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L’insulinorésistance chez '’homme : des mécanismes aux interventions

nutritionnelles

. *
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! BEquipe Nutrition-Diabete, CHU Montpellier, Montpellier, France
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Résumé - L’obésité est aujourd’hui considérée comme « la premiére épidémie non infectieuse de I’histoire de
lhomme ». C’est une pathologie multifactorielle qui contribue a lapparition de l'insulinorésistance (IR).
Certains sujets obéses présentent une obésité dite métaboliquement saine, non associée a des anomalies
métaboliques. Le présent article passe en revue les différents mécanismes possibles a l'origine de I'IR.

Mots clés : obésité, insulinorésistance, anomalies métaboliques, muscle, tissu adipeux

Abstract - Insulinoresistancy in Man: from mechanisms to nutritional interference. Obesity is
presently regarded as the “the first non-infectious epidemic outbreak” in the history of Humanity. It is a
multifactorial pathology, that contributes to the emergence of insulinoresistancy. Some obese individuals
display an obesity qualified as metabolically sound, i.e., non-associated with metabolical anomalies. The present
paper reviews the different possible mechanisms responsible for insulin-resistancy.
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Abréviations

AG Acides Gras

CT Sujets minces

HOMA-IR Indice d’insulinorésistance

IFN Interféron

IMC Indice de Masse Corporelle

IR Insulinorésistance

LPS Lipopolysaccharide

MnSOD Manganese-dependent superozide

OIR Sujets obéses insulinorésistants

OIS Sujets obéses insulinosensibles

PAMP Pathogen-Associated Molecular Patterns

PP Polyphénols

PRR Patterns Recognition Receptors

siRNA short interfering RNA

TLR Toll-Like récepteurs

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing inter-
feron-8

Introduction

L’obésité est aujourd’hui considérée par la commu-
nauté scientifique comme «la premiére épidémie non

*Auteur correspondant : a-sultan@chu-montpellier.fr

infectieuse de I’histoire de I'homme». L’Organisation
mondiale de la Santé (OMS) la définit comme «une
accumulation anormale ou excessive de la graisse corpo-
relle qui peut nuire a la santé». L’obésité est une
pathologie multifactorielle dont ’environnement physio-
pathologique contribue & 'apparition de ’insulinorésis-
tance (IR). Il est important de noter que, plus que I'TMC
(indice de masse corporelle), utilisé en clinique pour porter
le diagnostic d’obésité, c’est la nature du dépot adipeux
qui permet d’évaluer plus finement le risque métabolique
associé a l'obésité (Gesta et al., 2007). Ainsi, les individus
présentant une obésité dite gynoide avec une accumula-
tion préférentielle du tissu adipeux sous-cutané dans la
partie basse du corps ont un risque faible, voire nul,
d’apparition de maladies métaboliques. A l'inverse, autre
type d’obésité dite androide observé majoritairement chez
I’homme et chez la femme ménopausée se caractérise par
une distribution abdominale viscérale du tissu adipeux, et
est associé a un risque élevé de survenue de troubles cardio-
métaboliques (Vague, 1956; Krotkiewski et al., 1983;
Karpe & Pinnick, 2015). De fagon étonnante, certains
sujets obéses vont présenter une obésité dite métaboli-
quement saine, c’est-a-dire non associée a des anomalies
métaboliques (Stefan & Héring, 2013). Une récente revue
systématique de la littérature estime cette prévalence
entre 10 & 51 % dans la population générale avec une
incidence plus importance chez les femmes que chez les



hommes, et une diminution en fonction de 1’age (Rey-
Lopez et al., 2014), mais les critéres diagnostiques ne sont
pas consensuels. Cependant, des réserves sont émises par
certains auteurs sur ’existence d’une obésité métaboli-
quement saine (Kramer et al., 2013 ; Chang et al., 2014).

De nombreux travaux se sont intéressés a 1’étude de
I'IR au cours de 'obésité. La plupart se sont focalisés soit
sur des modéles animaux, soit chez des patients porteurs
d’une obésité sévére (obésité grade 3) chez 'Homme.
Cependant, certaines zones d’ombre subsistent concer-
nant notamment les mécanismes et la dysfonction
tissulaire a 'origine de I'IR.

D’une part, certaines études suggérent que le défaut
primaire & ’origine de I'IR se trouverait au niveau du tissu
adipeux, qui sécréterait dans la circulation systémique des
adipokines, des cytokines inflammatoires et des acides gras
(AG), contribuant ainsi au développement d’une inflam-
mation et d’une hyperlipidémie systémique (Galic et al.,
2010 ; Poulos et al., 2010). Ces deux paramétres exercent
des effets délétéres sur la sensibilité & I'insuline des autres
organes comme le muscle et le foie. D’autre part, le muscle
étant ’organe gluco-régulateur par excellence en situation
postprandiale, d’autres études le placent au coeur de la
physiopathologie de 'IR (DeFronzo et al., 1981 ; Varma
et al., 2009 ; Patsouris et al., 2014).

Malgré ces controverses, aucune étude n’a & ce jour
exploré, chez ’'Homme, de fagcon concomitante I'inflam-
mation et I'IR systémique et tissulaire dans le muscle et le
tissu adipeux chez un méme sujet.

Etude des mécanismes impliqués dans I'IR
au cours de I'obésité de grade 1

Dans ce contexte, notre premier objectif a été de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans la mise en place
de IR dans une population de femmes ménopausées
présentant une obésité de grade 1 (IMC entre 30 et 35).
Dans un premier temps, nous avons exploré la sensibilité a
I'insuline et 'inflammation systémique et tissulaire dans le
muscle et le tissu adipeux chez des femmes obéses de grade 1
et ménopausées. Ce travail de caractérisation, basé sur
I'utilisation d’'un modeéle d’étude comparant des sujets
minces (CT), des sujets obéses insulinosensibles (OIS) et de
sujets obéses insulinorésistants (OIR), a permis d’identifier
des déréglements physiopathologiques qui pourraient étre
impliqués dans I'apparition de 'TR. Dans un second temps,
nous avons étudié les mécanismes moléculaires associés aux
différentes dysfonctions décelées, notamment, les méca-
nismes moléculaires en lien avec la lipotoxicité et I'activa-
tion des Toll-Like récepteurs (TLR).

Exploration de la sensibilité a I'insuline et de
I'inflammation systémique et tissulaire dans le muscle
et le tissu adipeux chez des femmes obéses de grade
1 et ménopausées

Notre objectif était de comparer les marqueurs
d’inflammation systémiques et tissulaires en fonction de
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(Grade ) insulinorésistantes
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Figure 1. Distinction de 3groupes en fonction du statut
métabolique et pondéral.

la présence d'une IR chez des femmes présentant une
obésité modérée de grade 1. Ces volontaires ont été
réparties en trois groupes suivant leur IMC et leur
sensibilité & I'insuline déterminée par le HOMA-IR Indice
d’insulinorésistance (Figure 1)

Analyse systémique

Les résultats de cette premiére étude montrent que les
niveaux systémiques de lipides, d’adipokines, de cytokines
inflammatoires, et des lipopolysaccharides (LPS) sont
équivalents entre les sujets OIS et OIR (Figure 2).

Analyse dans le tissu adipeux (TA) sous-cutané

Dans le TA, le nombre de macrophages anti-inflam-
matoires est plus élevé chez les OIR que chez les CT et les
OIS et aucune fibrose n’a été détectée. En ce qui concerne
la sensibilité a l'insuline dans le tissu adipeux (évaluée
ervivo, via le niveau d’induction par un traitement par
I'insuline de la phosphorylation d’Akt ser473), elle est
maintenue et est la méme chez les CT, OIS et OIR
(Figure 3).

Analyse musculaire (TM)

Dans le TM, nous n’observons aucune variation du
niveau des marqueurs pro-inflammatoires (macrophages,
cytokines), ni de fibrose entre les trois groupes méme si une
diminution de ’expression d’IkBa, qui marque 'activa-
tion de la voie pro-inflammatoire MyD88-dépendante, est
observée chez les OIR par rapport aux CT (Figure 4). La
réponse a I'insuline de ce tissu (évaluée également ez vivo)
est quant a elle maintenue dans les CT et les OIS alors
qu’elle est fortement diminuée chez les OIR (Figure 5).

D’aprés ces données, le défaut de réponse a I'insuline du
muscle squelettique pourrait étre 1'une des principales
caractéristiques de la pathogenése de I'IR au cours de
I'obésité. Cette étude est I'une des rares & avoir mis en
évidence l'existence d’une IR en I’absence d’inflammation
systémique et méme tissulaire (dans le TA). Ainsi, chez les
femmes ménopausées présentant une obésité modérée de



7C}(n=lo) Ols(n=11)

OIR(n=9) P-values

Leptin (ng/mL) 14.7 £ 106 446+13.7 447+ 143 Pois s c7<0.001 Pogs 5 o7 = 0.001
Adiponectin (ug/mL) 17487 121252 83+33 Pow v cr = 0.03

Resistin (ng/mL) 502186 54220 57x29 NS

Ghrelin (pg/mL) 4352170 3541170 209+174 NS

hs-CRP (mg/l) 092089 A F R AL 25224 Poss s o1 = 0.008 Pown s o1 = 0.05
TNFa (pg/ml) 18209 16204 181204 NS

MCP-1 (pg/mL) 244.4 2 58.0 2275+61.7 30092810 NS

IFNy (pg/mL) 1.05+0.75 1.1520.77 1492078 NS

IL-1a (pg/mL) 032013 027+20.14 0630895 NS

IL-1B (pg/mL) 0.80 £ 0.46 0.76 £ 0.41 0821036 NS

IL-2 (pg/mL) 305111 358+0489 289+1.18 NS

IL-4 (pg/mL) 1832046 220067 195054 NS

IL-6 (pg/mL) 1.25+1.53 1332084 1.57+1.14 NS

IL-8 (pg/mL) 10222 6.64 1262+ 9044 1064 £8.27 NS

IL-10 (pg/mL) 1.1320.29 0912032 0972036 Pos s o7 =0.04

LPS (EU/mL) 0492017 0542021 0512031 NS

NEFA (mmol/L) 0.76 £ 0.44 0642014 0.73+0.38 NS

sCD14 (ug/mL) 1088+ 2.10 1069+ 181 10.07 2 1.68 NS

LBP (ug/mL) 11.1324.19 1258+4.10 12972364 NS

Figure 2. Concentrations plasmatiques des adipokines et cytokines en fonction du statut pondéral et métabolique.
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Figure 3. Evaluation de la sensibilité & I’insuline dans le tissu
adipeux CT': controle, OIS : obése insulinosensible, OIR : obése
insulinorequérant.

grade 1, la diminution de la sensibilité a I’insuline
musculaire est un événement précoce et central dans la
mise en place de 'IR. Ces résultats ont fait ’objet d’une
publication (Amouzou et al., 2016).

Une meilleure compréhension des mécanismes molé-
culaires qui sous-tendent cette IR musculaire pourrait étre
intéressante pour une meilleure prise en charge de
désordres métaboliques associés a 'obésité et pour une
prévention efficace contre 'apparition du diabéte de type 2
(DT2).

Réle des mécanismes régulateurs de I'inflammation
dans l'insulinorésistance

La lipotoxicité

Nos résultats obtenus par ’analyse des paramétres
moléculaires et métaboliques liés & la lipotoxicité ne nous
permettent pas d’incriminer I’existence de mécanismes de
lipotoxicité au sein du muscle squelettique des sujets OIR.

Implication des voies d'activation de TLR4

Le systéme immunitaire inné est la premiére ligne de
défense contre les agents pathogénes (bactéries, virus,
champignons, débris cellulaires) présents chez tous les
organismes multicellulaires. Deux entités sont indispen-
sables a la mise en place de cette réponse immunitaire
innée. Il s’agit du systéme des Patterns Recognition
Receptors (PRR) présents au niveau des cellules de
Ihote (membranaire et cytosolique) et des Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMP) qui sont des
molécules de natures diverses. En plus de leurs
implications actives dans les mécanismes de défense
immunitaire, certains PRR comme les TLR exercent
également un role de senseur du stress métabolique et
sont impliqués dans la physiopathologie de I'obésité et
de 'R (Jin et al., 2013). D’une part, il a été démontré
mvivo et inwvitro que les acides gras libres activent
TLR4 et induisent une inflammation dans les adipocytes
et dans les macrophages résidents du tissu adipeux. La
down-régulation de TLR4 abolit ces phénotypes et
protége de 'IR musculaire (Shi et al., 2006). On observe
une augmentation du niveau d’expression de TLR4,
et du taux d’activation de NFkB dans le muscle
squelettique de sujets obéses et insulinorésistants
(Reyna et al., 2008). L’expression de TLR4 est
également plus élevée dans le tissu adipeux viscéral
(associé a des dysfonctions métaboliques) que dans le
tissu adipeux sous-cutané chez des sujets obéses
(Poulain-Godefroy et al., 2010).

Nous avons donc exploré le role de l'activation du
récepteur TLR4 dans I'TR. L’activation de cette voie se fait
par le biais de molécules circulantes telles que les AG libres
et le LPS et se traduit par I'induction de deux voies de
signalisation intracellulaire: la voie dite MyD88-dépen-
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Figure 5. Evaluation de la sensibilité & I’insuline dans le muscle.

dante qui a été largement impliquée dans les mécanismes
moléculaires liés a I'IR et la voie dite TRIF-dépendante
dont I'implication dans I'TR a été trés peu explorée a ce jour.

L’activation de la voie MyD88-dépendante se traduit
par une cascade de signalisation qui conduit a ’activation
du facteur de transcription NFkB et des kinases
inflammatoires IKK et JNK.

L’activation de la voie TRIF-dépendante se traduit par
Iinduction du facteur NFkB et de I’ Interferon Regulatory
Factor 3 (IRF3). La voie IRF3 est impliquée dans
I’induction du systéme interféron qui conduit & la produc-
tion d’interféron (IFN) de type I (IFN a/B). Ces cytokines
sont connues pour leur implication dans les mécanismes de
défense antiviraux et antimicrobiens et possédent égale-
ment des propriétés anti-tumorales, immuno-modulatrices
et anti-inflammatoires.

Niveau d'expression du récepteur TLR4 dans le muscle et
le tissu adipeux

Nous avons dans un premier temps évalué le niveau
d’expression de TLR4 et montré que expression (mRNA et
protéique) est augmentée dans le tissu adipeux de sujets
obéses insulinorésistants mais non modifiée dans le muscle
(Figure 6).
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Figure 6. L’expression de TLR4 est augmentée dans le TA de
sujets obéses insulinorésistants, et non dans le muscle.

Expression relative de ’ARNm (UA)
=
.

Voies induites par I'activation du récepteur TLR4 dans le
muscle et tissu adipeux : MyD88 vs. TRIF

Alors que le niveau d’expression de la protéine IkB,
indicateur de 'activation de la voie MyD88-dépendante,
reste inchangé dans le TA, au niveau du TM on observe
une diminution significative de ce niveau d’expression
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Figure 7. L’expression d’TkB est diminuée dans le muscle de sujets obéses insulinorésistants, et non dans le TA.

dans le groupe OIR par rapport aux CT et une tendance a
la diminution entre les OIS et les OIR. Ces résultats
suggérent donc une activation de la voie MyDS88-
dépendante dans le TM des OIR et pas dans le TA
(Figure 7).

En ce qui concerne la voie TRIF-dépendante, les
résultats obtenus indiquent une absence de variation de la
phosphorylation d’TRF3 dans le TM pour les trois groupes
de volontaires alors que dans le TA, on observe une
augmentation significative de cette phosphorylation chez
les OIR par rapport au CT. Ce résultat montre une
induction du systéme interféron dans le TA et non dans le
TM.

Jusqu’ici, les résultats obtenus dans cette étude
laissent suggérer une activation différentielle des voies
MyD88-dépendante et TRIF-dépendante entre le TA et
le TM, ce qui indique une régulation non identique de ces
deux voies au niveau des deux tissus. Les activateurs et
inhibiteurs endogénes de ces deux voies pourraient donc
jouer un rdle important dans la régulation de la
sensibilité & l’'insuline. Dans ce contexte, nous avons
quantifié le niveau d’expression en ARNm de plusieurs
régulateurs des deux voies dans le TA et le TM des
volontaires. Parmi tous ces régulateurs, seul RNF41
présente une variation de son niveau d’expression, avec
une augmentation significative chez les OIR par rapport
aux CT dans le TA. Dans le TM, son niveau d’expression
reste inchangé (Figure 8).

De par la nature observationnelle de cette étude, nous
ne pouvons établir que des liens d’association entre les
différents acteurs des voies impliquées dans ces mécanis-
mes. Seule une étude inwvitro visant a valider le role
fonctionnel de chacun des acteurs moléculaires identifiés
pourrait permettre d’élucider le réle réel de chacune des
protéines-clés de cette voie.

Etude in vitro d’'une modification expression
RNF41 sur la sensibilité a I'insuline

La précédente étude nous a permis d’émettre 'hypo-
these selon laquelle la protéine RNF41 pourrait étre I'une
des protéines impliquées dans la sensibilité & I'insuline.
Afin de vérifier cette hypothése, nous avons choisi
d’étudier in vitro leffet :

— d’une diminution de I'expression de cette protéine par
transfection de siRNA (short interfering RNA) sur des
myocytes humains isolés & partir des biopsies de sujets
obéses insulinosensibles ;

— d’un traitement par IFN sur des myocytes siRNA-
RNF41;

— d’un traitement par 'interféron sur des myocytes isolés a
partir des biopsies de sujets obéses insulinorésistants.

Les résultats sont en faveur d’un role clé de RNF-41
dans la régulation de la sensibilité a I'insuline au niveau du
muscle. Ces données sont actuellement soumises pour
publication.

Quelles applications cliniques ?

Le défaut d’activation du systéme interféron et la
diminution du niveau d’expression de la Manganese-
dependent superozxide dismutase (MnSOD) sont les événe-
ments moléculaires clés qui sous-tendent la mise en place de
I'IR au niveau du muscle squelettique chez les sujets OIR.
Ces résultats sont autant d’arguments pour proposer deux
approches thérapeutiques pour contrecarrer I'IR. La
premiére approche est basée sur les interférons de type I.

L’autre approche envisageable est une approche
nutritionnelle basée sur la stimulation des défenses anti-
oxydantes. S’il s’avérait que le stress oxydant soit le défaut
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statut pondéral et métabolique.

primaire a lorigine de I'IR observée dans le muscle
squelettique des sujets OIR, une supplémentation a dose
nutritionnelle en anti-oxydants pourrait étre une alterna-
tive thérapeutique pour améliorer la sensibilité a 'insu-
line, d’autant plus que 'analyse de I'apport nutritionnel
des volontaires de cette étude indique un déficit de
consommation en polyphénols et plus précisément en acide
phénolique (molécules présentes naturellement dans
lalimentation et ayant un fort potentiel antioxydant)
chez les sujets OIR (Figure 9).

Prévention de I'insulinorésistance par une supplémentation
nutritionnelle en polyphénols chez des sujets a risque d'IR

Nous avons pu montrer ’efficacité d’une supplémenta-
tion nutritionnelle en polyphénols de raisins rouges pour
prévenir le stress oxydant et I'IR systémique induit par
une charge alimentaire en fructose chez des sujets
apparentés diabétiques (Hokayem et al., 2013). Ces
observations suggérent une efficacité des molécules anti-
oxydantes dans la prévention de I'IR.

Modulation de I'insulinorésistance par une
supplémentation nutritionnelle en polyphénols chez des
sujets obéses insulinorésistants

Cette étude est actuellement en cours. La stratégie de
I’étude est représentée sur la figure 10. Elle est basée sur
une collaboration entre cliniciens et chercheurs
(Figure 11).

L’objectif principal est de tester si la supplémentation
en polyphénols (PP) de raisins rouges (3g/j) permet
d’améliorer la sensibilité a l'insuline systémique (GIR:
Glucose Infusion Rate) mesurée par clamp euglycémique-
hyperinsulinémique (gold standard pour la mesure de
I'insulinosensibilité) chez des sujets obéses insulinorésis-
tants.

Les objectifs secondaires sont de:

— tester sila supplémentation en PP permet d’améliorer la
sensibilité a l'insuline tissulaire (tissu adipeux et muscle,
mesure du rapport phosphoAKT /AKT) et de comparer
la réponse a la supplémentation dans ces deux tissus;

— déterminer si la supplémentation en PP est associée a:



V1:visite d'inclusion. 1jour. Recueil du consentement.

Biopsies (TM et TA), clamps, dexa, analyses biologiques, mesures anthropométriques,
randomisation, dispensation des gélules (placeboet PP) pour 4 semaines, enquéte
alimentaire. Visite conseil. Recueil des selles et du container stérile pour le recueil des selles.

V3: visite de fin de protocole. ljour

Biopsies (TM et TA), clamps, dexa, analyses biologiques,
mesures anthropométriques. Enquéte alimentaire.
Visite conseil. Recueil des selles.

Recrutement.
Vérification des critéres
d’inclusion par téléphone

VO0: visite de pré-inclusion. 1h
Sélection des volontaires (sérologie)
Questionnaire de Voorips. Remise du

V2: visite de suivi. 2h
Mesures anthropométriques, contréle de la compliance

ion des gélules (pour 4 semaines),

ou en consultation (poids, semainier pour enquétes alimentaires, (e
age, traitements...) du container stérile pour le recueil des

ilules) di
ptage des gélules), disp
Enquéte alimentaires , Voorips. Visite conseil.

Recueil des selles et remise du container stérile pour le recueil des selles.

l selles. Note d'information.

d

y

Jour 0 15 jours maximum

aprés le recrutement

44-46 jours maximum
aprés le recrutement
Début de la supplémentation

Figure 10.

72-74 jours maximum 100-102 jours maximum
apréslerecrutement. aprés le recrutement.
4 semaines de supplémentation 8 i de

Fin du protocole.

Design étude POLYGIR. Le score de Voorips est un score validé d’évaluation de l'activité physique.

Fabrication et Dispensation des gélules
Pharmacie CHRU Lapeyronie
Dr A. Castet

INSERMU1046-UMR CNRS 9214
DrC. Bisbal, C. Amouzou
Dr C. Breuker, Dr K. Lambert

Figure 11. Collaboration chercheurs-cliniciens.

une réduction du stress oxydant tissulaire,

une modification du LPS plasmatique,

une modification du microbiote intestinal en lien avec
une amélioration de la sensibilité a I'insuline ;

— déterminer si la réponse au PP dépend du microbiote
intestinal des sujets.

La faisabilité de ces protocoles de recherche trans-
lationnelle repose sur une collaboration étroite entre
cliniciens (Equipe Diabétologie-Nutrition, PrSultan,
CHRU Montpellier ; Département Biochimie, Pr Cristol
et Médecine Nucléaire, PrMariano-Goulard; Départe-
ment de Pharmacie, Dr Castet) et chercheurs (expéri-
mentations réalisées sur les tissus ainsi que les cultures
cellulaires par les équipes INSERM PHYMEDEXP et
I'équipe Immunité Innée, PrMercier, responsable Dr
Bisbal). Les extraits de PP seront fournis par Grap’Sud.

En conclusion, notre recherche est basée sur des
programmes translationnels, détermination de mécanis-
mes physiopathologiques chez ’Homme et application par

des études d’interventions nutritionnelles. L’objectif est
d’améliorer la prise en charge des patients obéses et plus
précisément de prévenir et/ou moduler I'insulinorésis-
tance, mécanisme physiopathologique majeur du diabéte
de type 2.
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