parce qu’elles étaient conduites chez des
individus évalués a jeun. Comme expliqué précédemment, les concentrations d’insuline s’élévent apres
un repas et il est donc vraisemblable que, si les effets délétéres de la résistance a I’insuline sur la LPL

adipocytaire existaient, ils se manifesteraient de fagon plus accentuée dans la période postprandiale.

Nous avons décidé de batir un protocole de recherche afin de répondre a cette question spécifique.
Avant de passer aux résultats de notre recherche, il nous a paru opportun de réviser certains concepts et
les études concernant la problématique de ’expression de la LPL dans différents dépots de tissu

adipeux. Cette partie de la revue de littérature nous permettra de comprendre les raisons de prélever du

tissu adipeux dans la région sous-cutanée abdominale pour réaliser nos analyses.
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HETEROGENEITE DU TISSU ADIPEUX PAR RAPPORT A L’EXPRESSION ET A

L’ACTIVITE DE LA LIPOPROTEINE LIPASE

La fonction classique du tissu adipeux blanc est d’emmagasiner I’énergie sous forme de triglycérides
qui seront relichés en cas de besoin. Cependant, depuis plusieurs années, on regarde I’adipocyte
comme une cellule trés active d’un point de vue métabolique.'? Illustrant cette importante activité
métabolique, nous pouvons citer parmi les protéines qui y sont produites I’inhibiteur de P’activateur du
plasminogéne-1 (PAI-1), impliqué dans la fibrinolyse;”® I’angiotensinogéne, le précurseur de
I’angiotensine II;'7 le «tumor necrosis factor-a» (TNF-0), une cytokine responsable entre autres de
I’amaigrissement chez des individus porteurs de cancer et impliquée dans la résistance & Iinsuline;'”’

172

I’hormone leptine, impliquée dans la modulation de I’appétit;'” et la lipoprotéine lipase,'®® enzyme qui

est I’objet de la présente étude.

Cependant, le tissu adipeux présente des caractéristiques différentes selon la localisation dans le corps
et selon le sexe. Ces différences attirérent I’attention de Vague, chercheur francais qui a décrit pour la
premicre fois que le patron de distribution de la graisse dans la partie supérieure du corps était associé a
certains facteurs de risque cardio-vasculaires.!” Plus tard, il a été noté que I’obésité abdominale, telle
que définie par un rapport taille/hanche (RTH) augmenté, était directement associée i un risque
augmenté des maladies cardio-vasculaires.'”*'" Plus récemment, on a défini que cette association était
le résultat d’'une forte corrélation entre le RTH et la quantité de graisses dans la région intra-

17,177 L’

abdominale. accumulation de la graisse intra-abdominale ou viscérale, dont la méthode de

178 fut alors incriminée comme

quantification la plus exacte est la tomographie axiale de I’abdomen,
néfaste pour la santé.'”’ En effet, la graisse viscérale ou son substitut dans la majorité des études, le
tour de taille, sont associés avec plusieurs anomalies métaboliques dont la résistance a I’insuline,'” le

diabéte de type 2, I'hypertension'™'”” et la dyslipidémie.'” L’étude des caractéristiques du tissu
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adipeux viscéral a révélé que ses adipocytes avaient des particularités par rapport au tissu adipeux sous-
cutané. Parmi celles-ci on peut citer la production augmentée de I'inhibiteur de I’activateur du
plasminogéne-1 (PAI-1),"® de la 17-hydroxystéroide déshydrogénase de type 3,' de la protéine
découplante 2 (UCP-2)," une moindre production de leptine,'® et une susceptibilité accrue a la
lipolyse."” Les caractéristiques uniques des adipocytes intra-abdominaux sont vraisemblablement
responsables de I’association entre I’accumulation de graisse viscérale et le risque élevé de maladies

cardio-vasculaires.'®?'

La lipoprotéine lipase, en tant qu’enzyime responsable de I’accumulation des triglycérides dans le tissu
adipeux, a été suspectée comme cause de I’accumulation de graisses dans les différentes régions
corporelles. Ainsi, il y a des différences marquées de I’activité de la LPL dans divers dépdts de tissu

adipeux sous-cutané. Fried et al.'”

ont étudié ’activité de la LPL dans quatre dépdts de tissu adipeux
sous-cutané (glutéal, fémoral, abdominal hypogastrique et abdominal épigastrique) et deux dépbts
intra-abdominaux (mésentérique et omental). Les auteurs ont démontré que, chez les femmes obeéses,
’activité de la LPL était plus élevée dans les régions périphériques sous-cutanées (fémorale et glutéale)
par rapport aux régions abdominales sous-cutanées (hypogastrique et épigastrique), alors que chez les
hommes, il 0’y a pas eu de différences significatives entre ces quatre régions. Arner et al.'®® ont
comparé P’activité et les niveaux d’ARNm de la LPL dans la région glutéale et abdominale chez les
femmes et chez les hommes. Tout comme Fried ef al.,'” les auteurs ont démontré que Pactivité de la
LPL par cellule était plus élevée chez les femmes que chez les hommes autant dans la région
abdominale que glutéale. Lorsque les deux sites de déposition de graisse ont été comparés, les femmes
ont présenté une activité enzymatique plus forte dans la région glutéale que dans la région abdominale.

Par contre, aucune différence n’a été trouvée chez les hommes. On convient de souligner que, dans

cette étude, les niveaux d’ARNm ne suivent pas les changements d’activité, démontrant que les
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différences d’activité découlent principalement de modifications post-traductionnelles. D’ailleurs, une
activité plus élevée de la LPL dans le tissu adipeux sous-cutané des femmes que dans celui des
hommes est retrouvée constamment dans les études.'”'®! Chez les hommes par contre, I’activité de la
LPL est assez uniforme entre les différents dépéts sous-cutanés. Une autre facon d’exprimer ces
données serait d’affirmer que les femmes ont une plus grande activité de la LPL dans la région
glutéale/fémorale que les hommes, alors que dans la région abdominale, les différences entre les sexes

sont moins évidentes.

Les études sur le comportement de la LPL dans le tissu adipeux viscéral par rapport au tissu sous-

cutané montrent des résultats divergents. Dans ’étude citée plus haut, Fried ez al'®

ont également
analysé I’activité de la LPL dans deux dépdts de graisse viscérale, la graisse mésentérique et la graisse
épiplooique. Chez les hommes, aucune différence entre les deux dépdts viscéraux n’a été observée, de
méme qu’entre ceux-ci et les dépdts sous-cutanés. Chez les femmes par contre, le dépot mésentérique a
présenté une activité de la LPL plus forte que le dépot omental. En plus, I’activité enzymatique dans la
graisse mésentérique était plus forte et celle de la graisse omentale semblable a celle du tissu sous-
cutané abdominal épigastrique. Dans une autre étude chez des obéses morbides, menée par le méme
groupe, il a été démontré que ’activité et les niveaux d’ARNm de la LPL dans des adipocytes en
culture provenant du tissu abdominal sous-cutané répondent mieux a une stimulation insulinique que
ceux provenant du tissu omental.'®> Deux autres études ont montré que Pactivité de la LPL était plus
importante dans le tissu adipeux viscéral que dans le tissu sous-cutané,'”'®' alors qu’une étude a montré
le contraire.'®® La raison des différences entre ces études n’est pas claire. La localisation précise du
prélévement de graisses est une donnée importante: au moins deux études ont montré des différences
179,183 _

entre divers dépdts intra-abdominaux, ainsi qu’entre divers dépdts sous-cutanés abdominaux.'”

En outre, les formes de LPL analysées dans les études ne coincident pas toujours (total ou reldchée par
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Phéparine) et les dénominateurs utilisés pour exprimer l’activité de I’enzyme non plus (surface

cellulaire, poids du tissu).

Des études ayant analysé les différences de niveaux ’ARNm de la LPL entre les tissus adipeux sous-
cutané et viscéral sont plus rares.'®'*'® Dans le travail de Fried et al.'® les résultats dépendent du
sexe: chez les femmes, le tissu sous-cutané exprime plus de LPL que le tissu viscéral alors que chez les
hommes, aucune différence n’a été observée. Dans les deux autres études, I’expression de la LPL était
semblable dans les deux sites étudiés.'®'®* Encore une fois, les raisons des ces trouvailles
contradictoires ne sont pas claires. Les explications possibles incluent I'utilisation de techniqués

différentes de mesure de I’ARNm, ou des différences entre les sujets étudiés.

Seule une de ces études a mesuré simultanément I’activité et les niveaux d’ARNm.'*? Cependant, les
individus qui ont participé étaient trés obéses et les conclusions peuvent ne pas s’appliquer a
I’ensemble de la population. De plus, aucun travail ne s’est intéressé a vérifier la corrélation entre la
LPL adipocytaire sous-cutanée et viscérale. Cette information est importante: d’une part, pour la
compréhension globale de la physiologie de la déposition de la graisse ainsi que pour le métabolisme
des lipoprotéines, et d’autre part, si on veut utiliser la graisse sous-cutanée abdominale comme
marqueur dans le syndrome de résistance a I’insuline. La comparaison entre I’activité et les niveaux de
ARNm de la LPL dans le tissu adipeux sous-cutané abdominal et viscéral sera donc I’objet du

deuxiéme article présenté dans cette thése.
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JUSTIFICATION, HYPOTHESE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

PREMIER ARTICLE

D’apres la revue de la littérature précédente, nous constatons qu’aucune étude n’a vérifié le role de la

résistance a I’insuline sur la LPL adipocytaire chez I’homme dans la période postprandiale.

Notre hypothése a ce sujet est que la résistance a4 I’insuline entraine une moindre activité de la
lipoprotéine lipase adipocytaire dans la période postprandiale. Le défaut d’action de la lipoprotéine
lipase occasionnerait une diminution du catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides et une

hypertriglycéridémie postprandiale.

Les 3 objectifs spécifiques que nous voulons étudier sont les suivants:

1. Vérifier s’il existe une diminution, en période postprandiale, de I’expression de la LPL adipocytaire
chez les individus insulinorésistants, en comparaison avec les individus insulinosensibles.

2. Vérifier le lien possible entre une diminution des niveaux ’ARNm de la LPL, et une diminution
éventuelle de I’activité ou de la quantité tissulaire de la LPL.

3. Explorer la relation entre les lipides sanguins et les variables plasmatiques et tissulaires de la LPL,

en tenant compte de la résistance a I’insuline.
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DEUXIEME ARTICLE

Les études portant sur la comparaison entre les tissus adipeux sous-cutané et viscéral ont mesuré soit
I’ ARNm, soit P’activité de la LPL. Aucune étude n’a comparé ces deux variables dans les deux tissus.

Dans le deuxiéme article de cette thése, nous voulons comparer 1’activité et les niveaux d’ARNm de la
LPL dans le tissu adipeux des régions abdominale et viscérale, chez un groupe de sujets normaux ayant

subi une chirurgie abdominale.
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ABSTRACT

Insulin is a potent stimulator of adipose tissue lipoprotein lipase (LPL). Logically, the
postprandial period would therefore be a privileged time of the day for the regulation of
LPL by insulin in this tissue. lt is not exactly clear to what extend a defect such as insulin
resistance could affect this regulation and contribute to postprandial as well as fasting
hypertriglyceridemia. No human studies have examined this phenomenon thoroughly in
the postprandial period. Therefore, the aim of the present protocol was to study the
complex relationship existing between insulin resistance and LPL in adipose tissue and
in plasma, in the particular context of the postprandial period. To do so, 26 adult non-
diabetic individuals (12 women and 14 men) with a wide range of whole-body insulin-
mediated glucose uptake (as assessed with an insulin suppression test) were recruited.
An abdominal subcutaneous fat biopsy on one occasion, and postheparin plasma on
another occasion, were obtained 4 hours into a standardized meal profile administered
in the fasting state. Postprandial triglyceride excursions (evaluated by the area under the
curve during the metabolic meal profile) were inversely correlated to LPL activity
measured in total as well as in the heparin-releasable adipose tissue fraction (rho=-0.70,
p<0.001, and, rho=-0.56, p<0.01, respectively). Steady-state plasma glucose (SSPG)
concentrations during the insulin suppression test, a reflect of the degree of insulin
resistance, were also negatively correlated to adipose tissue LPL mRNA (rho=-0.50,
p<0.02) and total activity (rho=-0.48, p<0.02). In conclusion, regulation of adipose tissue
LPL is significantly affected in insulin resistant individuals studied in the postprandial

period. This presumed impaired effect of insulin on LPL could be an important
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contributor to the atherogenic dyslipidemia described in the insulin resistance syndrome.
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INTRODUCTION

LPL is a key enzyme in the metabolism of triglyceride-rich lipoproteins (1-3) and has
been implicated in the pathogenesis of dyslipidemia in conditions associated with insulin
resistance (4-6). This is not entirely surprising since insulin is one of the most potent
known regulators of LPL (7,8). Insulin stimulates adipose tissue LPL by multiple
mechanisms (9,10) and if these actions are impaired in this organ, defective clearance
of triglyceride-rich lipoproteins might ensue. This hypothesis, although appealing, has
been somewhat difficult to vefify in humans, with published studies producing conflicting
findings (7,8,11,12). Methodological differences such as different sample characteristics,
sites of adipose tissue sample, and the type of LPL variables measured could have
contributed to these contrary findings. Another problem is the fact that this relationship
has frequently been examined only in patients with Type 2 diabetes in which
hyperglycemia can theoretically be an important confounder (6). Moreover, with the
exception of one paper from our group (13), adipose tissue LPL mRNA and LPL activity
(total and heparin-releasable) have rarely been assessed in the same individuals.

Insights into the precise cellular regulation of this enzyme are therefore limited.

Clinical studies have not examined the effect of insulin resistance on adipose tissue LPL
in the postprandial period, even though this period is not only recognized as being very
important in determining the overall lipoprotein profile (14,15), but it is clearly a time
during which an impaired regulation of adipose tissue LPL by insulin could theoretically

have serious consequences.

January 4, 2001
Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



The present study was carried out to verify the importance of adipose tissue LPL in the
postprandial period. More specifically, the goal of the study was to determine the
influence of insulin resistance on adipose tissue and plasma LPL. For this purpose,
postprandial steady-state mRNA, total tissue and heparin-releasable activity were
measured, at the end of a mixed meal, in adipose samples obtained from normal
individuals with a wide range of insulin resistance. In addition, plasma LPL activity was
also assessed in the same individuals to gain more information on the relationship

between LPL synthesized in adipose tissue and LPL anchored in body vasculature.
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MATERIAL AND METHODS

Study population

Twenty-six volunteers were recruited for this study. They were in good general health
and not taking any medication known to affect glucose or lipoprotein metabolism. All had
a normal glucose tolerance test as assessed by a two-hour 75-g oral glucose tolerance
(16). The study was conducted at the Clinical Research Centre of the Centre hospitalier
universitaire de Sherbrooke (Sherbrooke, QC, Canada) and was approved by the

institutional Ethics Commiittee. All volunteers gave their informed written consent.

Description of the metabolic procedures

Each research volunteer was studied on three different occasions for the following
metabolic procedures: one standardized meal profile followed at 4 hours by an adipose
tissue biopsy, a second meal profile followed at 4 hours by a post-heparin plasma LPL
assessment, and, one insulin suppression test to assess the insulin-mediated glucose
uptake. These procedures were always performed after a 12 h overnight fast, at which
time an indwelling catheter was placed in the antecubital vein for blood sampling and
was keep opened with an infusion of saline. For the insulin suppression test, a second
catheter was installed in the contralateral forearm for the infusion of glucose, insulin and

somatostatin. Each procedure is briefly described below:

For the metabolic meal profile, a standardized breakfast was given at 08h00 followed at

10h00 by a snack (Ensure® 1.06 Kcal/mL). The caloric content of each meal was

January 4, 2001
Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



calculated as being exactly 25% and 10% of the caloric needs of each individual,
according to the Harrison-Benedict formula (17). The macronutrient composition of the
breakfast was 60% of calories as carbohydrates, 12% as proteins and 28% as fat. The
relative composition of the liquid formula snack was 54, 14 and 35% respectively. The
volunteers took their meals in not more than 15 minutes. Blood samples were drawn at -
15, 0, 30, 60, 90, 120, 180 and 240 minutes for measurement of triglycerides, insulin
and glucose concentrations. At 240 minutes (4 hours), each volunteer either underwent

an adipose tissue biopsy or an intravenous injection of heparin.

Biopsy of the subcutaneous open fat biopsy of the lower abdominal wall was performed
under anaesthesia, as previously described (13). Approximately 1g of adipose tissue
was obtained and immediately frozen between two blocks of dry ice, and kept frozen at -
80°C until assayed for LPL mRNA and activity. Another similar fresh adipose tissue
piece was quickly put in saline, gently minced, and frozen in dry ice to measure heparin-

releasable LPL activity.

Plasma LPL activity and immunoreactive mass was measured after the intravenous
injection of 100 U/kg of heparin. Blood samples were drawn in pre-chilled tubes 30
minutes after the injection. The samples were immediately centrifuged at 4°C,
separated, aliquoted, frozen in an alcohol and dry ice bath, and kept at -80°C until

assayed for activity and immunoreactive mass.

Finally, insulin-mediated glucose disposal was quantified by the insulin suppression test
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as described previously (13). Briefly, steady-state plasma insulin and glucose (SSPG)
concentrations were measured at 10 minutes intervals during the last 30 minutes of a
180-minute infusion of octreotide (0.5 ug/min), insulin (150 pmol/m3/min), and glucose
(1.33 mmol/m?/min). Since steady-state plasma insulin concentrations were similar in all
individuals, the higher the SSPG concentrations, the more insulin resistant the

individual.

Measurement of LPL steady state mRNA levels
The concentration of LPL steady-state mRNA levels were determined by using a
sénsitive RNase protection assay (13,18). Total cellular RNA from adipose tissue
- samples was isolated using a guanidinium thiocyanate-phenol technique (19). Briefly,
approximately 500 mg of adipose tissue were homogenized in 2.5 mL of TRIzol®
Reagent (GibcoBRL Life Technologies, Burlington, Ontario) and the fatty cake resulting
from a centrifugation at 4°C and 12000 g was discarded before going on with the other
steps of the procedure. RNA was subsequently hybridized overnight with molar excess
of [*P]-labeled antisense LPL cRNA transcripts and the housekeeping gene 18S
ribosomal cRNA. The mixture was then digested with RNAses A and T1, and the
protected fragments were separated on a 6% acrylamide urea denaturing gel. After
electrophoresis, gels were quantified using a Phosphorimager® system with its
ImageQuant® software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). The LPL mRNA
content was normalized per unit of 18S ribosomal RNA and expressed in arbitrary units

(AU) of 18S ribosomal cRNA.
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Measurement of plasma and tissue LPL activity

LPL activity was determined in adipose tissue as well as postheparin plasma using a
sonicated [3H]-triolein emulsion as substrate, prepared according to Nilsson-Ehle and
Schotz (20) and as described previously by our group (13,21). Briefly, 50 pl of a six-fold
diluted post-heparin plasma to 150 pl of substrate was incubated for 30 min at 37°C. The
[3H]-oleic acid released was extracted and separated from [*H}-triolein substrate as
described by Belfrage et al. (22) and radioactivity quantified by liquid scintillation
spectrometry. In order to distinguish the activity of plasma post-heparin LPL activity from
that of residual hepatic lipase, 1 mol/L NaCl was used to inhibit LPL and hepatic lipase
activities were determined in a separate incubation (23). These values were subtracted
from the total lipolytic activity to obtain the post-heparin-LPL values. The results are
expressed as mmol of non-esterified fatty acid (NEFA) released per hour per mL of post-
heparin plasma or U/mL. In the case of adipose tissue, LPL activity was assessed in the
heparin-releasable tissue fraction as well as in total tissue. For the former, 10 to 50 mg
of small pieces of adipose tissue were incubated with 400 ul of extraction buffer (M199
medium [Hanks’salts plus L-glutamine]; 1% bovine serum albumin [BSA]; 5 units/mL of
heparin) at pH 7.4 and for 45 minutes at 28°C, and LPL activity was assessed in the
medium using the method described above. Total extractable adipose tissue LPL activity
was measured after detergent extraction as described by Iverius and Brunzell (24).
Approximately 150 mg of frozen adipose tissue were homogenized with a polytron in
300 ui of extraction buffer (0.5 % deoxycholate, 0.2 mol/L Tris, 0.02 mol/L sucrose, 1%
BSA; 0.1 mL of 10 units/mL heparin and 0.02 % NP-40) at pH 8.6 and centrifuged for 15

min to separate the infranatant subsequently used for measurement of LPL activity. All
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the incubations for adipose tissue were performed with heated human serum (as a
source of apo Cll) for 1 hour at 37°C. The results are expressed as mmol of NEFA

released per hour per g of frozen tissue or U/g for both fractions.

Measurement of LPL immunoreactive mass

Post-heparin plasma LPL immunoreactive mass was determined by a commercial
ELISA kit (MARKIT-F LPL; Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd, Osaka, Japan). The
assay does not crossreact with human hepatic lipase, has a range of determination of 20

to 400 ng/mL and an intra-assay coefficient of variation less than 5%.

Hormonal and biochemical assays

Plasma insulin was determined using a human insulin-specific radioimmunoassay that
did not cross-react with proinsulin (Linco Research Co, St Louis, MO, USA). The assay
sensibility was 10 pmol/L. Plasma glucose was determined by the glucose oxidase
procedure (DMA Inc, Arlington, Texas, USA). Postprandial plasma triglycerides were
measured by the glycerol phosphate oxidase method (DMA Inc., Arlington, Texas, USA).
Fasting triglycerides, HDL-C, LDL-C and total cholesterol were measured by the usual
procedure utilized by the local hosnital laboratory. LDL-C was calculated from
triglycerides and HDL-C using the Friedewald formula (25). Finally, plasma apoproteins

A-l and B were measured by nephelometry.
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Statistical Analyses

Data are reported as mean + SEM unless otherwise indicated. The areas under the
curve for triglycerides, insulin and glucose concentrations were calculated using the
trapezoid method. Although insulin resistance, as measured by SSPG, is a continuous
variable, we have also dichotomized it to separate an insulin resistant from an insulin
sensitive subgroup using the median of this variable. A repeated measure ANOVA was
used to compare the glucose, insulin and triglyceride excursions during the meal profile
in both insulin resistance subgroups. For all other analyses, non-parametric tests were
used; specifically the Mann-Whitney U-rank to compare continuous variables between
insulin resistance subgroups and the Spearman test was used to verify correlation. A P-
value < 0.05 was considered statistically significant. All statistical analyses were

performed using the SPSS® software for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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RESULTS

Volunteers’ characteristics

Table 1 depicts some baseline characteristics of the volunteers. It can be appreciated
that fasting plasma glucose was normal, that these volunteers were not particularly
dyslipidemic, and that variables such as SSPG (insulin resistance) spanned a large
range of values, giving good opportunity for looking at various types of correlations. This
table also compares these variables across men and women. In general, men were
heavier, had lower plasma HDL-C, higher plasma triglyceride and apoprotein B

concentrations.

Simple correlation between insulin resistance and classical variables

Correlations were found between insulin resistance (estimated by SSPG) and meal test
excursions (or AUC) for plasma insulin (rho=+0.70; p<0.001) and plasma triglyceride
concentrations (rho=+0.45; p<0.03). As expected, there was also an inverse correlation

between SSPG and plasma HDL-C concentrations (rho=-0.48; p<0.02).

Variation of glucose, insulin and plasma triglycerides during the standardized
meal profile

Figure 1 illustrates the variation in plasma glucose, insulin and triglycerides over the
course of the standardized meal profile both in the insulin-resistant and in the insulin-
sensitive subgroup. Plasma insulin excursions were significantly more important in the

insulin-resistant subgroup (p<0.001; repeated-measure ANOVA) although there was no
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statistically significant intergroup difference for plasma glucose concentration over time
(p=NS; repeated-measure ANOVA). Taken together, these two observations indicate the
existence of an insulin resistance phenomenon in the insulin-resistant subgroup. Plasma
triglycerides were higher in the insulin resistance subgroup than in insulin sensitive
counterparts at baseline and during the meal profile (p<0.01; repeated-measure
ANOVA). We were able to observe a slow but steady increase in plasma triglycerides
over the course of this standardized procedure even though the macronutrient content of
the test meals was not especially rich in dietary fats. In the insulin-resistant subgroup,
plasma triglycerides increased by 60.5£12.5% over the 4-hour meal test, as compared
to 43.3+11.8% in the insulin sensitive subgroup, but this difference was not statistically

significant.

Relationship between postprandial plasma triglycerides and adipose tissue LPL

The degree of postprandial hypertriglyceridemia, as assessed by the AUC, had a
tendency to be inversely correlated to adipose tissue LPL steady-state mRNA levels
(rho=-0.35, p=0.08). However, postprandial hypertriglyceridemia was inversely
correlated with adipose tissue total LPL activity (rho=-0.70, p<0.001; Figure 2) and
adipose tissue heparin-releasable LPL activity (rho=-0.56, p<0.01). Along with these
correlations in the postprandial period, it should be noted that total adipose tissue LPL
activity was positively correlated with the LDL-C to apoB ratio (rho=+0.55, p<0.01) as
well as with the HDL-C to apoA ratio (rho=+0.80, p<0.0001), both measured in the

fasting state.
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Relationship between insulin-mediated glucose disposal and LPL in the
postprandial period

The degree of insulin resistance, measured by SSPG, was inversely correlated to
adipose tissue LPL steady-state mRNA levels (rho=-0.50, p<0.02) and adipose tissue
total LPL activity (rho=-0.48, p<0.02; Fig. 3). Therefore, the more insulin resistant an
individual, the lower the adipose tissue LPL postprandially. This reduction in adipose
tissue LPL was observed both at the level of the mRNA levels as well as the total tissue
catalytic activity. Figure 4 depicts the differences between the insulin-sensitive and the
insulin-resistant subgroups, for the LPL variables measured in this study for the adipose
tissue as well as the postheparin plasma (activity and immunoreactive mass). |t is clear
from these data that only the adipose tissue variables appear to be affected by the

insulin resistance defect.

Relationship between LPL mRNA and activity in adipose tissue

We examined correlations between steady-state mRNA levels and total as well as
heparin-releasable LPL activity in adipose tissue. These correlations were performed in
the entire study sample as well as in the two insulin resistance subgroups. In the whole
study cohort, steady-state mRNA ievels were positively correlated to both the total
(rho=+0.46, p<0.03) and the heparin-releasable (rho=+0.64, p<0.002) LPL activity in
adipose tissue. It is important to pinpoint that the correlation was stronger with the

heparin-releasable LPL activity fraction.

In the insulin sensitive subgroup, the correlation between LPL steady-state mRNA levels
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and total tissue activity was only statistically significant in the insulin sensitive subgroup
(rho=+0.62, p<0.04). No correlation was demonstrated in the insulin-resistant subgroup

(rho=+0.03, p=0.91).
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DISCUSSION

In this study we examined inter-relations between LPL in adipose tissue and plasma,
insulin resistance and plasma triglyceride levels in the postprandial period in a group of
26 healthy volunteers with normal glucose tolerance. Our results clearly show the
important role of insulin resistance on adipose tissue LPL in the postprandial period. Our
decision to measure LPL postprandially is supported by the knowledge that insulin is
specifically an important regulator of adipose tissue LPL after a meal (5). If this adipose
tissue regulation is indeed affected by insulin resistance, our experiments would confirm
that it is intrinsically implicated in the reduced clearance of triglyceride-rich lipoproteins
seen in human beings with impaired insulin-mediated glucose uptake. While there is
some evidence in the literature that such a defect exists in some animal models with
insulin resistance (26,27) as well as humans with various degrees of glucose tolerance
(5,6), our study is the only one that has measured LPL postprandially both in adipose
tissue and in plasma. We have previously shown that postheparin LPL activity, as well
as steady-state LPL mRNA levels, were reduced in individuals with insulin resistance in
the fasting state (13). Because LPL originating from adipose tissue is not generally
recognized as being important in the fasting state, it seemed important to conduct our
experiments after a standardized meal profile. Our experiments are further backed by
the fact that postprandial period plays an important role in the plasma lipoprotein

homeostasis (14,15).

The present study has provided several new and important insights. Firstly, our data
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show clearly that excursions of plasma triglyceride levels during a double-meal test are
well correlated to LPL activity in adipose tissue. The area-under-the-curve for plasma
triglyceride levels was inversely correlated with both total and heparin-releasable LPL
activity in adipose tissue obtained 240 minutes into a standardized meal profile. Of note,
plasma triglycerides excursions were not correlated to plasma postheparin LPL activity
and its correlation with adipose tissue steady-state mRNA levels was only borderline
(p=0.08). One explanation for the latter observation may be that 240 minutes is not
sufficient enough, in human beings, to stimulate transcription of the LPL gene
adequately, and that indeed most of the postprandial increase in adipose tissue activity
could be consequent to a post-traductional regulation as previously shown (10,28).
Alternatively, the lack of correlation between plasma triglycerides and LPL present in the
vascular/plasma compartment (as assessed by the intravenous injection of a high dose
of heparin) suggests that postprandial insulin has a predominant and concentrated effect
locally on adipose tissue. The postprandial stimulation of LPL by insulin does not seem
to modify the amount of LPL that has a potential of migrating throughout the vascular
apparatus for its physiological action. To our knowledge, our study is the first to suggest
the plasma and adipose tissue sets of variables for LPL are indeed dichotomized in the
postprandial period. This phenomenon has been examined and discussed several times
for skeletal muscle vs. adipose tissue (7,29) but, to our knowledge, this is the first time

that such dichotomy is reported for adipose tissue and plasma.

The second part of our experiments examined correlations between LPL variables and

insulin resistance measured as a continuous variable with the insulin suppression test,
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or as a dichotomized variable (insulin-sensitive individuals vs. insulin-resistant). These
analyses revealed that insulin resistance is associated with a postprandial reduction in
LPL steady-state mRNA levels, total tissue activity, and heparin-releasable adipose
tissue activity. Here again, plasma LPL activity in the vascular compartment was in no
instance related to the degree of whole-body insulin mediated glucose uptake. Our
observations therefore confirm that insulin resistance has a direct and selective effect on
the postprandial expression of LPL in adipose tissue only. Given that LPL has a critical
role in clearing triglyceride-rich lipoproteins from circulation postprandially, these
observations provide an explanation of why insulin resistance can lead to fasting and
postprandial hypertriglyceridemia and consequently to the appearance of low HDL and
small dense LDL particles (30,31). This is confirmed, in our study, by the fact that we
observed a positive correlation between adipose tissue LPL activity, measured in the
postprandial period, and the LDL-C to apoprotein B ratio. These data, along with the
ones on MRNA levels from our previous paper in the fasting state (13), suggest that
insulin resistance exerts an effect on adipose tissue LPL expression postprandially and

that this effect most certainly also extends into the postabsorptive period.

Finally, we should not neglect the interesting observation that adipose tissue steady-
state mMRNA levels for LPL were relatively well correlated to total as well as heparin-
releasable adipose tissue activity in the postprandial period (r=+0.46 and +0.64
respectively; p<0.03). This finding is noteworthy because similar correlations were not
observed in adipose tissue and in the postabsorptive state in our previous study (13).

One explanation for this discrepancy could be the fact that plasma insulin concentrations
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have some significant effect on gene expression after a meal even though it is generally
accepted that the regulation is mostly post-transcriptional (10,28). However, it must also
be emphasized that the correlation between tissue mRNA and tissue LPL activity were
generally stronger for the heparin-releasable fraction (r=+0.64) as compared to total
tissue activity (r=+0.46): this suggests that insulin influences maturation of the LPL
molecules as well as their migration to the extracellular/vascular/heparin-releasable
compartment. Among the subgroups of insulin sensitivity, an association between LPL
mRNA and total tissue activity was observed only in the insulin-sensitive subgroup
(r=+0.62 vs. r=+0.03). This observation is not incompatible with the possibility of an
eventual impact of impaired insulin action on the expression of the LPL gene. If the
insulin resistance defect prevents insulin from stimulating the LPL gene, a lesser (or
absent) correlation between steady-state mRNA levels and tissue activity might be

expected.

In conclusion, our study offers new insights on the predominant and selective effect of
insulin resistance on the expression LPL by adipose tissue in the postprandial period. It
also demonstrates that LPL is an important determinant of the severity of the
hypertriglyceridemia in non-diabetic individuals with increasing degrees of insulin
resistance. Giving the fact that this hypertriglyceridemia can lead to the generation of a
highly atherogenic lipoprotein profile (31), our data exemplify how adipose tissue,

through its specific production of LPL, can be pivotal in the insulin resistance syndrome.
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Table 1. Volunteers’ Characteristics.

All Men Women
n 26 14 12
Age (yr) 52+7 53+7 5117
BMI (kg/m?) 28.6+3.6 28.9+26 282+46
Weight (kg) 79.5+124 85.8+10.3 | 72.0+ 10.5**
Waist:hip ratio 0.98 £0.06 1.00+£0.04 | 0.96 +0.08*
Fasting glucose (mmol/L)}] 5.4 +0.7 5.6+0.7 53+0.7
Cholesterol (mmol/L) 5.26 £ 0.63 5.17 £ 0.95 5.37 £0.69
HDL-C (mmol/L) 1.08 £ 0.42 0.84+0.17 | 1.37£0.45*
LDL-C (mmol/L) 3.27£0.81 3.22+0.88 3.34+£0.75
Triglycerides (mmol/L) 210+£1.12 266+1.16 | 1.45+0.64*
Apoprotein B (g/L) 1.17 £0.28 1.27£0.27 | 1.05+0.25*
SSPI (pmol/L) 362 + 127 380 + 129 338125
SSPG (mmoliL) 11.6+4.6 126+ 3.8 10.3+5.3

Mean + SD

* p<0.05 and **p<0.01 compared to men (Mann-Whitney Rank test)
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Plasma glucose, insulin and triglyceride excursions during a 240-minute
metabolic meal profile in study volunteers divided, based on the SSPG obtained during
the insulin suppression test, in insulin-sensitive and insulin resistant volunteers. A
standardized breakfast was administered at 08h00 (T=0 min). “Bx” indicates the time at
which the subcutaneous fat biopsy was performed during the double-meal metabolic

test.

Figure 2. Relationship between AUC-TG (area-under-the-curve of plasma
triglyceride concentration) and total extractable LPL activity in the adipose tissue biopsy
obtained postprandially in the entire study sample (rho=-0.70, p<0.001). One unit of LPL

activity is the number of mmol of NEFA released per hour.

Figure 3. Relationship between total adipose tissue extractable LPL activity and
SSPG obtained with the insulin suppression test in the entire study sample (rho=-0.48,

p<0.02). One unit of LPL activity is the number of mmol of NEFA released per hour.

Figure 4. Comparisons of several LPL variables in adipose tissue and in postprandial
postheparin plasma in insulin-sensitive and insulin-resistant volunteers. LPL variables in
the postheparin plasma as well as the subcutaneous adipose tissue samples were both

measured 240 minutes into the double-meal test procedure.

January 4, 2001
Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



FIGURE 1

12 it
I 10 3 ---@-- - sensitive
3 1 —8—resistant
£ |
E 8]
o .
8 6
Q
3
(V) ‘
s 4
E
g 2
o
0 . ; —
0 60 120 180 240
Time (min)
1000 -
p<0.001
)
©
E
&
£
E
7]
=
-]
E
7]
1]
a

0 60 120 180 240
Time (min)

3 p<0.01

Plasma Triglycerides (mmoliL)

0 60 120 180 240
Time (min)

January 4, 2001
Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.

23



FIGURE 2

4 -
= .
% . rho=-0.70
£° 3 p<0.001
L 4
£ S e
T 2] A
g ™,
> < 0’ .
T . ‘e
<&
51 o3 v,
g ¢ .0 \\ .
< .
0 , . . . .

0 4 8 12 16 20 24
Total tissue LPL activity (Wg)

January 4, 2001
Insuiin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.

24



FIGURE 3

25 4
= rho=-0.48
S04 ¢ p<0.02
=
=
Ak *
- *" .
5 MR *
o * o °
S 10 - ¢ ¢ ® -9
fd -~ .
F . %, . .S. .
s . ¢
o 51
-
0 T T : — T .
0 4 8 12 16 20 24
SSPG (mmolL)

January 4, 2001
Insulin resistance and postprandiai lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



FIGURE 4

20 -

15 -

10 1

O Sensitive subgroup
m Resistant subgroup

Adipose tissue LPL variables

~ ~

p < 0.05

p <0.05

p<0.05

Plasma LPL variables

s N

January 4, 2001

Steady-state  Total LPL Heparin-
mMRNA levels activity (/g) releasable
(AU) LPL (Ug)

Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

PH-LPL PHLPL
activity mass (ng/ml
(Wm) x 50)

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.

26



ABBREVIATIONS
BMI Body mass index
LPL Lipoprotein lipase
mRNA Messenger ribonucleic acid
HDL-C High Density Lipoprotein-Cholesterol
LDL-C Low Density Lipoprotein-Cholesterol
VLDL Very Low Density Lipoprotein
SSPG Steady State Plasma Glucose
SSPI Steady State Plasma Insulin
NEFA Non-Esterified Fatty Acid

January 4, 2001

Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.

27



28

REFERENCES

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Olivecrona T, Bengtsson-Olivecrona G, Chajek-Shaul T, et al. 1991
Lipoprotein lipase: site of synthesis and sites of action. Atheroscl Rev. 22:21-25.
Eckel RH. 1989 Lipoprotein lipase. A multifunctional enzyme relevant to common
metabolic diseases. N Engl J Med. 320:1060-1068.

Taskinen M-R. 1987 Lipoprotein lipase in hypertriglyceridemias. In: Borensztajn
J, ed. Lipoprotein Lipase. Evener Publishers, Inc., Chicago:pp 201-228.

Nikkilda EA, Huttunen JK, Ehnholm C. 1977 Postheparin plasma lipoprotein
lipase and hepatic lipase in diabetes mellitus. Relationship to plasma triglyceride
metabolism. Diabetes. 26:11-21.

Pykalisto OJ, Smith PH, Brunzell JD. 1975 Determinants of human adipose
tissue lipoprotein lipase. Effect of diabetes and obesity on basal- and diet-
induced activity. J Clin Invest. 56:1108-1117.

Taskinen M-R, Nikkild EA, Kuusi T, Harno K. 1982 Lipoprotein lipase activity
and serum lipoproteins in untreated type 2 (insulin-independent) diabetes
associated with obesity. Diabetologia. 22:46-50.

Farese RV, Jr., Yost TJ, Eckel RH. 1991 Tissue-specific regulation of lipoprotein
lipase activity by insulin/glucose in normal-weight humans. Metabolism. 40:214-
216.

Sadur CN, Eckel RH. 1982 Insulin stimulation of adipose tissue lipoprotein
lipase. Use of the euglycemic clamp technique. J Clin Invest. 69:1119-1125.

Ong JM, Kirchgessner TG, Schotz MC, Kern PA. 1988 Insulin increases the
synthetic rate and messenger RNA level of lipoprotein lipase in isolated rat
adipocytes. J Biol Chem. 263:12933-12938.

Semenkovich CF, Wims M, Noe L, Etienne J, Chan L. 1989 Insulin regulation
of lipoprotein lipase activity in 3T3-L1 adipocytes is mediated at post-
transcriptional and post-translational levels. J Biol Chem. 264:9030-9038.
Yki-Jarvinen H, Taskinen MR, Koivisto VA, Nikkila EA. 1984 Response of
adipose tissue lipoprotein lipase activity and serum lipoproteins to acute
hyperinsulinaemia in man. Diabetologia. 27:364-369.

Chen Y-DI, Facchini F, Landau C, Hollenbeck CB, Reaven GM. 1994 Plasma
post-heparin lipoprotein lipase activity is decreased in normal individuals who are
resistant to insulin-mediated glucose uptake. Endocrin Metab. 1:153-158.
Maheux P, Jeppesen J, Azhar S, Chen Y-DI, Reaven GM. 1997 Relationship
between insulin resistance and plasma post-heparin lipoprotein lipase activity and
gene expression of adipose tissue lipoprotein lipase. Diabetologia. 40:850-858.
Patsch JR, Miesenbock G, Hopferwieser T, et al. 1992 Relation of triglyceride
metabolism and coronary artery disease: Studies in the postprandial state.
Arterioscler Thromb. 12:1336-1345.

Karpe F, Steiner G, Olivecrona T, Carlson LA, Hamsten A. 1993 Metabolism
of triglyceride-rich lipoproteins during alimentary lipemia. J Clin Invest. 91:748-
758.

January 4, 2001
Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

29

Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus.
1997 Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus. Diabetes Care. 20:1183-1197.

Blackburn G, Bistrian BR, Maini BS, Schlamm HT, Smith MF. 1977 Nutritional
and metabolic assessment of the hospitalized patient. JPEN: Journal of
Parenteral & Enteral Nutrition. 1:11-22.

Pape ME, Melchior GW, Marotti KR. 1991 mRNA quantitation by a simple and
sensitive RNAse protection assay. Genet Anal Tech Appl. 8:206-213.
Chomczynski P, Sacchi N. 1987 Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phonol-chloroform extraction. Anal Biochem. 162:156-
159.

Nilsson-Ehle P, Schotz MC. 1976 A stable, radioactive substrate emulsion for
assay of lipoprotein lipase. J Lipid Res. 17:536-541.

Panarotto D, Poisson J, Devroede G, Maheux P. 2000 Lipoprotein lipase
steady-state mMRNA are lower in human omental versus subcutaneous abdominal
adipose tissue. Metabolism. 49:1224-1227.

Belfrage P, Vaughn M. 1969 Simple liquid-liquid partition system for isolation of
labeled oleic acid from mixtures with glycerides. J Lipid Res. 10:341-344.
Nilsson-Ehle P, Ekman R. 1977 Rapid, simple and specific assays for
lipoprotein lipase and hepatic lipase. Artery. 3:194-209.

Iverius PH, Brunzell JD. 1985 Human adipose tissue lipoprotein lipase: changes
with feeding and relation to postheparin plasma enzyme. Am J Physiol.
249:E107-E114.

Friedewald WT, Levy R, Fredrickson DS. 1972 Estimation of the concentration
of low-density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the preparative
ultracentrifuge. Clin Chem. 18:499-502.

Feingold KR, Marshall M, Gulli R, Moser AH, Grunfeld C. 1994 Effect of
endotoxin and cytokines on lipoprotein lipase activity in mice. Arterioscler
Thromb. 14:1866-1872.

Grunfeld C, Feingold KR. 1996 Regulation of lipid metabolism by cytokines
during host defense. Nutrition. 12 (1 suppl!):S24-S26.

Ong JM, Kern PA. 1989 Effect of feeding and obesity on lipoprotein lipase
activity, immunoreactive protein, and messenger RNA levels in human adipose
tissue. J Clin Invest. 84:305-311.

Taskinen M-R, Nikkila EA, Nousiainen R, Gordin A. 1981 Lipoprotein lipase
activity in adipose tissue and skeletal muscle of human diabetics during insulin
deprivation and restoration. Scand J Clin Lab Invest. 41:263-268.

Reaven GM, Chen Y-D, Jeppesen J, Maheux P, Krauss RM. 1993 Insulin
resistance and hyperinsulinemia in individuals with small, dense low density
lipoprotein particles. J Clin Invest. 92:141-146.

Laakso M, Sarlund H, Mykkanen L. 1990 Insulin resistance is associated with
lipid and lipoprotein abnormalities in subjects with varying degrees of glucose
tolerance. Arteriosclerosis. 10:223-231.

January 4, 2001
Insulin resistance and postprandial lipoprotein lipase

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



DEUXIEME ARTICLE

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



Lipoprotein Lipase Steady-State mRNA Levels Are Lower in Human Omental
Versus Subcutaneous Abdominal Adipose Tissue

Daniel Panarotto, Jacques Poisson, Ghislain Devroede, and Pierre Maheux

Adipose tissue synthesizes lipoprotein lipase (LPL), which helps in the postprandial clearance of triglyceride-rich lipoproteins.
Because visceral adipose tissue is generally accepted as the most important metabolic tissue, we sought to verify whether
there are regional differences in the expression of LPL. Samples of adipose tissue from subcutaneous and omental fat deposits
were obtained from 20 adults undergoing surgery. Total adipose tissue LPL activity was measured using a conventional
radioactive substrate assay. Steady-state levels of LPL mRNA were assessed using the very sensitive RNase protection assay
technique with 18S ribosomal RNA as an internal control. A correlation was demonstrated between LPL activity levels in
subcutaneous and omental tissue {r = .72; P < .01) and between mRNA levels at both sites (r = .47, P = .04). LPL mRNA levels
were significantly lower in omental compared with subcutaneous depots (omental v subcutaneous, 1.7 = 0.7 v 2.1 = 0.7
arbitrary units [AU] over 18S, P < .05). In paired comparisons, LPL mRNA levels in omental adipose tissue were, on average,
20% * 7% (range, —57% to +9.0%) lower than the levels measured in subcutaneous adipose tissue (P < .05). In conclusion,
these data suggest that subcutaneous adipose tissue is a reliable surrogate of the expression (activity and mRNA) of LPL in

Reproduced with permission of the copyright owner.

omental adipose tissue, even though omental depots express proportionally less LPL than subcutaneous depots.

Copyright © 2000 by W.B. Saunders Company

ECAUSE IT SYNTHESIZES lipoprotein lipase (LPL),
adipose tissue is closely linked to the peripheral metabo-
lism of circulating lipoproteins.! The anatomic distribution of
adipose tissue has attracted much attention during recent years,
having been clearly linked to various metabolic markers?< and a
disposition to develop coronary artery disease.>2 These cross-
sectional data indicating a link between the accumulation of
visceral fat tissue and cardiovascular risk have prompted
numerous hypotheses on the physiologic role of this fat depot.
Visceral adipose tissue, in comparison to the subcutaneous
depot, has been shown to produce more plasminogen activator
inhibitor-1,° more uncoupling protein-2,'° and more type 3
17B-hydroxysteroid deshydrogenase,'! but less leptin.!2 All of
these findings suggest that visceral adipose tissue is uniquely
regulated and that it has intrinsic characteristics possibly
involved in the pathogenesis of obesity, as well as cardiovascu-
lar disease.>® As a consequence, changes in the visceral
expression of LPL could affect both the rate of fat accumulation
and the metabolism of triglyceride-rich lipoproteins.

Studies to ascertain if the expression of LPL is different in
omental and subcutaneous adipose tissue have produced incon-
sistent results. 13 Since adipose tissue LPL plays a pivotal role
in lipid metabolism and is 2 major determinant of the amount of
capillary-anchored enzyme available for the clearance of triglyc-
eride-rich lipoproteins,' it is highly desirable to define how
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LPL is regulated in the two adipose tissue depots. An important
corollary of such uncertainty is that while subcutaneous adipose
tissue is usually the most accessible fat depot in clinical studies.
changes in LPL in that depot might not be representative of
events in intraabdominal adipose tissue.

Our study addresses these issues and shows that (1) LPL
between omental and subcutaneous adipose tissue is well
correlated and (2) there is a significant reduction of LPL
expression in intraabdominal adipose tissue.

SUBJECTS AND METHODS
Study Population

Adipose tissue biopsies were obtained from 20 patients (12 men and
8 women) undergoing elective open-abdominal surgery at the Centre
universitaire de santé de I'Estrie (Sherbrooke, Quebec. Canada). All
patients fasted for at least 6 hours preoperatively. The surgical
procedures included 16 laparotomies for bowel disease, 1 for gyneco-
logic disease, 2 for lysis of abdominal adherence, and 1 for insertion of a
dialysis catheter. One patient had chronic renal insufficiency. A poste-
riori, we found that the inclusion of this particular subject did not affect
the strength of our analyses; therefore, we decided to leave this patient
in the final analysis. All women were postmenopausal, and 5 of the 8
women who participated reported the use of estrogen replacement
therapy. Besides this, no patient was using steroids or any medication
known to affect LPL or lipid metabolism. The study was approved by
the local hospital ethics committee, and all patients provided informed
written consent.

Adipose Tissue Sampling

Biopsies of omental and subcutaneous adipose tissue (2 to 3 g each)
were collected at the start of surgery. To avoid destruction of tissue and
degradation of RNA, cauterization was not used on the biopsy site prior
to sampling. After sampling, specimens were immediately frozen on dry
ice and stored at —~80°C until analysis for steady-state mRNA levels and
total LPL tissue activity.

Measurement of Steady-State LPL mRNA Levels

The concentration of human LPL mRNA was determined with a
RNase protection assay as described previously.? Total cellular RNA
from adipose tissue samples was isolated using a guanidinium thiocya-
nate-phenol technique. Briefly. approximately 100 mg adipose tissuc
was homogenized in 1 mL TRIzol Reagent (GIBCO BRL Life
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ABDOMINAL DIFFERENCES IN ADIPOSE TISSUE LPL

Technologies, Burlington, Ontario, Canada), and the fatty cake resulting
from centrifugation at 4°C and 12,000 X g was discarded before
proceeding with the other steps of the procedure. RNA was subse-
quently hybridized overnight with a molar excess of [32P]-labeled
antisense LPL cRNA transcripts and the housekeeping gene 18S
ribosomal cRNA. The mixture was then digested with RNases Aand T,
and the protected fragments were separated on a 6% acrylamide urea
denaturing gel. After electrophoresis, the gels were quantified using a
Phosphorlmager system (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). The
LPL mRNA content was normalized per unit of 18S ribosomal RNA and
expressed as arbitrary units (AU) of 18S ribosomal cRNA. 20

Measurement of Total Tissue LPL Activity

The total extractable LPL activity was measured as described
previously.® Briefly, approximately 150 mg frozen adipose tissue was
homogenized with a polytron in 300 pL extraction buffer (0.5%
deoxycholate, 0.2 mol/L Tris, 0.25 mol/L sucrose, 15% bovine serum
albumin, 10 U/mL heparin, and 0.02% Nonidet P40, pH 8.6) and
centrifuged for 15 minutes. Samples of the infranatant below the fatty
cake were diluted 1:15 with detergent-free extraction buffer. Aliquots
(100 and 150 pL) were then mixed with 150 uL glycerol-stabilized
[*H]-triolein substrate containing heated human serum, and the mixture
was incubated for 1 hour at 37°C. The results are expressed as
micromoles of nonesterified fatty acid released per hour (or unit) per 1
mg frozen adipose tissue.

Statistical Analyses

Data are the mean * SD unless otherwise indicated. Because of the
relatively small sample size, nonparametric tests were used in all
analyses unless otherwise indicated. A Wilcoxon signed rank test was
used to compare continuous variables on the same individual, and a
Mann-Whitney U rank test was used to compare continuous variables
between sexes. The Spearman test was used to verify correlations. A P
value less than .05 was considered significant. All statistical analyses
were performed with the software StatView 5.0 for Windows (SAS
Institute, Chicago, IL).

RESULTS

Table 1 shows characteristics of the patients according to
gender. No statistically significant differences were apparent

Table 1. Characteristics of the Subjects by Gender

Characteristic Men Women All P

No. of subjects 12 8 20
Age (yr) 58 = 10 62=9 599 NS
BMI (kg/m?) 276 =56 259 *64 269 =58 NS
Subcutaneous
adipose
tissue
Total LPL
activity
(U/mg)
mRNA level
{AU) 2.01 = 0.65
Omental adipose
tissue
Total LPL
activity
(U/mg)
mRNA level
(AU) 1.71x0.84

404=0380 4.67=235 429=161 NS

233*086 214x074 NS

434+095 459=163 444123 NS

1712071 171077 NS

*Men vwomen,
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Fig 1. Relationship between total tissue LPL activity (A} and
steady-state LPL mRNA concentrations (B) within subcutaneous or
omental adipose tissue depots.

between men and women according to age or body mass index
(BMI), nor were there any differences in LPL activity or
steady-state mMRNA between omental and subcutaneous adipose
tissue.

LPL activity and steady-state levels of LPL mRNA were well
correlated between subcutaneous and omental adipose tissue
(Fig 1). The correlation coefficient was .72 and .47 for LPL
activity and LPL mRNA levels, respectively. LPL activity was
similar in both depots (4.3 * 1.6 U/mg in subcutaneous tissue v
4.4 * 1.2 U/mg in omental tissue, P = NS by Mann-Whitney U
rank sum test), but mRNA levels were significantly reduced in
omental adipose tissue (2.1 *= 0.7 AU) compared with subcuta-
neous tissue (1.7 * 0.7 AU, P = .008 by Mann-Whitney U rank
sum test) (Fig 2). This difference in LPL mRNA levels was
present in both genders (data not shown). However, in this
gender-stratified analysis, the statistical significance was lost in
men but maintained in women (P = .13 for men and P < .05
for women).

Finally, we explored the relationship between total tissue
LPL activity and mRNA levels in both subcutaneous and
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omental adipose tissue. There was no correlation between these
variables in either adipose tissue depot (P > .05 by Spearman
test; data not shown).

DISCUSSION

There have been few published studies on the relationship of
variables such as metabolic activity or mRNA levels between
the omental and subcutaneous fat depots for the purpose of
establishing whether subcutaneous tissue is a dependable surro-
gate for the less accessible visceral tissue. The fact that
subcutaneous adipose tissue is usually not considered as
important metabolically as visceral tissue has probably contrib-
uted to this situation.>* However, there are indications that
some metabolic variables in subcutaneous adipose tissue corre-
late with plasma lipid and insulin concentrations,?! as well as
with some variables of visceral obesity as measured by com-
puted tomography.22 Our study supports these data by demon-
strating that abdominal subcutaneous adipose tissue expresses
LPL and that there are clear correlations for LPL between the
subcutaneous and omental fat depots. If we do not take into
account the relative volume of both fat depots, it is therefore not
excluded that subcutaneous tissue can also theoretically contrib-
ute, via its LPL synthesis, to the overall metabolism of
lipoproteins.

In this study, total extractable LPL activity did not differ
between the two adipose tissue regions, but steady-state LPL
mRNA levels were lower in omental versus subcutaneous
adipose tissue. While some studies have compared LPL be-
tween subcutaneous and omental adipose tissue, the majority
have measured either the activity!>'8 or the mRNA level of LPL
alone.'2* Only the study by Fried et al'* measured both
variables in the two adipose tissue regions. However, in this
study, adipose tissue from morbidly obese individuals (mean
BM], 48 kg/m?) was placed in organ culture for 7 to 8 days.
Under these conditions, there was less LPL mRNA and less LPL.
activity in response to insulin in omental adipose tissue; the
basal LPL activity in each depot was not compared. but was
shown to be unchanged in a prior study from the same group.!’
In the other studies that measured LPL activity alone, there was

PANAROTTO ET AL

either higher!5-!¢ or lower'® LPL activity in visceral compared
with subcutaneous adipose tissue. The reasons for these discrep-
ancies are not clear, but could be related to the fact that (1) it is
sometimes the total extractable or heparin-releasable fraction
that is assayed, and (2) LPL activity is expressed using various
denominators such as cell surface area or tissue weight. While
none of these denominators are perfect, we decided to express
our activity data per whole tissue weight unit, the commonest
denominator used in the literature. However, we are well aware
that omental fat cells of women tend to be smaller and that the
LPL activity per cell can actually be lower.!” This argument
would concur with lower levels of LPL mRNA in the omental
adipose tissue of women.

Despite the similar LPL activity, we found lower steady-state
LPL mRNA levels in omental versus subcutaneous adipose
tissue. Two other studies besides the one from Fried et al'? have
examined this question, but none were able to detect any
difference for LPL mRNA levels between visceral and subcuta-
neous adipose tissue.'>!* The reasons for these contrasting
results are not clear, but could be due to the fact that mRNA was
measured using a semiquantitative reverse transcriptase—
polymerase chain reaction technique that can be less exact
under certain circumstances® or that the size of their study
sample was too small. The fact that Fried et al'? found a
significant difference with a less sensitive Northern blot analy-
sis suggests that the observed differences might have been
underlined by the fact that the study sample included only
morbidly obese individuals. Eckel?* had indeed previously
shown that the higher the BMI, the higher the adipose tissue
activity. It is of interest that in our study and that of Fried et al'?
the difference in LPL mRNA levels was apparent in women
only. The pathophysiologic relevance of such a finding is
slightly beyond the scope of this report, but may indicate that
visceral adipose tissue LPL in women is less responsive to
physiologic stimuli such as insulin and glucocorticoids.

Although LPL mRNA levels were lower in omental adipose
tissue, LPL activity was essentially the same at both sites.
Furthermore, there was no correlation between total tissue LPL
activity and steady-state mRNA levels in either of the adipose
tissue depots. Given the variety of opportunities for posttranscrip-
tional regulation of LPL.2528 it is perhaps not surprising that
mRNA concentrations have little to do with the total tissue LPL
activity.?? Qur group®® and others* have previously reported a
similar lack of correlation. We assessed neither the changes in
the intracellular partition of LPL nor the exact proportion of
active to nonactive LPL molecules in the two fat depots. It
remains plausible, therefore, that a reduced transcription of LPL
in visceral adipose tissue may result in an altered intracellular
partitioning of LPL., as well as changes in active LPL anchored
on capillaries in the vicinity of this intraabdominal adipose
tissue.

The fact that our study population included subjects from
both genders, one patient with renal insufficiency, and some
postmenopausal women should not preclude us from generaliz-
ing our findings to a larger population. As mentioned earlier. the
inclusion of one patient with renal insufficiency did not impact
our analyses in any way. More specifically. our sample has
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given us the opportunity to study correlations over a 3- to 4-fold
range of variation for any of the LPL variables (activity or
mRNA). Despite this fact, we were still able to discern clear
differences for LPL mRNA between the two fat depots, a
finding corroborated by one other group.!?

In conclusion, our data demonstrate that subcutaneous and
omental LPL are positively correlated, and a subcutaneous
abdominal fat biopsy can be a reasonably good surrogate for

1227

omental adipose tissue. Alternatively, we have also shown that
steady-state mRNA levels for LPL were significantly reduced in
omental compared with subcutaneous fat of nondiabetic individu-
als. The physiologic relevance of this finding in conditions
associated with insulin resistance remains to be elucidated, but
the regional difference in LPL mRNA abundance indicates that
adipose tissue of different depots may not contribute to serum
LPL in the same proportion.
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DISCUSSION

Ce doctorat s’est intéressé a la relation entre la résistance a I’insuline et la lipoprotéine lipase
adipocytaire dans la période postprandiale. La réponse a notre question de recherche s’est élaborée au
travers de deux articles. Dans le premier, nous avons vérifié I’hypothése principale selon laquelle 1a
résistance a I’insuline est associée 4 une diminution de I’activité de la LPL dans le tissu adipeux chez
des individus en santé en période postprandiale. Nos résultats montrent que le phénoméne de résistance
a D’insuline est associé a une diminution de la LPL dans le tissu adipeux. La deuxiéme étude visait a
comparer les variables concernant la LPL du tissu adipeux sous-cutané abdominal a celles du tissu
viscéral, les anomalies métaboliques attribuées a cette derniére étant classiquement associées avec les
maladies cardio-vasculaires. Les données obtenues dans ce dernier travail montrent qu’il existe une
corrélation positive entre Pactivité et les niveaux d’ARNm de la LPL des tissus sous-cutanés
abdominal et viscéral. Pris dans leur ensemble, ces résultats pointent vers la diminution de la LPL du
tissu adipeux comme une cause importante de I’hypertriglycéridémie associée au syndrome de

résistance a I’insuline.

Avant d’aborder la discussion des résultats proprement dits, nous considérons important de commenter
quelques caractéristiques générales de notre échantillon. Notre population de référence était composée
d’environ 600 sujets ayant au moins un facteur de risque pour le diabéte. Tous ont passé un test de
tolérance au glucose pour dépister la maladie. Plusieurs de ces individus étaient diabétiques de type 2 et
intolérants au glucose, deux conditions accompagnées d’une résistance a Pinsuline. Afin qu’une

corrélation entre résistance a P’insuline et LPL puisse étre détectée, il était important que les sujets
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sélectionnés aient des valeurs de «steady-state plasma glucose» (SSPG)’ situées sur tout le continuum
de la variable. Il était aussi important de s’assurer que I’hyperglycémie (4 jeun ou postprandiale) ne soit
pas une variable confondante. Par conséquent, nous nous sommes assurés d’obtenir un échantillon
adéquat en sélectionnant des individus présentant un test de tolérance au glucose normal, lesquels sont
moins résistants a I'insuline que les intolérants au glucose et les diabétiques de type 2. Nous pouvons
constater, par la Figure 6, que cette stratégie d’échantillonnage nous a permis d’avoir des participants
ayant des valeurs de SSPG distribuées sur une large échelle, variant de trés sensibles a trés résistants a

Pinsuline.

Figure 6 Distribution du SSPG
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¢ Le SSPG représente la moyenne des glycémies obtenues durant les 30 derniéres minutes du test de suppression a I'insuline. Plus le SSPG est élevé, plus

I'individu est considéré résistant a ["insuline.
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La définition de résistance a I’insuline est controversée autant sur le plan physiopathologique que sur le
plan épidémiologique. Plusieurs tests sont couramment utilisés pour mesurer la résistance a I’insuline
mais le clamp euglycémique hyperinsulinémique demeure 1’étalon.'®* D’autres méthodes sont le test de
tolérance intraveineuse a I’insuline, le « minimal model », le modéle HOMA, et le test de suppression a
I’insuline.'®>'8 Ce dernier est relativement simple a réaliser, demande moins d’expertise et est moins
coliteux que le clamp euglycémique hyperinsulinémique tout en ayant une excellente corrélation avec
ce dernier."®” Pour ces raisons, ce test est largement utilisé pour I’évaluation de la résistance  1’insuline
in vivo et a été utilisé dans notre étude. En effet, autant le clamp euglycémique hyperinsulinique et le
test de suppression & I’insuline, sont des tests reproductibles, mais ont le désavantage d’étre longs a
faire et relativement coiiteux.'®® Dautres tests, comme le modéle HOMA, sont rapides, peu coiteux,

mais leur validité et leur reproductibilité sont relativement discutables.'®

Donc, il n’existe pas de
méthode de quantification de la résistance a I’insuline qui soit, en méme temps, d’application peu
laborieuse, peu colteuse, rapide et fiable. Pour cette raison, la résistance a I’insuline n’est pas mesurée
a large échelle et il manque d’études épidémiologiques pour définir la normalité. Faute d’avoir une
meilleure définition, 1’approche classique est de classifier les individus par la médiane, ou en tertiles et
quartiles de la variable qui représente la résistance a I'insuline. Notre étude n’échappe pas a ces
contraintes et nous avons utilisé une approche semblable pour classifier nos volontaires, c’est a dire que
nous les avons séparés selon la médiane du SSPG. Bien que cette définition de résistance a I’insuline
soit tout a fait arbitraire, elle n’est pas dépourvue de signification clinique. En effet, lorsque nous
évaluons le profil métabolique postprandial de nos volontaires nous constatons qu’ils présentent des

anomalies caractéristiques du syndrome métabolique,®?%4%-1%8

telles qu’illustrées dans la figure 1,
premier article. Nous pouvons constater que les individus résistants a I’insuline présentent des valeurs
plus élevées d’insuline et de triglycérides aprés un repas. Par ailleurs, leur courbe de glycémie est

identique a celle des individus sensibles a I’insuline, ce qui atteste de leur normalité en ce qui concerne
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la tolérance au glucose. En outre, nos volontaires étaient des individus avec un age moyen de 52 ans,

avaient un IMC moyen de 28.6 kg /m? et n’étaient pas forcement hyperlipidémiques (tableau 1, premier

article).

Ceci dit, nous pouvons passer a la discussion de nos résultats. La majorité des variables impliquées
dans les analyses des objectifs de cette thése ont été mesurées sur une échelle continue. Donc, nous
avons vérifié I’association entre elles par des corrélations. Les résultats de ces analyses montrent qu’en
général, plus un individu est résistant a I'insuline, plus la LPL adipocytaire est basse. Plus
spécifiquement, les taux d’ ARNm ainsi que I’activité enzymatique totale et reldchée par ’héparine sont
négativement corrélés avec la résistance a l’insuline, mesurée ici avec le test de suppression a
I’insuline. Les coefficients de corrélation obtenus par le test de Spearman varient de 0,48 & 0,55 et sont
statistiquement significatifs & une valeur p < 0,02. D’un point de vue statistique, ces associations ne
nous permettent pas d’établir une relation de cause a effet entre les variables étudiées. Cependant, la
connaissance de la physiologie de la LPL nous permet d’inférer que c’est la résistance a I'insuline qui
influence ’enzyme et non le contraire. Toutefois, il est possible qu’un troisiéme €lément puisse étre
associé avec chacune des variables impliquées dans la corrélation. A cet égard, il est important de
considérer le degré d’obésité, mesuré dans notre étude par I'IMC, comme une variable confondante
potentielle. En effet, 'IMC est classiquement comrél€ a la fois avec la LPL adipocytaire et la résistance
a I’insuline.** Nous avons donc construit un modéle de régression linéaire dans lequel I’inclusion de
I'IMC n’a pas influencé la corrélation entre la résistance a I’insuline et les variables enzymatiques
adipocytaires (données non montrées). Ces analyses supportent I’hypothése que la présence d’une
résistance a I’insuline provoque une diminution de la quantité de I’enzyme LPL active au niveau de

I’adipocyte.
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Comme alternative pour les analyses de corrélations, nous avons comparé les moyennes des variables
enzymatiques adipocytaires de la LPL entre les individus sensibles et résistants a I'insuline. Pour ce
faire, nous avons analysé la résistance & I’insuline comme une variable dichotomique, tout en étant
conscients que cette approche statistique est moins puissante que I’analyse corrélationnelle des
variables sur une échelle continue. Avec le test de Mann-Whitney, I’activité enzymatique totale, celle
relichée par I’héparine ainsi que les niveaux d’ARNm étaient diminuées chez les individus résistants
par rapport aux sensibles & I'insuline. (Figure 4, premier article). Considérant les deux approches
utilisées, les résultats globaux de ce premier groupe d’analyses répondent au premier objectif proposé
par ce travail et confirment notre hypothése principale selon laquelle I’adipocyte, en condition de

résistance a I’insuline, présente une diminution de I’activité de la LPL en période postprandiale.

Bien que le SSPG soit corrélé avec les taux d’ARNm et Iactivité de la LPL, aucune association n’a pu
étre observée avec la masse immunoréactive tissulaire de la LPL (résultats non montrés). De plus, la
masse immunoréactive de LPL dans I’adipocyte n’est corrélée ni avec I’activité de I’enzyme ni avec les
taux d’ARNm. Nous envisageons deux possibilités pour expliquer I’absence de ces corrélations. Tout
d’abord, il est possible que la traduction des molécules d’ARNm en molécules de LPL ne soit pas
uniforme entre les individus entrainant I’absence de corrélation entre les niveaux d’ARNm et la
quantité de LPL. Puisque I’augmentation de activité de la LPL chez les sujets sensibles a I’insuline ne
doit pas passer par la synthése (manque de corrélation entre résistance a I’insuline et la masse
immunoréactive, manque de corrélation entre ARNm et la masse immunoréactive), on peut supposer
que le méme facteur modulateur (insuline) stimule PARNm et I’activité de I’enzyme de fagon
indépendante de la quantité de protéine dans la cellule. Une deuxiéme explication est celle liée au fait
que l'analyse semi-quantitative de la masse immunoréactive réalisée par la méthode

d’immunobuvardage de type Western n’ait pas eu la sensibilité suffisante pour déceler de petites
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différences entre les échantillons. En effet, ’utilisation de la technique d’immunobuvardage de type
Western n’utilise qu’un seul anticorps spécifique et est plusieurs fois moins sensible quun ELISA
utilisant deux anticorps dirigés contre des épitopes protéiques distincts. Ce manque de sensibilité aurait
pu masquer une corrélation existant entre la quantité de LPL et 1) les niveaux d’ARNm de la LPL ou 2)

la résistance a I’insuline.

Par contre, nous avons trouvé une corrélation entre les niveaux d’ARNm et I’activité¢ de la LPL dans
I’adipocyte. Plus important, les niveaux d’ARNm corrélent mieux avec I’activité de la LPL relachée
par ’héparine qu’avec I’activité enzymatique totale. Ces résultats nous suggérent que dans la période
postprandiale, plus les niveaux d’ARNm augmentent plus il y a de I’enzyme active dans ’adipocyte et
vice versa. Ces données sont intéressantes face a la constatation que la dissociation entre les taux
d’ARNm et Pactivité enzymatique dans 1’adipocyte est une trouvaille constante dans plusieurs études
publi€es dans la littérature. Il est donc possible que, aprés un repas, la machinerie intracellulaire agisse
en unisson pour maximiser la quantité de LPL active dans le compartiment endothélial, ou elle serait
disponible pour dégrader les triglycérides des lipoprotéines plasmatiques. Les données discutées dans

ce paragraphe répondent au deuxiéme objectif de cette thése.

En régle générale, nos données sont corroborées par les résultats d’autres études. Cependant, il faut
noter que, chez le rat, I’'induction d’une résistance & I’insuline par une dicte riche en graisses provoque
une augmentation, plutét qu'une diminution de la LPL adipocytaire.l”’m Bien qu’il soit clair que la
LPL adipocytaire ne se comporte pas de fagon semblable chez le rongeur et chez ’humain, les raisons
de cette disparité ne sont pas claires. Boivin er al. '® proposent que les changements morphologiques
des adipocytes suite a la prise de poids pourraient expliquer la résistance de la LPL & P’action de

®
I’insuline. Puisque leurs animaux nourris avec une diéte riche en graisses n’avaient pas pris plus de
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poids que les animaux du groupe témoin, la LPL adipocytaire ne serait pas assujettic aux effets
nuisibles de la résistance a I’insuline. Cette hypothése n’est cependant pas appuyée par les données de
Kusunoki er al.,'® dont les rats résistants 4 I’insuline présentaient une augmentation de la LPL
adipocytaire en période postprandiale, ceci malgré un poids élevé par rapport aux animaux témoins.
Nos données ne supportent pas cette hypothése non plus car I'IMC ne modifie pas la relation entre la
résistance a I’insuline et la LPL adipocytaire chez nos volontaires. Comme autre alternative, Boivin et
al.'® suggérent que le temps d’exposition 2 la résistance a I’insuline pourrait déterminer son effet sur la
LPL adipocytaire. Il semble également nécessaire de considérer la possibilité que les effets de
I’insuline - et de la résistance a I’insuline - chez les rongeurs et I’étre humain sont fondamentalement

distincts. Les causes de ces différences pour la LPL demeurent cependant un mystére.

Des études chez ’homme montrent des résultats divergents. L’activité de la LPL dans le plasma post-
héparine semble étre diminuée chez les individus résistants a I’insuline.'*"'®” Par contre, dans plusieurs
études, lactivité de l’enzyme dans le tissu adipeux n’était pas corrélée avec la résistance a
I’insuline.'**'*” Ces études ont cependant ét¢ menées chez des individus 2 jeun, une période
caractérisée par un faible taux plasmatique d’insuline. Dans un article de revue, Eckel e al.'®® ont
compilé les données de plusieurs études pour arriver a la conclusion que plus I’individu est résistant a
I’insuline, moins la LPL adipocytaire répond & une stimulation insulinique. Ces données sont
également en accord avec les résultats obtenus chez des individus obéses, dont la réponse de la LPL
adipocytaire a I’insuline ou a la prise d’un repas est amoindrie, et ce malgré une activité enzymatique
accrue a jeun.**"”” Récemment, Maheux ef al."" ont vérifié les niveaux d’ ARNm, la masse protéique et
I’activité totale de la LPL adipocytaire chez un groupe de 19 hommes en santé. Dans cette étude, la
résistance a I'insuline était inversement corrélée avec les niveaux adipocytaires d ARNm (r=-0,68

p<0.001), mais pas avec la masse immunoréactive ni avec I’activité adipocytaire totale de I’enzyme.
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L’activité de la LPL relichée par I’héparine au niveau de I’adipocyte n’a pas été mesurée dans cette
étude. Dong, il semble que chez des individus a jeun, la résistance a I’insuline provoque une diminution
des ARNm de la LPL dans I’adipocyte mais que cette diminution ne se refléte pas par une moindre
activité enzymatique. Il y a donc une dissociation entre la production d’ARNm et la quantité finale
d’enzyme active dans I’adipocyte des individus & jeun. Par contre, dans I’état postprandiaL il semble y
avoir harmonie entre la production d’ARNm et I'activation de I’enzyme. En effet, dans I’état
postprandial, la résistance & I’insuline diminue ’ARNm de la LPL dans I’adipocyte, I’activation de
I’enzyme et sa translocation vers le compartiment endothélial. De plus, les niveaux d’ARNm et les
activités enzymatiques totale et relichée par ’héparine sont corrélées dans notre étude alors que ces

variables ne montraient pas de relation dans I’étude de Maheux et al.!' faite 4 jeun.

Il faut souligner que les volontaires étudiés par Maheux et al.'' et les nétres n’étaient pas tout 2 fait
comparables, bien que nous ne puissions pas déterminer avec précision si les différences sont
statistiquement significatives (Tableau 3). En général, nos volontaires semblent étre plus obéses, plus
hypertriglycéridémiques et plus résistants a I'insuline que ceux étudiés par Maheux ef al.'' mais nous
ne croyons pas que ces différences aient pu influencer la relation entre la résistance a I’insuline et la
LPL adipocytaire. Toutefois, la différence majeure entre les deux études concerne a I’inclusion
d’individus du sexe féminin. En effet, ’étude de Maheux et al.'' n’a évalué que des hommes alors que
notre échantillon comportait 46% de femmes. Comme nous discuterons plus tard, quelques corrélations
trouvées dans notre étude étaient significatives exclusivement chez les femmes. Ce fait pourrait,
théoriquement expliquer les différences entre les deux études concernant la relation entre la résistance a

I’insuline et I’activité lipasique adipocytaire.
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Tableau 3. Comparaison entre ’étude de Maheux et al. et 1a notre.

Etude de Maheux'' (n=19) Notre étude

Sexe 19H 14H/12F
Age (années) * 56+9 52+7
IMC (kg/m?) * 26,5 + 3,4 28,6 3,6
Triglycérides (mmol/l) * 1,3+06 2,1+1,1
SSPG (mmol/l) * 84+43 11,6 £4,6
Glucose (mmol/]) * 5,3+0,7 5,6 £0,7

* Moyenne + écart-type.

L’interprétation des résultats de notre étude et de celle de Maheux et al.'' nous permet d’avancer
plusieurs hypothéses sur le mécanisme par lequel la résistance a I'insuline est associée a une
diminution de LPL au niveau de I’adipocyte. Dans la période postprandiale, le défaut d’action de
I’insuline sur I’adipocyte serait associé avec des niveaux d’équilibre d’ARNm de la LPL plus faibles
chez les individus résistants a I’insuline. Nous pouvons envisager deux mécanismes pour expliquer cet
effet. Tout d’abord, la résistance a ’insuline peut avoir un effet direct sur le géne de la LPL, inhibant
ainsi sa transcription. Alternativement, la présence d’une résistance a I’action de I’insuline pourrait
causer une dégradation plus rapide des ARNm de la LPL. Il n’y a malheureusement pas d’éléments
dans notre étude permettant de favoriser 'une ou I'autre des ces hypothéses - il s’agit de limites
attendues d’études faites chez I’humain. Il faut donc retourner & des données de la littérature animale
ou in vitro pour appuyer ou non 1’un de ces deux concepts. A notre connaissance, deux études ont
mesuré directement le taux de transcription du géne de la LPL par I’insuline, et leurs résultats sont
concordants: P'insuline ne semble pas avoir d’effet mesurable sur la transcription du géne de la
LPL."7!* Par exclusion, on en conclut que I’insuline améne une augmentation des niveaux d’équilibre

des ARNm par des modifications post-transcriptionnelles, c’est-a-dire par une stabilisation accrue des
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molécules &’ ARNm, augmentant ainsi leur demi-vie."** Aucune étude n’a toutefois fourni de preuves

directes capables de soutenir cette hypothése. Curieusement, Semenkovich et al."*’

ont montré que la
demi-vie des ARNm de la LPL n’était pas modifiée par I'insuline sur une période de 48 heures. En
conclusion, il n’est pas encore possible d’élucider avec certitude les mécanismes par lesquels la
résistance a I’insuline méne & une plus faible quantité de molécules d’ARNm de la LPL au niveau de
I’adipocyte dans le syndrome de résistance a ’insuline. Il n’en demeure pas moins que, chez ’homme,
le phénoméne est observé 4 la fois 4 jeun'' et en période postprandiale (dans notre étude). De surcroft,
nos données suggeérent que ce phénoméne est indépendant des niveaux plasmatiques de glucose,
puisque notre étude a été faite chez des volontaires humains avec une tolérance au glucose normale.
Théoriquement, il est donc possible que la moindre quantité d’ARNm soit causée par un défaut
d’action de P’insuline sur I’adipocyte ou par ’hyperinsulinémie ambiante. Cette derniére hypothése est

cependant moins vraisemblable puisque aucune donnée n’a démontré que Pinsuline diminuait

directement les concentrations d’équilibre d’ARNm de la LPL.

Quelle qu’en soit la cause, il est probable que la différence des niveaux d’équilibre de ’ARNm de la
LPL retrouvée entre les individus résistants et sensibles & ’insuline soit durable, puisque leur demi-vie
est longue (environ 48 h)."*” En d’autres mots, si la résistance a I’insuline est associée avec des niveaux
d’équilibre ’ARNm plus faibles dans la période postprandiale, il est probable que cet effet soit
toujours présent méme 2 jeun, comme dans I’étude de Maheux er al.'' Ainsi, méme dans la période
postprandiale, lorsque les taux plasmatiques d’insuline sont élevés, le défaut de I’action de I'insuline
sur ’adipocyte pourrait continuer d’empécher la maturation et la translocation des molécules de LPL
vers le compartiment endothélial. Ce phénoméne pourrait étre de plus en plus important & mesure que
la résistance a P'insuline s’aggrave. Evidemment, lorsque les taux d’insuline sont faibles, comme en

période de jeline, la maturation et la migration de la LPL vers le compartiment endothélial pourrait étre
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moins efficace et ce, indépendamment des niveaux d’ARNm. Les hypothéses proposées ci-dessus
pourraient théoriquement expliquer plusieurs corrélations retrouvées dans notre étude: SSPG vs activité
totale de la LPL; SSPG vs activité relachée par I’héparine; SSPG vs ARNm ; ARNm vs activité de la

LPL totale et relachée par I’héparine.

Méme si nous ne ’avons pas décrit dans notre article principal, nous avons réalisé un autre groupe
d’analyses concernant la relation entre la LPL adipocytaire et la LPL dans le plasma post-héparine.
Classiquement, il est reconnu que les particules riches en triglycérides sont dégradées par les molécules
de LPL tapissant la surface endothéliale et dont I’activité peut étre mesurée dans le plasma aprés une
injection d’héparine. Il est donc important de savoir quelle est la contribution de la LPL adipocytaire a
Pactivité mesurée dans le plasma post-héparine (LPL PH). Notre hypothése & ce sujet était que
Iactivité de I’enzyme dans I’adipocyte contribuait majoritairement a I’activité de la LPL PH en période
postprandiale. Une forte corrélation entre les deux variables devrait donc confirmer notre hypothése.
En effet, 1a corrélation entre la LPL adipocytaire totale et la LPL du plasma post-héparine était positive
et statistiquement significative (Rho = 0,58; p = 0,008). Toutefois, lorsque nous réalisons une analyse
de régression linéaire, nous constatons que la LPL adipocytaire n’explique que 34 % de la variabilité de
la LPL PH. Selon ces analyses, la LPL adipocytaire contribue donc de maniére significative & la LPL
PH. Comme la masse musculaire est quantitativement importante, nous pouvons inférer que le muscle
contribue aussi significativement a la LPL PH. Il est possible qu’a I’état postprandial, la LPL
adipocytaire augmente et contribue de facon prédominante 4 la LPL PH. 1l nous est malheureusement

impossible de confirmer cette hypothése, la LPL musculaire n’ayant pas été mesurée dans notre étude.

L’objectif ultime dans 1’étude de la relation entre résistance a I’insuline et activité de la LPL dans le

tissu adipeux est de savoir si ces anomalies ont une répercussion sur le métabolisme des lipides. Le
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troisiéme objectif de cette thése était donc de vérifier la relation entre les triglycérides plasmatiques et
la variable LPL sous ses différentes formes. Les résultats de notre derniére série d’analyses montrent
que les triglycérides postprandiaux, tels que mesurés par la surface sous la courbe des triglycérides
aprés un repas, présentent une corrélation négative avec toutes les variables enzymatiques
adipocytaires, hormis la masse immunoréactive. (Figure 2, premier article) Parmi toutes ces
corrélations, 1a relation entre I’activité totale de la LPL adipocytaire et les triglycérides postprandiaux
est la plus forte (Rho = 0,70; p <0,0001). 11 faut remarquer que I’activité adipocytaire totale de la LPL
est reliée de fagon indépendante aux triglycérides plasmatiques méme lorsque nous tenons compte des
variables confondantes comme la résistance & I’insuline, le sexe, et 'IMC ou le poids. Ces résultats
montrent que la LPL adipocytaire est un déterminant majeur de la concentration plasmatique de

triglycériques et répondent au troisiéme objectif spécifique proposé dans cette thése.

Comment la LPL adipocytaire peut donc contribuer a la dégradation des triglycérides plasmatiques si
elle n’explique, dans les faits, que 34% de la variation de la LPL relichée dans le plasma par
I’héparine? Notre hypothése, a cet effet, est que I'insuline favorise spécifiquement I'action de la LPL
accrochée a I’arbre vasculaire aux abords du tissu adipeux et que son effet dans d’autres organes serait
minime dans la période postprandiale. Cette hypothése est trés excitante face & la découverte récente
que P'insuline agit spécifiquement sur les cellules endothéliales présentes dans le tissu adipeux pour
provoquer la reldche d’une substance qui favorise la sécrétion des molécules de LPL par I’adipocyte.”
Cet effet s’ajouterait ainsi & d’autres actions connues de I’insuline sur la LPL adipocytaire comme
PPaugmentation des ARNm, la synthése, la maturation et la sécrétion. Les effets globaux de I'insuline
sur la LPL adipocytaire permettraient donc aux triglycérides d’étre préférentiellement entreposés dans

le tissu adipeux en période postprandiale.
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Bien que non incluses dans notre premier article, certaines analyses de nos données ont été répétées en
considérant le fait que nos volontaires incluaient des hommes et des femmes. Nous avons été surpris de
constater que plusieurs corrélations, significatives chez les femmes, disparaissaient complétement chez
les hommes (Tableau 4). Quelques exemples de ces corrélations sont les suivants: entre I’ARNm de la
LPL et P'activité totale de la LPL dans 1’adipocyte; I’activité totale de la LPL dans I’adipocyte et
’activité de la LPL dans le plasma post-héparine; les triglycérides postprandiaux et, d’une part les
variables adipocytaires de la LPL (ARNm, activité totale et relichée par I’héparine), d’autre part
P’activité de la LPL dans le plasma post-héparine. Nous pourrions, par exemple, interpréter la meilleure
corrélation entre les ARNm et I’activité tissulaire chez la femme comme une maturation plus efficace
des molécules de LPL dans le tissu adipeux. Alternativement, I’enzyme produite dans les adipocytes
des femmes semble en meilleur lien avec la LPL plasmatique post-héparine (corrélation LPL
adipocytaire vs LPL PH). Finalement, chez les femmes, la LPL semble étre plus efficace pour dégrader
les triglycérides plasmatiques dans la période postprandiale comme la corrélation entre LPL PH ou

LPL adipocytaire totale et les triglycérides postprandiaux était plus forte que chez les hommes.

Nous sommes conscients que notre étude n’a pas été congue pour vérifier des différences éventuelles
entre les sexes et que les données dérivées a posteriori de ces analyses doivent étre interprétées avec
précaution. I1 n’en demeure pas moins que ces résultats sont intéressants et suggérent que la modulation

de la LPL pourrait étre distincte chez les femmes et chez les hommes.

Il est bien connu que I’activité de la LPL dans les différents dépdts graisseux differe entre les hommes
et les femmes.'” Toutefois, trés peu d’études ont évalué les mécanismes spécifiques de cette
divergence. A notre connaissance, aucune étude n’a exploré le type de différence entre les sexes

observée dans notre article. Les mécanismes impliqués dans cette modulation de la LPL spécifique au

62

Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.



sexe ne sont pas clairs. Nous pouvons néanmoins tenter d’avancer que les femmes tireraient peut-étre
un avantage d’un point de vue évolutif & manipuler adéquatement les réserves de graisses, puisque cette
précieuse source d’énergie est essentielle  la fertilité, la grossesse et I’allaitement. La dichotomie de la
modulation de la LPL entre les sexes pourraient contribuer théoriquement aux différences du profil

lipidique entre les hommes et les femmes pré-menopausées.

Ces données renforcent I’idée que le comportement du tissu adipeux est physiologiquement distinct
entre les sexes. En effet, la leptine, une protéine produite par les adipocytes et impliquée dans la
modulation de I’appétit, est trois fois plus élevée chez les femmes que chez les hommes. De plus, nous
avons démontré récemment que cette protéine est diminuée chez des individus ayant une anomalie du

métabolisme du glucose, et ce exclusivement chez les femmes (annexe).

Tableau 4. Corrélations ayant un résultat différent dépendamment du sexe.

ARNm (UA)  LPL PH (U/ml) SSC-TG
F M F M F M
LPL-A totale (U/g) 0,89%** 0,01  0,83** 0,07  -0,82** -0,50
LPL-ARH (U/g) 060* 061* 058 001 -0,58* -024
LPLPH (U/ml)  0,86** 0,05 - -0,76* -0,33
ARNm (UA) - - 0,86** 0,05  -0,81%* -0,08

t

LPL-A: lipoprotéine lipase adipocytaire; RH: relichée par I’héparine; PH: post-héparine

Rho de Spearman.  *p < 0,05; ** p<0,005; *** p <0,0005

Notre premiere étude a démontré que la LPL adipocytaire est diminuée en cas de résistance a I'insuline

et suggére que cette anomalie soit partiellement responsable de I’hypertriglycéridémie postprandiale
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chez ces individus. Cette conclusion dérive de données obtenues par une biopsie de tissu adipeux
prélevée dans la région sous-cutanée abdominale. L’étude idéale serait celle qui permettrait d’évaluer la
physiologie de la LPL dans tous les dépéts de tissu adipeux chez I’humain. Ceci est impraticable dans
une étude comme la nétre, dont les tests métaboliques exigent déja beaucoup de disponibilité et de
motivation de la part du groupe de volontaires de recherche. Notre choix de nous limiter qu’au tissu

adipeux sous-cutané abdominal repose cependant sur deux prémisses :

1. Plusieurs études suggérent que le tissu adipeux sous-cutané abdominal a une forte activité LPL,
autant chez les hommes,'®® que chez les femmes.'”'®! 11 appert donc que Pactivité LPL dans la

région abdominale contribue de fagon significative a I’activité LPL globale de tout I’organisme.

2. L’accumulation de graisses dans le tissu adipeux abdominal, telle que représentée par le tour de
taille ou par le rapport taille/hanche, est associ€e a plusieurs anomalies métaboliques et 4 un risque
augmenté de maladies cardio-vasculaires. Il est donc possible que les adipocytes de cette région
aient des caractéristiques spécifiques prédisposant a I’athérosclérose. Les associations trouvées
entre facteurs de risque cardio-vasculaires et tour de taille sont, par contre, expliquées le plus
souvent par la forte corrélation existant entre ce dernier et la quantité de graisse viscérale, évaluée
par tomographie axiale. L’accumulation de tissu adipeux dans I’abdomen est, en effet, associée

avec plusieurs facteurs de risque pour les maladies cardio-vasculaires'®?'

et ces associations sont
indépendantes et plus fortes que celles obtenues avec le tour de taille ou le rapport taille/hanche.
Pour ces raisons, I’emmagasinage de tissu adipeux viscéral est aujourd’hui reconnu comme étant
responsable de plusieurs facteurs de risque cardio-vasculaires.'”'”” Donc, les altérations éventuelles

de la LPL dans le tissu adipeux sous-cutané abdominal auraient un impact physiologique encore

plus prononcé si elles reflétaient les événements observés dans le tissu adipeux viscéral.
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Nous avons décidé de mener une étude pour mieux comprendre les liens entre le dépdt de graisse
viscéral et celui sous-cutané abdominal. La population ciblée par cette étude incluait des individus
subissant une intervention chirurgicale abdominale pour des maladies non infecticuses. Nous avons
obtenu des données sur 20 patients, 12 hommes et 8 femmes, 4gés de 59 ans en moyenne et ayant un
IMC moyen de 27 kg/m?. Nous avons mesuré I’activité et les niveaux d’ARNm de la LPL dans deux
échantillons de tissu adipeux prélevés 1) dans la région abdominale sous-cutanée, la localisation étant
similaire & celle utilisée dans notre premier article, et, 2) dans une biopsie de tissu adipeux provenant

de la région viscérale.

Nous avons fait deux types d’analyse avec les données obtenues: des corrélations et des moyennes. La
comparaison des moyennes montre que, malgré une moindre quantité d’ARNm, le tissu adipeux
viscéral présente des niveaux d’ARNm et une activité LPL bien corrélés a ceux du tissu abdominal
sous-cutané. Ces données suggérent que I’ARNm de la LPL est produit en moindre quantité (ou est
plus dégrad€) dans le tissu viscéral. Comme I’activité lipasique tissulaire totale était identique dans les
deux dépdts, il est possible que la traduction de la LPL en molécules d’enzyme active est plus efficace
dans le tissu viscéral que dans le tissu abdominal sous-cutané. Ces données suggérent donc que des
facteurs modulateurs auraient un effet distinct sur le processus de production de la LPL dans le tissu
adipeux viscéral. Il est connu que les niveaux d’enzyme active dans I’adipocyte peuvent étre modulés

de facon transcriptionnelle et post-transcriptionnelle, *3-136:137:140-144 1y

ailleurs, cette divergence entre les
niveaux d’ARNm et I’activité enzymatique a été rapportée dans plusieurs études.''>*'*’ De plus, face
aux particularités des adipocytes du tissu viscéral,”'” il ne serait pas surprenant que la LPL y soit

modulée trés différemment. Comme nous n’avons mesuré ni la quantité de protéine ni I’activité de la
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LPL dans le compartiment fonctionnel, nous ne pouvons pas estimer quel mécanisme exact est a

’origine de cette dissociation pour I’ ARNm et I’activité de la LPL entre les deux dépéts tissulaires.

Nous pouvons envisager en principe plusieurs scénarios en relation avec les données de ce deuxiéme
article, tels qu’illustrés dans la Figure 7. Dans tous les cas, il faut prendre en compte que la traduction
et/ou la maturation/activation de la LPL sont probablement plus efficaces dans le tissu adipeux viscéral
comme une activité lipasique semblable de I’enzyme a été retrouvée dans ce tissu face a des niveaux
d’ARNm diminués. Il est possible que I’enzyme active soit distribuée de fagon différentielle entre le
compartiment intracellulaire et le compartiment endothélial dans les deux dépéts étudiés. Ainsi, la LPL
endothéliale peut étre diminuée, semblable ou augmentée dans le tissu adipeux viscéral comparé au
tissu adipeux sous-cutané. Nous considérons que toutes les possibilités sont concevables, mais les
données de notre étude ne nous permettent pas d’avoir un indice permettant de privilégier I'une d’entre

elles puisque nous n’avons mesuré que la LPL tissulaire totale.
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Figure 7. Scénarios possibles pour la modulation post-transcriptionnelle de la lipoprotéine lipase

dans deux dépots adipeux différents.

SC VIS VIS
EX
Protéine T Translocation vers le
active compartiment vasculaire actif
IC
T Activation ou maturation
Protéine
imactive || 3 = Traduction
Scénario 1 Scénario2  Scénario 3 Scénario 4 Scénario 5 Scénario 6

EX = extracellulaire ou reldchable par I’héparine
IC = intracellulaire

SC =tissu adipeux sous-cutané

VIS = tissu adipeux viscéral
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L’objectif principal de I’étude était de vérifier dans quelle mesure Pactivité et les niveaux d’ARNm de
la LPL dans le tissu adipeux sous-cutané étaient corrélés avec ces mémes variables dans le tissu
adipeux viscéral. Pour PARNm de la LPL, la corrélation était de 0,42 (p = 0,03) selon le test de
Spearman, ce qui dénote une corrélation modérées entre les deux tissus par rapport a cette variable. Par
contre, la corrélation pour I’activité¢ de la LPL a ét¢ 0,72 (p < 0,0001). Par ailleurs, en effectuant une
régression linéaire, on se rend compte que I’activité LPL dans le tissu adipeux sous-cutané explique &
83% de la variabilité de ’activité LPL dans le tissu viscéral. Quelle que soit I’analyse utilisée, ces
résultats confirment notre hypothése suggérant que I’activité de la LPL mesurée dans le tissu sous-

cutané abdominal est un excellent reflet de celle du tissu viscéral.

Signalons que, dans les derniéres décades, les recherches se sont concentrées sur le tissu adipeux
viscéral, considéré depuis comme nuisible a la santé, et I'importance du tissu sous-cutané a été reléguée
a un deuxiéme rang. Cependant, le tissu adipeux sous-cutané abdominal pourrait théoriquement avoir
aussi un role important dans le métabolisme des lipoprotéines. En effet, quelques études montrent que
la quantité de graisse entreposée dans le tissu sous-cutané peut étre un déterminant des lipides et des

taux d’insuline plasmatiques.'®’

Nous croyons qu’une éventuelle altération de la LPL dans le tissu
adipeux sous-cutané pourrait avoir une répercussion importante dans le métabolisme des lipoprotéines.
Cette hypothése est appuyée, d’une part, par le fait que le volume du dépdt sous-cutané est
proportionnellement beaucoup plus grand que celui du tissu viscéral (80% vs 20% respectivement)'” et,

d’autre part, par les données de notre deuxiéme étude, qui montrent une excellente corrélation pour les

variables concernant la LPL entre les deux dépots graisseux.

Nous avons également répété ces analyses en divisant I’échantillon par sexe. Ces analyses ont révélé

des résultats intéressants. Notamment, les niveaux plus bas d’ARNm dans le tissu adipeux viscéral sont
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observés exclusivement chez les femmes. La diminution de I’ARNm dans le tissu adipeux viscéral chez
les femmes pourrait se traduire par une moindre migration de la LPL active vers le compartiment
endothélial (Figure 7 - scénarios 1 et 4). Cette hypothése est envisageable puisque la corrélation entre
les niveaux d’ARNm et la LPL reldchée par I’héparine chez les femmes dans notre premiére étude a été
de Rho = 0,60 (p =0,03). Cette hypothése est trés attrayante car une éventuelle diminution de I’activité
LPL dans le tissu adipeux viscéral chez les femmes pourrait expliquer leur tendance 4 accumuler moins
de graisses dans cette région.'” Il appert que cette différence entre les sexes pourrait étre attribuée a
une diminution de la puissance statistique due a Ia stratification de 1’échantillon. Toutefois, les résultats
du premier article de cette thése suggérent que ces observations découlent d’une vraie différence
biologique entre les sexes. Les niveaux d’activité et d’ARNm de la LPL ont déja été rapportés comme
étant différents dans plusieurs régions de dépdt de tissu adipeux entre les hommes et les fernmes,'”'*!

et il est donc possible que ces différences soient responsables du patron distinct pour la distribution des

graisses corporelles entre les deux sexes.

D’une fagon générale, les sujets de cette deuxiéme étude étaient plus agés et leur poids était légérement
moins élevé que ceux de notre étude principale, tel qu’indiqué dans le Tableau 5. Par contre, la
proportion d’hommes et de femmes dans les deux échantillons n’était pas différente d’un point de vue

statistique.

Bien que les échantillons des deux études soient relativement comparables, cette deuxieme étude
présente plusieurs différences comparées a celles présentées dans notre premier article. Premiérement,

notre premiére étude comptait seulement des individus non-diabétiques.
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Tableau 5. Comparaison de I’échantillon dans nos deux études.

Premier article Deuxiéme article Valeur P

(n=26) (n=20)
Sexe 14H/12F 12H/8F 0,679 **
Age (années) * 52,0+7,1 598+£99 0,003 §
Poids (kg) * 79,4 + 12,4 72,1+£17,0  0,051§
Poids (kg) * 794+124  72,1+£17,0 0,051 §
IMC (kg/m?) * 28,6 £ 3,6 270£59 0,046 §
IMC (kg/m?) * 28,6 3,6 270+59 0,046 §

* Moyenne + écart-type.
** Selon le test du Chi carré.

§ Selon le test de Mann-Whitney.

Bien que ces individus aient eu au moins un facteur de risque pour le diabéte, ils ne possédaient
effectivement aucune maladie détectable par un examen physique et des analyses de laboratoire de
routine. Par contre, les participants de la deuxiéme étude avaient un ou des problémes de santé. Tous
étaient certainement stressés et on peut supposer que leurs niveaux d’adrénaline et de glucocorticoides
étaient plus élevés que chez les individus en santé considérés dans notre premier article. Certains de ces
¢€léments pourraient affecter spécifiquement la LPL dans un des deux dépdts plutdt que dans I’autre et
diminuer la force d’une éventuelle corrélation. D’ailleurs, un effet différentiel des glucocorticoides sur
’activit¢ de la LPL dans les adipocytes sous-cutanés et viscéraux en culture a été démontré.'®
Evidemment, nous ne pouvons pas savoir, par cette étude, si la résistance 4 1’insuline a une action
différentielle dans un ou ’autre tissu. Cela demeure possible puisque ’hormone semble avoir une

action plus importante dans le tissu adipeux sous-cutané.'®?
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Considérant tous les facteurs confondants potentiels, nous estimons que la corrélation de 0,72 entre
’activité de la LPL dans les deux dépdts étudiés est trés satisfaisante. Nous pouvons prévoir que cette
corrélation serait encore plus importante dans une population trés sélectionnée et donc plus homogeéne,
par exemple celle de notre premiére étude. Les résultats obtenus lors de cette étude nous assurent donc
que les biopsies faites dans le tissu adipeux abdominal sous-cutané fournissent des informations
représentatives du comportement de la LPL dans la graisse viscérale. Ces données répondent ainsi au

quatrieme objectif spécifique de cette thése.

A ce point, nous jugeons opportun de faire une bref rappel des objectifs, résultats et conclusions de
notre étude (Figure 8). Notre objectif général était de vérifier les liens éventuels entre la résistance a
I’insuline et la lipoprotéine lipase dans la période postprandiale chez un groupe de volontaires non-
diabétiques. Plus spécifiquement, nous avons démontré que une corrélation entre la résistance a
Iinsuline et, d’une part les niveaux d’équilibre d’ARNm de la LPL, et d’autre part, I'activité
enzymatique (objectif 1). Notre interprétation de ces résultats est que la résistance a I’insuline méne
simultanément & une diminution des ARNm de la LPL et de la maturation de I’enzyme. L’effet de la
résistance a I’insuline sur ces deux variables explique la corrélation entre les niveaux d’équilibre
d’ARNm et I’activité lipasique tissulaire (objectif 2). Comme attendu, plus P’activité de la LPL
adipocytaire est basse, plus les taux plasmatiques des triglycérides sont élevés (objectif 3). Il est
intéressant de noter que la LPL adipocytaire est un déterminant plus important des triglycérides que la
LPL vasculaire post-héparine. Finalement, ’activité et les niveaux d’équilibre des ARNm de la LPL
dans le tissu sous-cutané sont corrélés avec les mémes variables dans le tissu viscéral (objectif 4). Ces
résultats suggérent que I’hypertriglycéridémie postprandiale, présente dans le syndrome de résistance a

I’insuline, est en partie occasionnée par une diminution de la LPL adipocytaire.
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Figure 8. Schéma montrant les principales corrélations décrites dans notre étude

Plasma

Cellule

Tissu viscéral Tissu abdominal sous-cutané

» Corrélations trouvées dans I’étude; @ numéro des objectifs.
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FORCES ET LIMITES DE L’ETUDE

FORCES

e La principale force de notre thése repose sur I’étude d’individus aprés un repas. L’étude de la
relation entre la résistance a ’insuline et la LPL adipocytaire en période postprandiale est 'un des
aspects originaux les plus importants de notre étude. Notre étude gagne du crédit face au rdle pivot
de la LPL dans I’hypertriglycéridémie postprandiale, cette derniére étant de plus en plus reconnue

comme facteur un de risque cardio-vasculaire.

e La mesure des niveaux d’ARNm, de la masse protéique, et des activités totale et relichée par
I’héparine de la LPL dans I’adipocyte nous a permis non seulement de savoir que la résistance a
I’insuline affecte la LPL adipocytaire mais aussi de définir le niveau intracellulaire touché par ce

défaut.

e Nous avons étudié le tissu adipeux abdominal alors que la majorité des autres études se sont
concentrées sur le tissu adipeux périphérique. Nous estimons que le site de prélévement du tissu
adipeux choisi dans notre étude est représentatif des altérations physiopathologiques susceptibles de
se manifester chez I’individu sain ou malade. Nous avons aussi eu la chance de mener une étude
dans laquelle nous avons montré que Pactivité et les niveaux d’ARNm étaient corrélés entre la
graisse abdominale sous-cutanée et la graisse viscérale. Ces données renforcent le choix du site de

prélévement du tissu adipeux dans notre étude principale.
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e Comme notre étude était composée d’hommes et de femmes, nous avons pu expiorer des
différences au niveau de la physiologie de la LPL entre les deux sexes. Les résultats de cette sous-
analyse ne sont pas définitifs mais soulévent des hypothéses intéressantes et ouvrent la porte a

d’autres initiatives de recherche.

e La grande majorité des études traitant de la problématique étudiée dans cette thése ont été faites
chez des rongeurs ou avec des cellules en culture. Bien que ce genre d’études permette une grande
flexibilité de manipulation des conditions expérimentales, son extrapolation a I’étre humain peut
toujours étre mise en doute. Notre étude élimine ce probléme puisqu’elle a €t€é menée chez I’étre
humain. En conséquence, nos résultats ont un impact direct sur la connaissance de la physiologie

humaine.

LIMITES

L’exécution d’une étude chez ’homme est sans doute une force de notre étude, mais est également a

P’origine de quelques limites.

e Les participants de notre étude ont consenti voiontairement a au moins 4 visites, quelques-unes
pouvant avoir une durée de six heures. Les tests effectués comprenaient des infusions de
médicaments et une biopsie de tissu adipeux. Bien que ces tests ne représentent qu'un risque trés
minime pour I’intégrité des participants, ils étaient sans doute assez invasifs. La premiére difficulté
de notre étude a été donc de recruter des volontaires, tiche évitable dans le cas d’une étude sur les

animaux. Cette difficulté a limité le nombre de participants et, par conséquent, la puissance de
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certaines analyses, surtout lorsque des sous-groupes de sujets ont été comparés. Nous sommes
conscients que certains résultats négatifs de notre étude pourraient étre dus 2 la petite taille de notre
échantillon. Cependant, ce facteur ne nous a pas empéché de répondre a notre question de recherche

principale et n’a pas nuit a la validité de I’étude.

e Il s’est avéré impossible de proposer aux volontaires des interventions qui leur auraient demandé
encore plus de temps et d’inconvénients que ceux déja inhérents & notre projet. Autrement, nous
aurions pu, par exemple, faire plusieurs biopsies de tissu adipeux: avant, pendant et apres le repas
test. Cette procédure nous aurait permis de suivre I’évolution de nos variables au cours du repas
test. Nous avons choisi de réaliser le prélévement 4 h aprés le début du repas puisque certaines
études suggérent que la stimulation maximale de la LPL par I'insuline a lieu aprés cet intervalle de
temps. Cependant, il est probable que les différentes variables adipocytaires mesurées (activité,
quantité de protéine et ARNm) aient une cinétique variée suite a la stimulation par I'insuline et le
repas. Toutefois, I’observation de la courbe d’insulinémie durant le repas suggere que la stimulation
du tissu adipeux par ’hormone a été adéquate. Nous avons administré deux repas aux volontaires:
le premier au temps O et le deuxiéme au temps 120 minutes. Nous pouvons observer a la figure 1 de
notre premier article que la hausse de I’insuline survient aprés chaque repas et que le dernier pic
d’augmentation est observé au temps 180 minutes, soit une heure avant le prélévement du tissu
adipeux. Donc, nous pouvons supposer que la stimulation des variables enzymatiques dans le tissu

adipeux par I’'insuline était optimale, voire peut-étre maximale, dans cette période.

e Comme dans toute étude transversale, les corrélations ont constitué le principal outil statistique
employé. Typiquement, ce genre d’analyse ne permet pas d’établir une relation de cause a effet

entre les variables étudiées. Nous avons inféré le sens des corrélations en nous appuyant sur des
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bases solides de connaissance de la physiologie apportées par les études antérieures. De plus, des
analyses de régression linéaire nous ont permis de connaitre I’effet des variables confondantes
potentielles sur les corrélations étudiées. Nous croyons donc que ces arguments nous permettent
d’établir avec un degré de certitude acceptable la relation de causalité entre les variables étudiées

dans notre thése.

¢ Nous n’avons pas mesuré la LPL dans le tissu musculaire au cours de notre étude. Evidemment, la
connaissance du comportement de la LPL musculaire avant et aprés un repas, conjointement avec
les données obtenues grice a la biopsie de tissu adipeux, nous aurait fourni des informations
précieuses sur la contribution respective de chaque tissu a la LPL post-héparine. Cependant, pour
les raisons décrites précédemment, il était virtuellement impossible pour les volontaires de se
soumettre a cette intervention. L’absence de cette information est néanmoins secondaire pour
répondre a notre question de recherche principale. Nous croyons que cette question pourrait faire

I’objet d’une étude future.
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AVANCEMENT DES CONNAISSANCES APPORTE PAR CETTE ETUDE

L’idée que la diminution de la LPL en période postprandiale est responsable de I’hypertriglycéridémie
observée lors de la résistance a I'insuline était répandue, mais aucune étude ne I’avait prouvée
auparavant. Les données générées par notre étude n’ont pas de répercussions immédiates sur le
changement de la pratique médicale courante. Cependant, les connaissances qu’elle apporte peuvent
permettre de mieux comprendre la dyslipidémie associée a la résistance a I’insuline, une condition
rencontrée quotidiennement par le clinicien. Par exemple, une nouvelle classe de médicaments utilisés
pour traiter le diabéte, appelés les thiazolidinediones, ont des effets connus sur les lipides plasmatiques.
Le principal mécanisme d’action de ces médicaments est de réduire la résistance a I’insuline au niveau
de I’adipocyte. Face aux informations découlant de cette étude, il devient trés attirant de proposer que
I’un des mécanismes par lesquels ces médicaments affectent les lipides plasmatiques touche une

activation plus efficace de la LPL adipocytaire.

En outre, les données de notre étude renforcent également 1’idée que la période postprandiale est un
moment au cours de laquelle les altérations du métabolisme lipidique peuvent avoir une répercussion
trés importante en ce qui concerne la genése de I’athérosclérose. Cette hypothése est trés en vogue et
des études sont actuellement en cours pour établir le role des triglycérides postprandiaux dans les

maladies cardio-vasculaires.
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HYPOTHESES DECOULANT DE CE TRAVAIL ET PERSPECTIVES D’AVENIR

La LPL est une enzyme dont I’action aboutit 4 deux sortes de conséquences distinctes. En premier lieu,
elle permet aux tissus d’utiliser ou d’emmagasiner les acides gras transportés par les lipoprotéines
plasmatiques. En deuxiéme lieu, elle transforme les lipoprotéines riches en triglycérides. Comme il
existe une interdépendance entre toutes les lipoprotéines plasmatiques, I’action de la LPL touche le

métabolisme des lipides en général.

La LPL contrdle I’entrée d’acides gras dans I’adipocyte. Une diminution de la LPL chez les individus
résistants a I’insuline pourrait constituer un mécanisme modulateur pour empécher I’accumulation de
graisses. D’ailleurs, chez certains groupes d’individus obéses qui perdent du poids, I’amélioration de la
résistance 4 Pinsuline est associée avec une augmentation de la LPL adipocytaire, corroborant ainsi le

rdle de la LPL comme «porte d’entrée» des lipides dans le tissu adipeux.

Notre étude souléve ’hypothése que des différences de modulation de la LPL entre hommes et femmes
pourraient expliquer la différence du profil lipidique ou de la distribution graisseuse entre les sexes.

Cette question de recherche est importante et mérite des études plus approfondies.

La voie de signalisation intracellulaire par laquelle I’insuline méne ses actions sur la LPL adipocytaire
est trés peu connue. Cette avenue de recherche est trés excitante face aux données démontrant que la

résistance a I’insuline pourrait avoir une spécificité intracellulaire.

La contribution spécifique de chaque tissu a la LPL plasmatique reldchée par I’héparine mérite

également d’étre explorée davantage. Notre étude démontre que la LPL adipocytaire est un déterminant
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majeur des niveaux de triglycérides postprandiaux mais le role de la LPL musculaire reste a étre

évalué.

La LPL a aussi un rdle dans la captation de particules chylomicrons résiduelles par le foie ainsi que
pour la captation de lipoprotéines dans la paroi endothéliale. La diminution de la LPL adipocytaire en
conditions de résistance a I’insuline démontrée dans notre étude aurait-t-elle une implication pour ces

fonctions accessoires de I’enzyme? La réponse a ces questions demande & étre éclaircie.
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CONCLUSION GENERALE

La résistance a I’insuline est une anomalie fréquente dans la population générale et des études récentes
suggerent qu’elle est un facteur de risque pour les maladies cardio-vasculaires. La dyslipidémie
contribue certainement aux effets néfastes de la résistance a I’insuline sur le systéme cardio-vasculaire.
Les résultats de nos études suggeérent que la diminution de ’activité LPL adipocytaire en période
postprandiale est un déterminant important de I’hypertriglycéridémie associée au syndrome de
résistance a4 P’insuline. La diminution de la dégradation des triglycérides par la LPL assume une
importance majeure si 1’on considére [’hypothése actuelle selon laquelle I’hypertriglycéridémie

postprandiale est impliquée dans la genése de ’athérosclérose.
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The Degree of Hyperinsulinemia and Impaired Glucose Tolerance Predicts
Plasma Leptin Concentrations in Women Only: A New Exploratory Paradigm

Daniel Panarotto, Jean-Luc Ardilouze, Daniel Tessier, and Pierre Maheux

Plasma leptin has been shown to correlate positively with many indices of obesity, as well as insulin resistance. For a given
% body weight, the levels are higher in women than in men, but the reasons for this difference are not clear. Insulin has been
shown to stimulate leptin production by adipose tissue in vivo and in vitro. Previous studies have reported that leptin levels
' are similar in diabetic and nondiabetic individuals. However, these studies were not performed in newly diagnosed diabetics,
- and other variables (such as gender) could have confounded the results. Therefore, the goal of the present cross-sectional
study is to examine the effect of metabolic variables (such as glucose and insulin) on plasma leptin concentrations in men and
women separately. We measured leptin levels in 48 subjects (17 with newly diagnosed type 2 diabetes mellitus, 13 with
impaired glucose tolerance [IGT), and 18 normal individuals). The 3 groups were well matched for gender, age, and body mass
index {BMI). When adjusted for the BMI and gender, a statistically significant gender-related difference in mean plasma leptin
was observed across the 3 glucose tolerance subgroups (P < .03 by analysis of covariance [ANCOVA]). More specifically,
plasma leptin levels were, on average, 44% lower in women with diabetes or IGT versus normal women (P < .02). No such
between-group difference was observed in the men. In univariate analysis in the same female subgroup, plasma leptin
correlated positively with fasting insulin {r, = +.43, P < .06) and negatively with 2-hour post-75-g glucose load plasma
glucose concentration {r; = —.54, P < .02). In a muitiple regression model controlling for the BMI in the female subgroup,
circulating insulin and glucose concentrations 2 hours after the 75-g glucose load were good predictors of fasting plasma leptin
(r= +.38, P= .02 and r = -.70, P < .001, respectively). Leptin levels in women appear to be influenced independently and to
an important degree by ambient plasma glucose and plasma insulin concentrations. These findings suggest that the synthesis
of leptin by adipose tissue is more susceptible to in vivo regulation by insulin and glucose in women than in men. Plasma leptin
concentrations were also lower in women with IGT or type 2 diabetes versus normal women, suggesting that fasting and/or
postprandial hyperglycemia interferes with the stimulatory effect of plasma insulin on the synthesis of leptin by adipose tissue
in women only.
Copyright © 2000 by W.B. Saunders Company

EPTIN, the 167-amino acid peptide product of the ob women and those with polycystic ovary syndrome.'*!S The
gene, was cloned in 1994, but its exact physiological role reason(s) for the absence of differences in plasma leptin
and mode of regulation in man is still a matter of intense between these insulin-sensitive and insulin-resistant popula-
discussion.>> The recent interest in the measurement of leptin tions is not clear. Even if most of these studies controlled for

by radioimmunoassay has generated a huge amount of informa- body adiposity. these findings suggest that other factors are
tion on the principal determinants and nondeterminants of involved in the regulation of leptin production.
plasma leptin in a number of pathophysiological conditions in The second important consideration arising from the avail-

man. To date, most of the clinical data have been observational able data is that for a given body mass index (BMI). plasma
and were obtained from case-control studies in which the leptin is usually severalfold higher in women than in men.>'¢
findings were not always interpreted with regard to all of the The reasons for this dichotomy and its physiological or
now well-recognized confounding variables. pathophysiological implications have not been well established.
The information currently available regarding the variable  The involvement of female sex hormone levels.!” the reduced
plasma concentrations of leptin in man illustrates 2 differentand -- androgen levels in women.>!® and/or the favored distribution of
complex issues. The first is that whereas insulin regulates the ~ fat toward the subcutaneous region in women®'%* have been
expression of leptin by adipose tissue in vitro,* similar activity proposed as possible explanations. but none of these fully
seems to occur in vivo in humans only after infusions of insulin explain the higher plasma levels of leptin in women. The
lasting from 4 to 72 hours,™!® as compared with rodents,  situation is therefore complex and needs a more definitive
wherein the action appears much faster.*''2 In clinical condi-  answer. More specifically, what other factor(s) could be impli-
tions characterized by insulin resistance such as impaired
s glucose tolerance (IGT), type 2 diabetes mellitus, and, to some

extent, polycystic ovary syndrome, a defect in the action of From the Division of Endocrinology and Metabolism. Department of
insulin could theoretically lead either directly or indirectly to Medicine, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec. Canada.

. important changes in plasma leptin. One way in which this Submitted September 22, 1999; accepted February 16, 2000.
might occur is that for a given body fat mass. an impairment in Supported by the Centre de Recherche Clinique du Centre Universi-
the action of insulin on adipocytes leads to a reduction in the taire de Santé de I'Estrie (Sherbrooke), the Joe Beattie Memorial Fund.
synthesis of leptin by adipose tissue. Alternatively, if insulin and the Canadian Diabetes Association, and in part by a scholarship (1o
resistance does not blunt the effects of insulin on adipose tissue. D.P) from the Association Diabéte Québec (Montreal, Quebec).

. . . .- . . Address reprint requests to Pierre Maheux. MD, Division of Endocri-
the_ compensatory hype nnsu.lmemxa f_ound ",1 insulin re.SIStanl nology and Metabolism, Université de Sherbrooke, 3001, 12éme Avenue
patients could lead to an increase in leptin production by Nord, Sherbrooke, Quebec, Canada JIH SN4.

’

adipose tissue. However, to date, the majority of researchers Copyright © 2000 by W.B. Saunders Company

have found no differences in plasma leptin levels between 0026-0495/00/4908-0024$10.00/0

diabetic and nondiabetic individuals'* or between normal doi: 10.1053/meta.2000.7745
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cated and which parameters of glucose metabolism could
influence this gender difference?

To address the 2 aforementioned problems, therefore, a
cross-sectional study was performed (1) to explore the hypoth-
esis that men and women differ with regard to plasma leptin
levels as a result of differing regulatory effects of plasma insulin
and glucose on adipose tissue, and (2) to define the precise
influence of the glucose tolerance status and the degree of
hyperinsulinemia on plasma leptin in both genders.

Our results not only confirm a dichotomy in plasma leptin
levels in men and women, but suggest that hyperinsulinemia
and hyperglycemia play independent and determinant roles in
the production of leptin in women specifically.

SUBJECTS AND METHODS
Study Population

Forty-eight Caucasian subjects (age, 40 to 70 years; mean = SD,
56 = 8) were recruited, comprising 17 individuals with type 2 diabetes
mellitus, 13 subjects with IGT. and 18 normal individuals. All subjects
had recently been screened from a large community-based diabetes
program in which individuals with a random capillary glucose level
over 8 mmol/L were invited for an oral glucose tolerance test. The
classification was based on World Health Organization (WHO) crite-
ria*! using a standard 2-hour 75-g glucose tolerance test administered in
the morning after a 12-hour fast and preceded by 3 days of unrestricted
carbohydrate intake. Therefore, all diabetic and glucose-intolerant
subjects included in the present study were newly diagnosed, and none
had used oral hypoglycemic agents or insulin. The mean BMI was
27.9 = 2.5 kg/m? (range, 20.8 t0 32.6): 44% (21 of 48) were women. Of
the 21 women, 16 were postmenopausal, and of these, 7 (44%) were
receiving estrogen, a replacement therapy that does not affect plasma
leptin concentrations.> The level of physical activity (in kilojoules per
day) was estimated in each subject using a questionnaire developed and
validated by Sallis et al.??

Hormonal Assays

Plasma insulin was determined using a human insulin-specific
radioimmunoassay that does not cross-react with proinsulin (Linco
Research, St Louis, MO). Fasting plasma immunoreactive leptin was
determined using a commercial double-antibody radioimmunoassay
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(Linco Research). The leptin radioimmunoassay uses a rabbit anti-
human leptin antibody and detects immunoreactive human leptin with a
sensitivity of 0.5 ng/mL in plasma. The intraassay coefficient of
variation was less than 5% across the range of standard (I to 100
ng/mL). whereas the interassay coefficient of variation estimated by the
use of 2 control pools was 2.3 * 0.1 ng/mL (mean * SD) (5.1%) and
12.5 £ 0.7 ng/mL (5.3%). respectively.

Statistical Analysis

Plasma leptin. glucose, and insulin were not normally distributed
variables. All statistical analyses therefore used nonparametric tests or
logarithmically transformed variables. Between-group comparisons of
variables were performed using the Mann-Whitney U rank-sum test or
the Kruskal-Wallis test, depending on the number of groups to be
compared. Relationships between plasma leptin and independent vari-
ables were assessed using the Spearman rank correlation coefficient (r,).
Comparisons of continuous variables among the 3 groups were made
using analysis of covariance (ANCOVA) to control for the infiuence of
confounding variables (gender and BMI) on leptin concentrations
across the different subgroups of glucose tolerance. To validate the
results obtained with ANCOVA, several multiple regression models
were established using the log-transformed leptin concentration as the
dependent variable. Data are presented as the mean > SEM unless
otherwise indicated. Differences were considered significant at a P
value less than .05. All statistical analyses were performed with the
software StatView 5.0 for Windows (SAS Institute, Chicago. IL). A
power calculation analysis for the multiple linear regression was
performed a posteriori using the software nQuery Advisor 3.0 for
Windows (Statistical Solutions, Saugus, MA) and following guidelines
established by Cohen.?*

RESULTS
Patients’ Baseline Characteristics

The physical and metabolic characteristics of the subjects in
this protocol are summarized in Table 1 according to gender and
glucose tolerance status. The subjects were comparable for most
variables, with the exception of a higher body weight and waist
to hip ratio in the male subgroup. Subjects with diabetes

Table 1. Comparison of Subjects by Gender and Diagnosis of Glucose Tolerance

Men {n = 27) Women (n = 21}
Variable Normal IGT Diabetic P Normal 1GT Diabetic P

No. of subjects 10 8 9 8 5 8
Age (yr) 55 =10 58=+9 59=6 NS 56 =7 54=>5 55=9 NS
BMI (kg/m?) 274 =21 288+ 25 276=24 NS 279 =25 260 = 33 28923 NS
Weight (kg) 804 =115 819=x103 822=84 NS 743 =115 652=48 70.0=7.6 NS
Waist to hip ratio 091 =004 080=008 0.93=0.05 NS 083=0.03 085=0.08 0.86=0.06 NS
Physical activity (kJ/d) 559 = 300 725 * 293 515 = 361 NS 545 = 274 684 > 315 737 = 399 NS
Systolic blood pressure {mm Hg) 136 =15 133=1 147 = 11 NS 142 = 12 138=7 136 = 20 NS
Diastolic blood pressure (mm Hg) 89x8 85=+8 89=7 NS 92=*9 88=8 90=9 NS
Plasma glucose (mmol/L)

Fasting 46 =03 55 =0.8 71 =16 <.001 48 =04 47+03 7.1=15 <.001

2-h post-75-g load 57=15 9.1=12 15.1 = 3.2 <.001 50 =11 89=>1.2 15.6 = 2.6 <.001
Plasma insulin (pmol/L)

Fasting 58 = 15 99 * 46 83 =37 NS 7321 72> 22 82x25 NS

2-h post-75-g load 416 = 314 793 = 634 358 = 235 NS 349 = 215 618 = 312 388 = 190 NS
Plasma leptin {(ng/mL) 47 =24 53=31 51=31 NS 238126 14.1=66 13.1=23 <.07

NOTE. Results are the mean = SD.
*Kruskal-Wallis test in each gender subgroup.
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exhibited, on average, mildly elevated fasting plasma glucose,
confirming that these were newly diagnosed diabetics. Despite
this specific characteristic of the diabetic subgroup, fasting and
2-hour post-75-g glucose load insulin did not differ signifi-
cantly versus normal subjects in each gender subgroup. How-
ever, when plasma insulin data from both gender subgroups
were pooled for analysis, subjects with IGT had, on average,
plasma insulin concentrations that were significantly higher
(P < .02) versus the normal and diabetic subjects (normal
386 * 264, IGT 726 * 524, and diabetics 372 = 209 pmol/L.
mean * SD). This latter analysis therefore confirms the pres-
ence of compensatory hyperinsulinemia in the IGT subgroup
and some signs of impaired insulin secretion in the subjects with
diabetes.

Figure 1 shows that the fasting leptin concentration corre-
lated positively with the BMI (r; = .36, P < .02 across the
entire group, Spearman rank correlation coefficient) and was, in
general 3-fold higher in women versus men. The correlation
between the BMI and fasting leptin was stronger in men versus
women (men, r, = .76, P < .0001: women, r, = .39, P < .08,
Spearman rank correlation coefficient).

Differences in Plasma Leptin Across Glucose Tolerance
Diagnoses

On the whole and independent of gender, there was no
statistically significant apparent difference in mean fasting
leptin concentrations between the 3 glucose tolerance sub-

groups (normal 13.2 x 3.0, IGT 8.7 = 1.8, and diabetic
8.9 * 1.2 ng/mL, P > .05, Kruskal-Wallis test; combined data
not shown in Table 1). Controlling for gender and the BMI, a
statistically significant (P < .03 by ANCOVA) gender-related
difference in the mean plasma leptin level was revealed (Fig 2).
Plasma leptin levels were, on average, 44% lower (P < .02 by
ANCOVA controlling for BMI) in women with diabetes or IGT
versus normal women. No such between-group difference was
observed in the men (P > .05 by ANCOVA controlling for
BMI).

Correlations Between Plasma Leptin and Glucose
Concentrations

To define more specifically the relationship between the
glucose tolerance status and plasma leptin, simple correlation
analyses were performed using plasma glucose as a continuous
variable. The relationship between fasting plasma leptin and
2-hour post-75-g glucose load plasma glucose showed ciear sex
differences (Fig 3). being statistically significant in women
(r, = —.54, P < 02) but not in men. No significant correlations
were apparent in either sex between plasma leptin and fasting
glucose (r, = —.32, P > .05).

The use of a multiple regression analysis model showed an
independent effect of plasma glucose on fasting leptin in the
female subgroup specifically. In this model (using log-
transformed fasting leptin as the dependent variabie), both the
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BMI and log-transformed 2-hour post-75-g glucose load glu-
cose levels were strong and independent predictors of plasma
leptin in women (r = +.53, P < .003 and r = —.62, P < .001,
respectively). When the 2-hour post—75-g glucose load glucose
concentration was replaced in this model by the log-trans-
formed fasting glucose concentration, the latter variable had a
predictive value that tended toward significance (r = —.39,
P = .06).

Correlations Between Plasma Leptin and Insulin
Concentrations

Univariate and multivariate analyses were performed be-
tween fasting plasma leptin and fasting plasma insulin concen-
trations (Fig 4). Fasting insulin correlated positively with
fasting leptin across the entire group (r, = .35, P < .02, Spear-
man rank correlation coefficient). When the analyses were
controlled for gender, a correlation between leptin and insulin
was again apparent and was generally stronger in both sexes
(women, r; = .42, P < .06; men, r; = 42, P < .04).

Several regression models were used to clarify the relation-
ship between plasma leptin and insulin concentrations (Table 2).
In these analyses, plasma insulin, BMI, and plasma glucose
were used as the independent variables. Since the 2-hour level
was more strongly correlated with plasma leptin than the fasting
plasma glucose concentration, we present results obtained with
the 2-hour post-75-g glucose load glucose and insulin concen-

trations in Table 2. Analyses performed with the fasting glucose
and insulin concentrations showed more or less the same
results, but the standardized coefficients and R? were noticeably
less strong (data not shown). The first analysis was performed
for the entire study group and included gender as an indepen-
dent variable. In this model (Table 2), the BMI, gender, 2-hour
post—75-g glucose load glucose and insulin concentrations were
all independent predictors of fasting plasma leptin. The model
for the entire study group had predictive values (R?) of .79, thus
explaining approximately 80% of the total variability of fasting
plasma leptin. Because of the significant gender differences
observed in this study, multiple regression analyses were also
performed within each gender subgroup (Table 2). A marked
correlation between female gender and fasting plasma leptin
was again observed: the BMI, 2-hour post-75-g load insulin.
and 2-hour post-75-g load glucose were all independent
predictors of fasting plasma leptin. In the male subgroup.
neither the 2-hour post-75-g load insulin nor the 2-hour
post—75-g load glucose had a statistically significant association
with plasma leptin. In women, the standardized coefficients for
the 2-hour post-75-g load insulin and glucose were not only
statistically significant but also several-fold higher than those
calculated for the entire study sample or for the male subgroup.
The statistical power for the 3 regression models has been
carefully calculated using a 2-tailed a level of .05 and taking
into account the respective sample size, the number of covari-
ates, and the adjusted R® obtained. The statistical power of each
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Table 2. Regression Models With Fasting Plasma Leptin
(log-transformed) as the Dependent Variable

Independent Standardized
Variable Coefficient Coefficient t P
Entire study group (N = 48)
Intercept -0.969 -0.969 -3495 .00
M/F 0.550 0.777 11.611 <.001
BMI (kg/m2) 0.054 0.385 5.474 <.001
2-h post-75-g load insulin
(pmolL}* 0.184 0.163 2314  .026
2-h post-75-g load glucose
(mmol/L)* -0.244 -0.150 -2.195 .034
R? = .80, adjusted R? = .79
Female subgroup (n = 21)
Intercept -0.197 -0.197 -0.476 .640
BMI (kg/m?2) 0.051 0.671 4735 <.001
2-h post-75-g load insulin
{pmol/L)* 0.316 0.384 2.686 .016
2-h post-75-g load glucose
(mmollL)* —0.623 -0.695 -5.150 <.001
A? = 71, adjusted R? = 66
Male subgroup (n = 27}
Intercept -1.669 -1.669 -4.370 <.001
BMI (kg/m?) 0.080 0.787 4.469 <.001
2-h post-75-g load insulin
{pmol/L)* 0.000 0.000 0.000 .999
2-h post-75-g load glucose
{mmol/L)* 0.087 0.077 0.609 .548

R? = .65, adjusted R2 = .61

*Log-transformed variables.

of the models presented in Table 2 was uniformly and individu-
ally 99%, confirming that our analyses were based on a
sufficient number of subjects.

DISCUSSION

Plasma leptin levels were measured in a population of 48
Caucasian subjects who had undergone a standard diagnostic
2-hour oral glucose tolerance test. The specific aim of the study
was to explore the relationships between serum fasting leptin
and other parameters such as plasma glucose and plasma insulin
across genders. The study population contained subjects of both
sexes who were not morbidly obese but had 1 of 3 different
glucose tolerance phenotypes. As expected, women were found
to have higher plasma leptin levels than men and plasma leptin
correlated positively with the BMI, confirming that the study
sample was comparable to other cohorts.2!62526 The diabetic
subgroup included mostly patients with mild and newly diag-
nosed diabetes mellitus, none of whom were taking any
hypoglycemic agents or insulin, which could theoretically
influence plasma leptin.

When mean plasma leptin levels in the 3 groups were initially
compared, no differences were apparent, a finding that corre-
sponded with many previously published studies.>-30 However,
when the analysis was controlled for gender and the BMI,
statistically significant differences in leptin levels were revealed
in women between the diabetic and IGT groups and the normal
group. This finding emphasizes the problem of comparing leptin
levels solely in univariate analyses. It is not clear why our data
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are different from those previously published. One explanation
could be that the diabetic patients included in previous studies
were not recently diagnosed and consequently had treatments
that could have theoretically influenced plasma insulin concen-
trations, the degree of insulin resistance, and/or plasma leptin
concentrations.>>-2

To further explore the apparent differences in leptin concen-
trations between normal, IGT, and diabetic individuals, another
series of statistical analyses were conducted using plasma
glucose not as a categorical and diagnostic variable as sug-
gested by the WHO?' but rather as a continuous variable. In
these analyses, 2-hour post-75-g load plasma glucose corre-
lated inversely with plasma leptin in women only. supporting
the aforementioned results obtained with ANCOVA in subjects
categorized according to 2-hour post-75-g load plasma glucose
concentrations (WHO criteria) and gender. To our knowledge.
only one research group® has shown an independent link
between plasma leptin and plasma glucose. That group reported
lower leptin levels in poorly controlled and morbidly obese
diabetics compared with well-controlled diabetics, glucose-
intolerant subjects, or normal subjects. However, the study was
conducted in subjects with a BMI greater than 40 kg/m?, and the
reduction in plasma leptin was largely confined to the upper-
most quartile of the plasma glucose distribution (up to 25.5
mmol/L), which corresponded to poorly controlled diabetes.
More recently, one group has shown that HbA . was negatively
correlated with serum leptin concentrations in patients with an
established diagnosis of diabetes mellitus.*> However. our study
is the first to show that an independent link between plasma
leptin and plasma glucose is not unique to obese and very
hyperglycemic individuals.

The apparently more important predictive value of 2-hour
post-75-g load glucose (v fasting glucose) in our study is
probably related to the fact that the former was the variable used
for determining the glucose tolerance status of each participant.
However, one could also speculate that the 2-hour post-75-g
load plasma glucose level may be more important for the
regulation of leptin production by adipose tissue. To our
knowledge, no in vitro study has demonstrated a direct effect of
glucose, independent of insulin, on the adipose tissue expres-
sion of leptin in animals or humans. A direct effect of glucose on
the expression of other genes has been described,?® but such an
inhibitory effect on leptin production would need further
investigation.

Finally, we examined the link between plasma leptin and
insulin concentrations and found, like others,”-/¢-335 a positive
correlation between plasma leptin and plasma insulin in univari-
ate and multivariate analysis. Our multivariate regression
analysis was performed to control for gender. BMI, and 2-hour
post—75-g load plasma glucose, and the results confirmed that
plasma insulin was an independent predictor of plasma leptin.
Here, again, this finding was specific for the female subgroup.
as shown by the multiple regression models within each gender
subgroup (Table 2). In the specific regression model outlined in
the female subgroup, both the 2-hour post-75-g load plasma
insulin and the 2-hour post-75-g load plasma glucose correlated
with fasting plasma leptin, which further supports the data
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presented. In other words, circulating glucose and insulin
concentrations appear to have important and independent
effects on plasma leptin in women.

A priori, our data suggest that a chronic state of hyperinsulin-
emia in women, as demonstrated by an increase in plasma
insulin, is likely to increase plasma leptin. A number of
researchers have reported higher fasting leptin levels in insulin-
resistant subjects,>-* but it is not always easy to confirm
whether the increased synthesis of leptin by adipose tissue is
caused by the insulin resistance defect or by the compensatory
hyperinsulinemia. Three lines of evidence favor the latter
explanation. First, insulin has been shown to directly increase
the expression of ob gene and mRNA levels in animals®5-1%.12
and in humans.”"!? Second, when insulin resistance and plasma
insulin levels are measured in the same subjects and entered in
the same regression models, plasma insulin is clearly a signifi-
cant predictor of plasma leptin, whereas insulin resistance
unexpectedly loses its predictive value.?>-3738 Third, one study
has shown that prepubertal type 1 diabetics have higher leptin
levels than nondiabetics and that this association was probably
caused by the hyperinsulinemia present in these patients, further
supporting the role of chronic hyperinsulinemia in leptin
secretion. These observations suggest that the response of
adipose tissue to leptin is therefore not affected by the insulin
resistance phenomenon. Our data go further by suggesting that
this regulatory effect of insulin on leptin seems to occur in
women only. This effect is important but not unique to insulin,
as indicated by our finding that plasma glucose also has a
significant impact on plasma leptin.

Unanswered at present is the question of why women are
more susceptible than men to the regulation of leptin by ambient
glucose or insulin. The significance of this gender dichotomy in
plasma leptin and its metabolic determinants are also unclear.
The hypothesis that men and women differ with regard to
plasma leptin responsiveness is a fairly new and unexplored
area. Women may have higher absolute leptin levels than men,
but it has recently been shown that they have relatively lower
diumal leptin amplitude than men, for a given fat mass.*® The
fact that hyperinsulinemia acutely increases plasma leptin only
in women when euglycemia is maintained® is another point
corroborating our findings, even though a recent study showed a
responsiveness to insulin of cultured adipose tissue in obese
men and women.*! A complete discussion on the observed
dichotomy of plasma leptin is beyond the scope of this study.
However, we suggest that in women adipose tissue may be
constantly stimulated by metabolic or hormonal signals, of
which plasma glucose and plasma insulin would appear to be
pivotal. For example, female adipose tissue may be more
sensitive to insulin than male adipose tissue, which could lead
to a chronic upregulation of leptin production with a subsequent
basal hyperleptinemia and a blunting of the diurnal rhythmicity
of leptin. An increase in subcutaneous adipose tissue could also
be in itself the reason that this regulation is different in women
and men.20#! We acknowledge that our lack of information with
regard to body composition and percent body fat can somewhat
limit the interpretation of our data, but still very few published
articles have focused on the types of gender differences outlined
herein. To our knowledge, only 2 groups showed that the
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correlation between insulin and leptin was maintained only in
women (as compared with men) when corrected for fat mass.3243
The usefulness of such gender dimorphism for leptin is not well
understood, but could be related to a putative role for leptin in
reproduction. >4

Finally, a puzzling paradox arises from our data. If female
patients with IGT are insulin-resistant and therefore have
increased insulin concentrations. why are they not hyperleptin-
emic? We have found that insulin-resistant subjects have lower
plasma leptin levels than normal individuals independently of
the BMLI, and that the more impaired the glucose tolerance of a
woman, the lower her plasma leptin. These data become less
contradictory in view of the apparent suppressive effect of
plasma glucose on plasma leptin that we have observed in
women only. Therefore, is leptin important in type 2 diabetes
and IGT? From our data, it would appear that the answer to this
question is “yes” and that such a role is predominantly
important in women. We hypothesize that insulin resistance
leads to a compensatory state of hyperinsulinemia that increases
the production of leptin by adipose tissue, theoretically prevent-
ing a further weight gain and a further increase in the insulin
resistance defect. With B-cell exhaustion (as in our subjects
with diabetes), hyperglycemia arises and it is hypothesized to
have . restraining effect on the production of leptin by adipose
tissue. Our data suggest that postprandial hyperglycemia such
as that observed in the early phase of type 2 diabetes (at a time
when plasma insulin has returned to levels similar to the values
of normal individuals) can impede the synthesis of leptin by
adipocytes. Such a reduction in plasma leptin in patients with
IGT or type 2 diabetes could therefore ultimately lead tc an
increase in appetite and to difficulty in achieving normal body
weight.

In conclusion, this study has demonstrated that in addition to
the BMI. plasma glucose and ambient hyperinsulinemia are
strong, independent, and unique predictors of plasma leptin in
women only. That these associations were not observed in men
suggests that adipose tissue in women has the unique feature of
being subject to close regulation by circulating glucose and
insulin. Taking into account some important confounding
variables, our study has shown that nonmorbidly obese women
with IGT or newly diagnosed type 2 diabetes have lower plasma
leptin than normal women. We hypothesize that postprandial
and, albeit to a lesser extent, fasting hyperglycemia restrain the
stimulatory effect of plasma insulin on the synthesis of leptin by
adipose tissue. There are obviously many factors that can
influence plasma leptin, but it should be remembered that our
regression model, which controlled for the BMI, gender,
glucose, and insulin, was able to explain 80% of the observed
variability in fasting leptin. These results provide new insights
into the potential mechanisms underlying the differences in
plasma leptin between men and women. Further studies focus-
ing on the mechanisms of leptin regulation by insulin
and glucose in women will help to further clarify leptin
physiology.
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