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- Résumé / Abstract -

Résumé

Le tryptophane, un acide aminé essentiel, est soit utilisé pour la synthése protéique et la
synthése de sérotonine, soit dégradé en plusieurs métabolites appelés collectivement les
kynurénines. L'expression et I'activité des enzymes de la voie des kynurénines sont stimulées par
I'inflammation. La synthése des kynurénines est donc susceptible d’étre augmentée chez les
individus obeses. En effet, I'obésité est caractérisée par une inflammation chronique a bas bruit du
tissu adipeux, reflétée par I'augmentation de facteurs inflammatoires drculants qui contribuent a
I’apparition de l'insulinorésistance et du diabéte de type 2. Plusieurs métabolites de la voie des
kynurénines pourraient étre impliqués dans une perturbation de la sécrétion d’insuline. La chirurgie
bariatrique est actuellement le traitement le plus efficace pour I’obésité sévére, elle permet une
perte de poids significative ainsi qu’une diminution des facteurs inflammatoires circulants et une
amélioration de l'insulinorésistance et du diabete. Il a été démontré que I'expression d’IDO1, la
premiére enzyme de la voie des kynurénines, est plus élevée dans le tissu adipeux des individus
obeses. Le ratio kynurénine sur tryptophane, qui reflete I'activité D'IDO1, est également augmenté
chez lesindividus obeses.

Notre objectif a été de caractériser I'expression des enzymes de la voie des kynurénines dans
le tissu adipeux et d’évaluer les concentrations des kynurénines dans les sérums de patientes obéses
pour rechercher si certains de ces facteurs pouvaient étre reliés a I’apparition du diabete. Ces études
ont été réalisées dans une cohorte de femmes obéses normoglycémiques et diabétiques. Puis dans
un second temps nous avons étudié les conséquences de la perte de poids induite par la chirurgie
bariatrique sur les concentrations drculantes des kynurénines et évalué si les variations des
concentrations des kynurénines pourraient expliquer en partie 'amélioration du diabéte observée
aprés la chirurgie.

Dans cette étude, nous avons montré que plusieurs enzymes de la voie sont plus exprimées
dans le tissu adipeux des individus obéses que des minces. L'augmentation de I'expression des
enzymes dans le tissu adipeux des individus obéses provient d’une part de la présence de
macrophages pro-inflammatoires dans le tissu adipeux et également de la réponse des adipocytes
aux stimuli pro-inflammatoires. En paralléle, nous avons montré que les concentrations circulantes
des kynurénines et le ratio kynurénine sur tryptophane augmentent avec I'I[MC et qu’ils diminuent un
an apres la chirurgie bariatrique. Nous avons montré que le maintien des concentrations d’acide
kynurénigue est associé a la rémission du diabete aprés la chirurgie, et également que le maintien
des concentrations d’acide quinolinique et la diminution des concentrations d’acide xanthurénique
sont assodiés a I’amélioration des traits cliniques qui définissent le diabete.
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- Résumé / Abstract -

Abstract

Tryptophan, an essential amino acid, is either used in protein synthesis or metabolized via
the serotonin or the kynurenine pathway. The kynurenine pathway is the main route of tryptophan
degradation and generates several metabolites collectively called “kynurenines”. The expression of
kynurenine pathway enzymes is induced by inflammatory mediators. Consequently kynurenine
synthesis could be induced in individuals with obesity. In fact, obesity is characterized by a chronic
low grade inflammation of the adipose tissue reflected by increased serum levels of inflammatory
factors which are known to contribute to the development of obesity-induced insulino-resistance.
Disturbed insulin secretion has been previously shown in pancreatic islet in presence of some
metabolites of the kynurenine pathway. Bariatric surgery is currently the most effective treatment
for severe obesity and results in a significant weight loss, a decreased level of inflammatory factors
and an amelioration of glucose homeostasis. The first enzyme of the kynurenine pathway, IDO1, is
known to be more expressed in the adipose tissue of individuals with obesity compared to lean
individuals. The kynurenine over tryptophan ratio reflects the activity of IDO1 andis alsoincreasedin
individuals with obesity.

Our objective was to characterize the expression of the kynurenine pathway enzymes in the
adipose tissue of women with severe obesity and to evaluate serum levels of the kynurenine
pathway metabolites to determine whether these factors could be associated with the appearance of
diabetes. This study was performed in women with severe obesity with or without type 2 diabetes.
Then we investigated the consequences of weight loss induced by bariatric surgery on levels of
circulating kynurenines in order to evaluate whether these variations could explain the improvement
in glucose control and type 2 diabetes remission after one year follow-up.

In this study, we have shown that several kynurenine pathway enzymes were more
expressed in the adipose tissue of women with obesity compared to lean controls. This increase is
due to the presence of pro-inflammatory macrophages in the adipose tissue and also comes from the
adipocyte response to inflammatory stimuli. In addition, we observed that the serum level of
kynurenines and kynurenine over tryptophan ratio are higher in women with higher BMI and they
both decrease one year after bariatric surgery. We have shown that higher levels of kynurenic acid
one year after the surgery is associated with type 2 diabetes remission and also that higher levels of
quinolinic acid and decreased levels of xanthurenic acid are associated with better glucose
homeostasis.
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Chapitre I : L'obésité
1. Généralités
Le nombre de personnes en situation d’obésité ou en surpoids a dramatiquement augmenté
ces demiéres années et l'obésité est devenue un réel enjeu de santé publique mondiale.
L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) qualifie d’épidémie mondiale I'augmentation de la
prévalence de I'obésité. Auparavant réservée aux pays développés a revenu élevé, cette épidémie

concerne désormais également les pays en voie de développement.

a. Définition de I'obésité

Le surpoids et I'obésité sont définis par 'OMS comme « une accumulation anormale ou
excessive de tissu adipeux qui représente un risque pour la santé ». Le diagnostic du surpoids et de
I’obésité est établi par le calcul de I'Indice de Masse Corporel (IMC). L'IMC est calculé en divisant le
poids (en kg) par la taille (en m) au carré. Une personne sera considérée en surpoids si son IMC est
supérieur a 25 kg/m? mais inférieur a 30 kg/m?2. Elle sera considérée obése si son IMC est supérieur a
30 kg/m?. L’obésité est ensuite divisé en 3 classes : (i) obésité modérée si I'IMC est inférieur a 35, (ii)
obésité sévere si I'IMC est inférieur a 40 et (iii) obésité morbide si I'IMC est supérieur a 40 (Tableau
1). LIMC est communément utilisé pour évaluer la prévalence de I'obésité dans une population du
fait de sa simplicité. Cependant il faut souligner que cet indice n’est pas réellement un indicateur de
I’'exces de tissu adipeux et ne distingue pas la masse de tissu adipeux de la masse musculaire. Il ne
convient pas, par exemple, a des sportifs qui peuvent avoir un IMC élevé sans présenter un exces de
tissu adipeux. Il a été montré également que I'lMC dépend du genre et de I'dge des individus, les
valeurs d’IMC surestiment I’excés de tissu adipeux chez les hommes et le sous-estiment chez les
individus agés (Pasco et al., 2012). Les auteurs de cet article proposent d’ailleurs de réaliser des

classes d'IMCen fonction de |’age et du sexe desindividus.
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Tableau 1 : Classification de la maigreur, du surpoids et de I'obésité par I'IMC

Classe de IMC (kg/m?) Risque de morbidité
I’obésité associé
Dénutrition <16,5 -
Maigreur <18,5 Faible
Poids normal 18,5- 24,9 Moyen
Surpoids 25,0- 29,9 Accru
|. modérée 30,0- 34,9 Modéré
Obésité Il. sévere 35,0- 39,9 Important
I1l. morbide =40 Trés important

eme

Pour améliorer I'évaluation de I'obésité par I'IMC, cet indice peut étre associé a un 2
indice aisément mesurable : le tour de taille. La mesure du tour de taille permet d’évaluer la
répartition de la masse grasse au niveau abdominal. Le ratio tour de taille sur tour de hanche est
également un indice communément utilisé pour déterminer I’obésité abdominale. Il est reconnu que
I’obésité abdominale est un facteur de risque pour les complications de I'obésité indépendamment
de I'IMC (Fox et al., 2007). L’augmentation du tour de taille a été également fortement associée au
risque d’infarctus du myocarde (Yusuf et al., 2005) et plus globalement au risque de mortalité
indépendamment de I'lMC (Jacobs et al., 2010). En Europe, un tour de taille supérieur a 80 cm chez
les femmes (ou un ratio tour de taille sur tour de hanche > 0,85) et 94 cm chez les hommes (ou un
ratio tour de taille sur tour de hanche > 1) est associé a un risque accru de complications

métaboliques.

b. Les chiffres de I’obésité

Les pays développés ainsi que les pays en développement sont concernés par I’augmentation
de la prévalence de I’obésité et du surpoids dans la population méme si la prévalence de I'obésité est
plus importante dans les pays développés. D'ailleurs dans les pays en développement, I'obésité et la
dénutrition coexistent fréquemment. D’aprés I’'OMS, la prévalence de I'obésité dans le monde a
doublé entre 1980 et 2014 et I'obésité est devenue le premier facteur de risque de déces (3,4
millions de déces par an). L'OMS estime que 1,9 milliards d’adultes (18 ans et plus) sont en surpoids
parmi lesquels 6000 000 sont obeéses. Il est observé toutefois depuis 2002 un ralentissement de
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I’augmentation de la prévalence de I'obésité et du surpoids surtout dans les pays développés (Ng et

al., 2014).

En France, depuis 1997 une grande étude épidémiologique sur le surpoids et I'obésité est
réalisée tous les 3 ans : I’étude ObEpi. Cette enquéte est réalisée aupres d'un échantillon d’environ
20000 adultes (18 ans et plus) représentatifs de la population francaise, la derniére enquéte a été
réalisée en 2012. Cette étude révéle qu’en France, 32,3 % de la population est en surpoids et 15 %
sont obéses (Figure 1). La prévalence de I'obésité augmente depuis 15 ans mais en 2012, I’étude a
révélé que cette augmentation tendait a diminuer de fagon daire, en effet entre 1997 et 2000, le
nombre de francais obése a augmenté de 18,8 %, il a augmenté de 17,8 % entre 2000 et 2003, de

10,1 % entre 2003 et 2006, de 10,7 % entre 2006-2009 et plus que de 3,4 % entre 2009 et 2012.

70 - % de la population

ObEpi 1997
Ob Epi 2000
60 - > 56 53 mOb Epi 2003
52 50 p.
50 19 m ObEpi 2006
m ObEpi 2009
40 1 32 323 ObEpi 2012
30 - 30 312
20 4
1011121314
10 4 44244224 8
«q<11711
D - T T T T
Maigreur Normal Surpoids Obésité Obeésité
massive

Figure 1 : Répartition de la population Francaise en fonction de I'IMC.
Résultats des |’étude ObEpi de 1997 a 2012 sur des adultes agés de plus de 18 ans.
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2. Les facteurs de risque de l'obésité, une pathologie
multifactorielle
L'obésité provient d’un déséquilibre entre les apports énergétiques (la prise alimentaire) et
les dépenses énergétiques (métabolisme de base et activité physique). Linstallation de ce
déséquilibre sur le long terme se traduit par une balance positive pour les apports énergétiques; les
apports énergétiques excédentaires sont alors stockés, principalement dans le tissu adipeux. Si ce
principe de base est simple, les recherches ont montré que |’obésité est une pathologie
multifactorielle complexe. L'épidémie d’obésité est également attribuée a des facteurs de
prédisposition génétique et également a plusieurs facteurs environnementaux : I'environnement
social et économique, I'évolution du régime alimentaire et du mode de vie (Albuquerque et al., 2015;

Egger and Dixon, 2014).

a. L’environnement

L'obésité aété considérée initialement comme un état auto-infligé dont les individus atteints
étaient les seuls responsables. L'augmentation dramatique du nombre d’individus concernés par le
surpoids et I'obésité ont remis en cause cette croyance. Cependant toujours actuellement les
individus en situation d’obésité sont stigmatisés. En effet les causes de I'obésité proposées par la
population sont en premier lieu le manque d’activité physique (75 % - 82 %), puis I'excés alimentaire
(73 %) et le manque de volonté (59 % - 65 %) (Sikorski et al., 2011). Les facteurs héréditaires et socio-
économiques sont moins fréquemment associés aux causes de I'obésité, respectivement 30a 35 % et
50 a 60 %. Pourtant nous allons le voir il existe de fortes composantes socio-économiques et

génétiques pour le risque d'obésité.

Evolution du mode de vie et sédentarisation

L'évolution rapide de |la prévalence de I'obésité dans la population est liée aux changements
de mode de vie versle mode de vie occidental sédentaire moderne. Dans les années 70 et 80, il a été

observé en Europe et en Amérique du Nord une transition épidémiologique, cette transition
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épidémiologique intervient quand les maladies d’origine non-infectieuse comme le diabete de type
2, les pathologies cardio-vasculaires ou encore les cancers prennent le pas sur les pathologies
d’origine infectieuse et deviennent les maladies prépondérantes (Egger and Dixon, 2014). Cette

transition est actuellement en cours au Brésil, en Inde et en Chine par exemple.

Les facteurs de risques pour I'obésité sont la suralimentation et I'inactivité physique comme
attendu. Le mode de vie occidental actuel promeut I'augmentation de la prise alimentaire car
I’accessibilité a la nourriture est améliorée, l'industrialisation des repas est associée également a
I’augmentation de la taille des portions et a la densité énergétique des repas. La dépense
énergétique au contraire est diminuée car moins d’emplois nécessitent une activité physique et les
activités de loisirs sédentaires se développent (télévision, navigation sur internet, jeux-vidéo, ...) ; le
développement et la généralisation des moyens de transport passifs ainsi que I’amélioration du
chauffage dans les habitations sont des progres indéniables de la qualité de vie mais ils ont

également contribué a la diminution des dépenses énergétiques (Egger and Dixon, 2014).

Le statut social et économique

L’étude épidémiologique sur le surpoids et I'obésité ObEpi réalisée en France depuis 1997
inclut une analyse des facteurs sodo-économiques. Cette étude révele une forte inégalité face au
surpoids et a I’obésité en fonction du niveau d’instruction, de I’activité professionnelle et des revenus
des individus des 1997 et cela est toujours d’actualité en 2012. En 2012, 24,5 % des individus dont le
niveau d’instruction est faible (primaire) sont en surpoids contre 14, 3 % pour les individus ayant le

eme

niveau Bac et 7,3 % pour ceux ayant un dipléme du 3" cycle (Figure 2).
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Figure 1 : Répartition de la population en situation d’obésité par niveau d’instruction.
Résultats des études ObEpi de 1197 a 2012 sur la population francaise adulte.

Il existe également une relation inversement proportionnelle entre le risque de surpoids et le
niveau de revenu mensuel du foyer. En cas de revenu mensuel du foyer inférieur a 900€, 25,6% des
individus sont en surpoids alors que pour un revenu supérieur a 2300€ mensuel, moins de 16% des
individus sont en surpoids. Ces différences en fonction du statut socio-économique sont également
observées par Stringhini et al. sur une population britannique. Ils ont montré dans leur étude que la
proportion d’individus en situation d’obésité était plus élevée dans le groupe au statut socio-
économique faible par rapport au groupe socio-économique élevé (respectivement 11,8 % et 7,9 %)

(Stringhini et al., 2012).

Les perturbateurs endocriniens

La communauté scientifigue et médicale s’intéresse également aux facteurs de risque non-
traditionnels de I’obésité, notamment I'exposition a plusieurs polluants chimiques qu’on appelle des
perturbateurs endocriniens. Selon I’OMS, "un perturbateur endocrinien potentiel est une substance
ou un mélange exogéne, possédant des propriétés susceptibles d’induire une perturbation
endocrinienne dans un organisme intact, chez ses descendants ou au sein de (sous)-populations." Ce
sont des substances chimiques naturelles ou artificielles qui interferent avec le fonctionnement des

glandes endocrines. Le perturbateur endocrinien comme son nom lindique peut perturber la
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production ou la régulation des hormones, mimer I'action d'une hormone naturelle ou I'empécher
de se fixer a son récepteur et empécher la transmission du signal hormonal. On distingue les
hormones naturelles produites par I'organisme (cestrogénes, testostérone, hormones thyroidiennes,
insuline,...) ou par les plantes (phytoestrogénes) des perturbateurs endocriniens d’origine artificielle.
A noter que certains sont fabriqués prédsément pour leur effet sur le systeme endocrinien, en
particulier les oestro-progestatifs des pilules contraceptives. Par contre pour les perturbateurs
endocriniens utilisés dans I'industrie, I’agriculture ou dans le processus de fabrication de produits de
consommation, I'effet sur les hormones n’est pas intentionnel. Les perturbateurs endocriniens
artificiels les plus étudiés et les plus fréquents sont les phtalates, le bisphénol A et certains polluants
organiques persistants. lls sont bien sur connus pour perturber la fonction reproductrice maisils sont

également associés au syndrome métabolique, a I'obésité et au diabete.

Les Polluants Organiques Persistants (POP) sont des composés organiques qui résistent a la
dégradation photolytique, biologique et chimique. lIs sont peu solubles dans I’eau mais tres solubles
dans les lipides ce qui entraine leur accumulation dans le tissu adipeux. Des souris nourries avec un
régime riche en POP ont un gain de poids et de masse de tissu adipeux ainsi que des taux de
triglycérides plus élevés que les souris nourries avec un régime normal (lbrahim et al., 2011). Les
phtalates et le bisphénol A sont des agents plastifiants qui conferent aux plastiques comme le PVC
(polychlorure de vinyle) des propriétés de souplesse et de flexibilité et aussi de meilleure résistance
au froid. lls ne sont pas persistants mais sont présents dans de nombreux produits du quotidien en
plastique et diffusent facilement dans la nourriture. Les phtalates sont des agonistes des récepteurs
peroxysome proliferator-activated : PPARa et PPARy (Feige et al., 2007; Thayer et al., 2012). Le
phtalate le plus couramment utilisé est le DEHP (Di-2-Ethylhexylphthalate). Une étude chez 2300
femmes américaines a montré que les concentrations urinaires de 3 métabolites du DEHP (le Mono-
2-Ethylhexylphthalate, le  mono-2-ethyl-5-hydroxyhexylphthalate, et le mono-2-ethyl-5-
oxohexylphthalate) sont plus grandes chez les femmes ayant un IMC élevé (James-Todd et al., 2012).

Chez la souris, I'exposition au DEHP induit une augmentation de la prise alimentaire, une
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augmentation du poids corporel et de la masse du tissu adipeux viscéral. Le bisphénol A augmente
I’adipogénése de la lignée d’adipocytes murins 3T3-L1 (Masuno et al., 2005) et il est assodé au risque
d’obésité dans des études épidémiologiques (Welshons et al., 2006). Le bisphénol A est interdit en
France dans les contenants de produit alimentaire depuis 2015, mais il est remplacé en général par
des produits de la méme famille tels que le bisphénol S et F. Les propriétés de ces bisphénols sont
moins connus mais ils semblent avoir le méme effet que le bisphénol A sur I’adipogénese (Masuno et

al., 2005).

b. L’héritabilité génétique

La variabilité génétique explique les variabilités individuelles de prédisposition a |’obésité
pour une mode de vie équivalent, cest ce que I'on appelle I’héritabilité génétique. Une grande étude
prospective réalisée sur des jumeaux a montré que I’héritabilité génétique expliquait entre 70% et
90% des cas d'obésité chez les jumeaux monozygotes et 35% a 45% chez les jumeaux hétérozygotes
(Stunkard Al et al., 1986). Le plus grand facteur de risque pour |I’obésité chezles enfants est d’ailleurs
I’obésité parentale, unindividu dont les deux parents sont obeses a 2 fois plus de risque d’étre obese
a I’age adulte qu’un individu dont les parents sont minces (Whitaker et al., 1997). Ces résultats ont
été confirmés grace a une étude réalisée sur une cohorte d’enfants adoptés qui a montrée que I'IMC
de l'enfant était trés dépendant de I'IMC des parents biologiques mais pas de I'IMC des parents
adoptants ; cela était vrai pour les enfants obéses ou en surpoids et également pour les enfants trés

minces (Stunkard et al., 1986).

Il faut distinguer les obésités de type monogénique, qui sont expliquées par une mutation

treés pénétrante sur un seul géne et les obésités de type polygénique qui résultent des interactions de

polymorphismes sur plusieurs genes et I'environnement que |’on appelle aussi « obésité commune ».
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Les obésités d’'origine monogénique

Les obésités monogéniques sont dues a des mutations tres pénétrantes et représentent une
tres faible part des cas d’ obésité observés actuellement, on estime a 5% la part de ces individus
obeses. Ce sont des formes séveres d'obésité qui se déclarent de fagon tres précoce. A ce jour, les
obésités monogéniques sont classées en 2 catégories, les obésités non-syndromique, c'est-a-dire
caractérisée principalement par I'obésité et les obésités monogéniques syndromiques, c'est-a-dire

associée avec unensemble de signes diniques en plus de |'obésité.

Les genes impliqués dans les obésités monogéniques non-syndromiques sont souvent des
génes de la voie anorexigéne de la leptine-mélanocortine. La leptine est une hormone sécrétée par le
tissu adipeux, appelée également hormone de la satiété, elle a un effet inhibiteur sur les neurones
orexigénes également appelées les neurones a Neuropeptide Y et elle active les neurones
anorexigenes, appelées neurones a proopiomélanocortine (POMC) (Schwartz and Porte, 2005). Ces
neurones sont situés dans I'hypothalamus et jouent un réle central dans la régulation de la prise
alimentaire (Figure 3). En réponse a la leptine, les neurones POMC sécretent I’hormone
mélanocortine qui exerce ses effets anorexigenes via des récepteurs spécifiques appelées récepteurs
de la mélanocortine 3 et 4 (MC3R ou MC4R). Le géne PCSK1 code pour la proconvertase 1 qui clive la

pro-hormone proopiomélanocortine en mélanocortine.
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Figure 2 : La régulation de la prise alimentaire par la voie leptine-mélanocortine.
(Schwartz and Porte, 2005)

L'obésité d'origine polygénique commune

L'obésité d'origine polygénique a linverse de I'obésité d’origine monogénique est
caractérisée par des polymorphismes sur plusieurs génes dont la pénétrance est faible. Ils expliquent
la variabilité interindividuelle et la susceptibilité de chacun au risque de développer une obésité.
Chaque variant génétique explique un faible pourcentage du risque d'obésité, si il n’est pas associé a
d’autres variants et a un environnement obésogene le risque d’obésité est faible. Ce type d’obésité
représente la majorité des cas d’obésité. Le développement des technologies de génotypage par
puce a ADN a permis aux équipes de chercheurs de mener des études d’associations de génome
entier (GWAS, Genome Wide Association Study). Dés 2005, des études de GWAS ont été réalisées
dans des grandes cohortes avec un groupe d’individus obéses versus des témoins controles. Ces
études ont donc permis de sélectionner des genes candidats qui pourraient étre associés au
développement de I’obésité.
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Le premier variant commun associé a I'obésité grace aux études de GWAS est situé dans la
région du gene FTO (Fat mass and Obesity associated) (Frayling et al., 2007). L'effet de cette
mutation est relativement faible, en moyenne les individus homozygote pour I'allele a risque
pesaient 3 kg de plus que les individus sans alléle a risque (Frayling et al., 2007). Le deuxiéme géne
découvert associé a l'obésité commune est le geéne MC4R, qui est déja connu pour étre associé a une
forme monogénique d’obésité. Il a été montré que les variants génétique situés a proximité de FTO
et MC4R ont un effet additif sur I'lMC (Loos et al., 2008). A ce jour, plus de 50 loci ont été assodiés a
I’obésité grace aux études de GWAS. Pourtant les variants connus associés a I’obésité expliquent
seulement 1 a 4% de la variation de I'IMC alors que la part de I'héritabilité est estimée a 40 % voire a

70% suite aux études réalisées sur les jumeaux. Cest ce qu’on appelle I’héritabilité manquante.

Les études du nombre de copies des genes (CNV) ont permit également de découvrir des
nouveaux genes assodés au risque d’obésité comme la délétion du chromosome 16 La délétion
d’une section d’environ 600 kb sur le chromosome 16 au locus pl1l1.2 est en effet une variabilité
génétique avec un risque trés pénétrant pour I’obésité (Walters et al., 2010). Cette section comprend
28 genes dont le géne codant pour I’enzyme quinolinate phosphoryltransférase (QPRT) de la voie des
kynurénines sur lequel nous reviendrons dans le chapitre 2. La délétion du locus est associée a une
diminution de I'expression des 28 génes du locus et a un fort risque d'obésité tandis que la
duplication est associée a une augmentation de leur expression et a un risque de maigreur
(Jacquemont et al., 2011). A noter également que la délétion est assocée a l'autisme et la

duplication est assodiée a la schizophrénie.

3. Le tissu adipeux
L'obésité est donc définie comme une accumulation anormale ou excessive de tissu adipeux,
on observe une augmentation de la masse du tissu adipeux et une augmentation du stockage des

acides gras libres sous forme de triglycérides dans ce tissu. Un phénomene majeur associé a |'obésité
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est la présence d’une inflammation a bas bruit chronique du tissu adipeux et qui devient systémique.
Ce phénomeéne inflammatoire est une des causes d’apparition des complications associées a

I’obésité.

a. Description du tissu adipeux

Le tissu adipeux est un isolant thermique et mécanique et il est également un lieu de
stockage de |’énergie. Il est le garant de I'homéostasie lipidique, c’est le lieu de stockage des acides
gras libres qui s’associent avec le glycérol pour former les triglycérides. En période d’abondance
alimentaire, les acides gras libres apportés par I’alimentation sont stockés sous forme de triglycérides
dans les adipocytes, c’est la lipogenése. La lipogenese est sous le contrble de certaines hormones,
notamment la leptine et également I'insuline. En période de restriction calorique, les triglycérides
sont hydrolysés par des enzymes de type lipase en acides gras libres qui sont libérés dans la
circulation sanguine et peuvent étre utilisés par les cellules de I’organisme pour générer de I’énergie
sous forme d’adénosine triphosphate (ATP), c’est la lipolyse. Le tissu adipeux est principalement situé
au niveau viscéral et sous-cutané, mais on retrouve aussi du tissu adipeux autour des vaisseaux

sanguins, autour du cceur, des reins et des poumons (Figure 4).
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Figure 3 : Répartition du tissu adipeux chez ’'Homme. (Ouchi et al., 2011)
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Pendant de nombreuses années, le tissu adipeux a été uniqguement considéré comme un lieu
de stockage des triglycérides, mais il est désormais admis que ce tissu est également un organe
endocrine. Les découvertes au début des années 90 de la capacité du tissu adipeux a sécréter la
leptine et le Tumor Necrosis Factor a (TNFa) ont initié la recherche sur peptides et protéines
sécrétées par le tissu adipeux. Ces molécules sont appelées adipokine, via ces adipokines le tissu
adipeux joue un réle dans la régulation du métabolisme et de 'appétit et dans le développement des
pathologies associées a l'obésité. La plupart de ces molécules sont dérégulées dans I'obésité,
certaines sont des adipokines anti-inflammatoires mais certaines ont également des propriétés pro-

inflammatoires et sontimpliquées dans le développement du syndrome métabolique.

i.  Les adipocytes

Le tissu adipeux est constitué principalement de cellules adipeuses : les adipocytes. Ces
adipocytes sont appelée adipocytes blancs, ils sont spécialisés dans le stockage de I'énergie sous
forme de triglycérides dans une unique vésicule appelée également gouttelette lipidique (Figure 5). Il
existe également des cellules adipocytaires appelées adipocytes bruns. Les adipocytes bruns sont
spédalisés dans la thermogéneése, ils consomment du glucose et des acides gras pour maintenir une
température corporelle adéquate. De ce fait, ces adipocytes contiennent un trés grand nombre de
mitochondries ainsi que des petites gouttelettes lipidiques qui servent de carburant aux
mitochondries (Figure 5). Le tissu adipeux brun est constitué d’une majorité d’adipocytes bruns, il est
présent chez les nouveau-nés, etil est induit par I’exposition au froid chezles adultes, principalement
au dessus des davicules dans le cou (van Marken Lichtenbelt et al., 2009). Dans cette méme étude,
les chercheurs ont mesuré I'activité du tissu adipeux brun chez des individus obeses et chez des
individus minces : I'induction du tissu adipeux brun par le froid est plus faible chez les individus
obeéses que chez les individus minces (van Marken Lichtenbelt et al., 2009). Le tissu adipeux brun est
donc une cble thérapeutique intéressante pour augmenter la dépense énergétique des individus

obeéses.
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Figure 4 : Vue au microscope électronique en transmission d’'un adipocyte blanc (gauche)
et brun (droite) de rat.
N, noyau; m, mitochondrie; L, gouttelette lipidique. Echelle: 3 um. (Giordano et al., 2014)

Ces deux types d’adipocytes proviennent de la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses pluripotentes. La premiére étape consiste en la différenciation des cellules
souches en cellules précurseurs appelées pré-adipocytes blancs et pré-adipocytes bruns. Les pré-
adipocytes blancs sont ensuite différenciés en adipocytes blancs matures en présence de signaux
d’adipogénese : I'insuline, les glucocorticoides, des agonistes du récepteur PPARy (peroxysome
proliferator-activated receptory) tels que les acide gras libres et les dérivés d’acide gras libres (Griin,
2014; Sarjeant and Stephens, 2012). La différendation adipocytaire débute par I'action des facteurs
de transcription de la famille activating-protein 1 (AP-1) qui activent I'expression de la protéine
FABP4 (Fatty Acid Binding Protein 4 ou aP2), qui est un transporteur d’acide gras (Figure 6). Les
facteurs de transcription Kruppel-like factor 4, 5, 6 et 15 (KLF) sont exprimés trés tot au cours de la
différenciation et sont aussi des facteurs pro-adipogénes. KLF4, KLF5 et KLF6 sont impliqués dans le
stockage des lipides et KLF15 dans la sensibilité a I'insuline des adipocytes. Les facteurs de
transcription CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBP) B et 6 sont également des facteurs clés dans

la différenciation des adipocytes car les animaux invalidés (Knock-out, KO) pour ces genes montrent
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un déficit de stockage des lipides. Le facteur de transcription majeur de la différenciation
adipocytaire est PPARy, en effet la majorité des facteurs de transcription pro ou anti-adipogénese
jouent sur I'expression de PPARy. C/EBPB, C/EBPS et KLF5 que j'ai mentionné précédemment stimule
la transcription du géne PPARYy. La délétion de PPARy chez la souris est |étale, mais les souris KO pour
PPARy spécifiguement dans le tissu adipeux sont viables et présentent des défauts de
développement du tissu adipeux et une résistance a l'insuline (Sarjeant and Stephens, 2012). Ces
adipocytes matures ont donc acquis la capacité de stocker les acides gras sous forme de vésicules ou
gouttelettes lipidiques et expriment des marqueurs de différenciation spécifiques tels que FABP4, ils

ont également acquis une sensibilité a I'insuline.
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Figure 5 : Les facteurs de transcription de I’adipogénése.
Les préadipocytes sont différenciés en adipocytes matures capables de stocker les acides

gras sous forme de triglycérides et sensibles a l'insuline

ii. La fraction stroma-vasculaire

La fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux comprend lI'ensemble des cellules non-
adipeuses du tissu. Ce sont des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins qui circulent dans le
tissu adipeux, des pré-adipocytes qui sont les précurseurs des adipocytes et également des cellules

immunes telles que les macrophages et les lymphocytes. Les cellules immunitaires du tissu adipeux
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sont capitales pour le maintien de lI'intégrité du tissu adipeux et participent a la suppression des
cellules en apoptose du tissu adipeux. Ce sont principalement des lymphocytes T et également des

macrophages qui représentent jusqu’a 10% des cellules du tissu adipeux.

Les macrophages sont des cellules immunitaires capables de phagocytose, ce sont des
cellules infiltrantes qui phagocytent les débris cellulaires et sont présents dans tous les tissus. Les
macrophages sont dérivés de monocytes circulants eux-mémes issus des cellules souches
polynudéaires de la moelle osseuse. Les monocytes circulants se transforment en macrophages dans
les tissus. La différenciation des monocytes en macrophages est activée par des stimuli spécifiques
présents dans I'environnement local et qui va aboutir a des macrophages de différents phénotypes
possédant des propriétés et des fonctions différentes. Ills expriment a leur surface des marqueurs
spédfiques qui permettent de les identifier : le cluster de différenciation 68 (CD68) chez 'Homme et
le marqueur F4/80 chez la souris. Il existe donc une grande variabilité des sous-population de
macrophages mais il est admis de fagon simplifiée que les monocytes peuvent se différencier en 2
voies de macrophages, les macrophages de type pro-inflammatoire M1 ou les macrophages de type
anti-inflammatoire M2 (Gordon and Taylor, 2005). Ces macrophages expriment différents types de
marqueurs de surface et sécrétent des molécules ou chémokines distinctes qui permettent de les
distinguer. Les macrophages au profil pro-inflammatoire sont obtenus in vitro a partir de monocytes
par I’ajout de LPS ou d’interféron-y (IFN-y). lls sécrétent des cytokines pro-inflammatoires telles que
le TNFa, I'Interdeukine 6 (IL-6) et I'interleukine 12 (IL-12) et exprime la protéine iNOS (inducible Nitric
Oxyde Synthase). Ces macrophages sont impliqués dans la réponse immunitaire et antimicrobienne
et les processus inflammatoires. Les macrophages M2 de type anti-inflammatoire sont obtenus in
vitro a partir de monocytes en présence d’interleukine-4 (IL4) ou d’interleukine-13 (IL13). Ces
macrophages sécrétent peu de cytokines pro-inflammatoires et sécrétent au contraire des cytokines
anti-inflammatoires comme l'interleukine-10 (IL10). Ces macrophages sont des cellules régulatrices
de I'inflammation, elles favorisent la réparation des tissus lésés dans un 2°™ temps aprés la réponse

inflammatoire.
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Les lymphocytes T sont les cellules de I'immunité adaptative et sont divisés en deux
populations majeures, les lymphocytes T exprimant CD8 et les lymphocytes T exprimant CD4. Les
lymphocytes T CD8" sont les lymphocytes T cytotoxiques suppresseurs. lls partidpent a la lyse des
cellules infectées par des virus, bactéries ou parasites. Les lymphocytes T CD4" sont également
appelés lymphocytes T auxiliaires, ce sont des régulateurs de la réponse immunitaire. Il existe
plusieurs sous-population de lymphocytes T CD4" et leur différenciation est dépendante de la
présence de cytokines spécifigues comme nous allons le voir (Liu et al., 2013). Les lymphocytes TH1
sont des lymphocytes pro-inflammatoires qui sécretent les cytokines IL2, IFNy, TNFa. Ills sont
différenciés en TH1 en présence des cytokines IL12 et IFNy. Les lymphocytes TH17 sont également
des lymphocytes pro-inflammatoires, ils sont caractérisés par la présence du facteur de transcription
RAR-related orphan receptor C (RORC) et sécrétent I'interleukine 17 (IL17). Les lymphocytes Th2 et
Treg au contraire sont des lymphocytes anti-inflammatoires et sécrétent respectivement les
cytokines anti-inflammatoires IL4 - IL10 et IL10 - TGFB1 (Transforming Growth Factor B1). les
lymphocytes T CD4" se différencient en lymphocytes TH2 en présence des cytokines IL4 et IL33. Les
Treg sont caractérisés par la présence du facteur de transcription forkhead box P3 (FOXP3) et se
différencient en présence de la cytokine TGFB1. Ces lymphocytes Treg sont des acteurs majeurs de la

tolérance immunitaire, ils sont capables notamment de supprimer les lymphocytes TH1 et TH2.

b. Les adipokines

Les adipokines sont des petites molécules produites par le tissu adipeux, ce sont des
molécules aux effets pro ou anti-inflammatoires qui sont présentes dans la circulation et peuvent
jouer un réle au niveau systémique. La leptine et I'adiponectine sont les deux adipokines prindipales,
on peut noter tout de méme d’autres molécules sécrétées par les adipocytes comme la résistine, la
visfatine, la vaspine, I'omentine, I'apeline et le serum retinol-binding protein 4 (RBP4). La résistine est

exprimée par les adipocytes et également dans d’autres tissus (pancréas, muscle squelettique, rate,
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hypothalamus, ...), c’est une adipokine pro-inflammatoire. Elle augmente la production de TNFa et
d’IL-6. La production de résistine est d’ailleurs activée par certaines cytokines pro-inflammatoires et
inhibée par les agonistes de PPARy. les résultats des recherches sur la visfatine sont plus
contradictoires, caractérisée dans un premier temps comme une adipokine bénéfique mimétique de
I'insuline, elle est désormais considérée comme une adipokine pro-inflammatoire (Stofkova, 2010).
La vaspine est associée plutdt a une amélioration de l'insulinorésistance et a des effets anti-
inflammatoires. Le RBP4 est plus exprimée chez les individus obéses et diminue la sensibilité a
I'insuline (Tilg and Moschen, 2006). L'omentine et |’apeline sont également des adipokines sécrétées
par les adipocytes et de fagon plus importante dans le tissu adipeux viscéral (Castan-Laurell et al.,
2011; Yang, 2006). Les concentrations plasmatiques de I’apeline sont plus élevées chez les individus
obéses tandis que les concentrations d’omentine diminuent chez les individus obéses. L'apeline
augmente la consommation du glucose par les muscles et augmente la sensibilité a I'insuline chez les
animaux nourris par un régime riche en graisse. Lomentine réduit I'inflammation et stimule le
transport du glucose dans les adipocytes sous I’action de l'insuline, cest également une adipokine

cardioprotectrice anti-athérogéne et vasodilatatrice (Tan et al., 2015).

L'adiponectine est synthétisée principalement par les adipocytes et est un puissant anti-
inflammatoire. Deux récepteurs de I'adiponectine ont été décrits: ADIPOR1 et ADIPOR2. Chez la
souris, ADIPOR1 est exprimé de facon ubiquitaire tandis que ADIPOR2 est exprimé dans le foie (Tilg
and Moschen, 2006). L'adiponectine d’'une part stimule la B-oxydation des acides gras et la
consommation du glucose via la translocation du transporteur du glucose 4 (GLUT-4) a la membrane
et d'autre part, elle diminue la synthése des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IFNy et augmente
la synthese des cytokines anti-inflammatoires IL10 et I’antagoniste des récepteurs a I’IL1 (ll1Ra). Chez
les souris obeses, I'administration d’adiponectine permet de diminuer I’hyperglycémie et
d’augmenter la sensibilité a l'insuline et également de diminuer le taux d’'acide gras libres circulants.
Au contraire, les sourisinvalidées pour |’adiponectine développent une résistance a I'insuline sous un

régime riche en graisses (Tilg and Moschen, 2006).



- Chapitre 1 -

La leptine est sécrétée majoritairement par les adipocytes, mais contrairement a
I’adiponectine, la leptine est une adipokine pro-inflammatoire et également un régulateur de la prise
alimentaire. En effet les souris ob/ob et db/db mutés respectivement pour le géne de la leptine et
pour le géne du récepteur de la leptine sont des souris obéses, hyperphagiques et résistantes a
I'insuline. L’administration de leptine a des souris ob/ob permet de corriger |'effet de la mutation
(Maury and Brichard, 2010). Chez I’Homme également, des mutations sur le gene de la leptine ou du
récepteur a la leptine sont associé a I'hyperphagie et au développement de I'obésité. Au niveau
central, la leptine controle la sensation de satiété en inhibant les neurones orexigénes et en
stimulant les neurones anorexigenes de I’hypothalamus. Au niveau périphérique la leptine diminue la
synthése de la cytokine anti-inflammatoire L4 et favorise la synthése des cytokines pro-
inflammatoires. Elle stimule notamment la synthése de cytokines pro-inflammatoires comme le

TNFa, I'IL-6, I'lL-12 par les macrophages etl’IL2 et I'IFNy par les lymphocytes.
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c. Physiopathologie du tissu adipeux
En situation d’obésité, le tissu adipeux est extrémement sollicité par I'organisme pour
stocker I'excédent énergétique sous forme de triglycérides. Chez les femmes minces, le tissu adipeux
représente environ 24% du poids corporel alors que chez les femmes obeses, il représente en
moyenne 51% du poids corporel (Das et al., 2003). Ce phénomene s’accompagne d’une inflammation
du tissu adipeux qui devient systémique et qui est un facteur de risque pour le développement du

diabéte de type 2 et les maladies cardiovasculaires.

L'expansion du tissu adipeux repose en fait sur deux phénomeénes : I'hypertrophie des
adipocytes, c'est-a-dire une augmentation du volume cellulaire et I’hyperplasie du tissu adipeux,
c'est-a-dire 'augmentation du volume du tissu du fait de I’augmentation du nombre de cellules. Dans
tous les cas d’obésité, on observe une augmentation du volume du tissu adipeux, mais en fonction
des individus et de la localisation du tissu adipeux, on observe plutét une hypertrophie
(augmentation du volume des adipocytes) ou une hyperplasie (augmentation du nombre
d’adipocytes). L'hypothese de la capacité d’expansion du tissu adipeux suggere que la capacité
d’expansion du tissu adipeux en réponse au déséquilibre de la balance énergétique joue un réle clé
dans le développement de I'inflammation du tissu adipeux dans I’obésité et de I'insulinorésistance du
tissu. L'hyperplasie serait protectrice tandis que I’hypertrophie des adipocytes serait délétere.
L'analyse de la taille des adipocytes dans le tissu adipeux viscéral et sous-cutané de 80 femmes
obeéses ayant recours a la chirurgie bariatrique révéle que les femmes présentant une hyperplasie du
tissu adipeux sont plus sensibles a I'insuline, ont une glycémie a jeun plus basse et ont un meilleur
profil lipidique (cholestérol total, triglycérides) par rapport aux femmes qui présentent une
hypertrophie des adipocytes (Hoffstedt et al., 2010). Ces résultats sont en accord avec I’hypothése du
remplissage des adipocytes, lorsque les adipocytes ne peuvent plus stocker les acides gras, ils

deviennentinsulinorésistants (Danforth, 2000).
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De plus, I’hypertrophie des adipocytes est un état de stress pour ces cellules. Il a été observé
sur des adipocytes hypertrophiés des signes de stress cellulaires et des signes précoces de nécrose.
Plus prédsément, chez des souris ob/ob spontanément obeéses, la membrane cytoplasmique des
adipogytes est plus fine et le volume de I'appareil de Golgi et du reticulum endoplasmique sont
augmentés (Giordano et al., 2013). Cela a été observé également chez des souris déficientes pour la
lipase hormonosensible qui ne sont pas obeses mais présentent une hypertrophie des adipocytes
(Cinti et al., 2005). L'observation de coupes histologiques de tissu adipeux par microscopie
électronique révele que le nombre d’adipocytes en nécrose est plus élevé chez les individus obéses
gue chez les individus minces (Cinti et al., 2005). Au contraire de I’apoptose, qui est un processus de
mort cellulaire contrélé et non inflammatoire, la nécrose cellulaire est un phénomene inflammatoire
du fait de la libération incontrolée du contenu cellulaire dans I'espace extracellulaire. Ce phénoméne
d’hypertrophie et de nécrose des adipocytes est associé au recrutement des macrophages dans le
tissu adipeux. Les adipocytes hypertrophiés sécrétent des cytokines inflammatoires comme MCP1

qui est un puissant signal pour les monocytes circulants qui s'infiltrent alors dans le tissu.

L'infiltration de macrophages dans le tissu adipeux est un élément clé de I'inflammation
systémique observée chez les individus obéses. Chez un individu mince, les macrophages présents
dans le tissu adipeux sont des macrophages de type M2 anti-inflammatoires, au contraire, chez les
individus obéses, les macrophages présents dans le tissu adipeux sont des macrophages de type M1
pro-inflammatoires (Lumeng et al., 2007). Il a ét¢ montré chez I"’Homme et chez la souris que le
nombre de macrophages présents dans le tissu adipeux est tres corrélé a I'IMC et également a la
taille des adipocytes (Weisberg et al., 2003). Et ced indépendamment du type de tissu adipeux car la
corrélation était conservée dans le tissu adipeux sous-cutané et dans le tissu adipeux viscéral. Les
auteurs de cette étude estiment que chez les individus minces, les macrophages représentent 10%
des cellules du tissu adipeux chez les souris minces ainsi que chez 'Homme. Chez les individus
obeses, les macrophages représentent environ 40% des cellules du tissu adipeux chez 'Homme et
jusgu’a 50 % chez les souris obéses (Weisberg et al., 2003). De plus les coupes histologiques de tissu
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adipeux chez la souris révelent que chezlesindividus minces, les macrophages sont dispersés dans le
tissu adipeux entre les adipocytes alors que chez les individus obéses, les macrophages forment des
agrégats. Cinti et al., ont confirmé ce comportement des macrophages du tissu adipeux chez la souris
etils I'ont également observé chez I’'Homme (Cinti et al., 2005). Les macrophages du tissu adipeux se
regroupent plus précisément autour des adipocytes en nécrose et forment une structure en
couronne (ou « crown-like structure ») autour de ces adipocytes. L'apparition de gouttelettes
lipidiques dans les macrophages situés autour de |I’adipocyte en nécrose suggere que la récupération
des gouttelettes lipidiques libérées dans I'espace intracellulaire est le rbéle majeur de ces

macrophages.

Au cours du développement de I'obésité, il est observé une augmentation de la production
de cytokines inflammatoires telles que le TNFa, I'IL6, I'IL1B ou le monocyte-chemoattractant Protein
1 (MCP1 ou chemokine C-ligand 2 (CCL2)). L'expansion massive du tissu adipeux et l'infiltration de
macrophages pro-inflammatoires sont des acteurs majeurs de ces phénomenes inflammatoires. Le
TNFa est plus exprimé dans le tissu adipeux des individus obéses et dans le tissu adipeux viscéral, il
est produit princdpalement par les macrophages. Cette cytokine pro-inflammatoire induit une
augmentation de la production d’autres cytokines pro-inflammatoires par le tissu adipeux et est
également un acteur majeur de l'insulinorésistance induite par I’obésité chez la souris, il inhibe le
récepteur a l'insuline et participe a la résistance a I'insuline des tissus (Maury and Brichard, 2010). Si
chez la souris les résultats sont trés concluants, les résultats chez I’lhomme sont plus mitigés et a ce
jour aucun effet des inhibiteurs de TNFa sur 'amélioration de la sensibilité a I’insuline n’a été montré
(Bernstein et al., 2006). L’IL1 B est principalement produite par les cellules non-adipeuses du tissu
adipeux et est plus exprimée chez les individus obeéses, c’est également une cytokine clé dans le
développement de l'insulino-résistance (Bing, 2015). Il a été montré chez la souris et sur des
adipocytes humains que I'lL1B diminue I'expression des genes et des protéines nécessaire au signal
de 'insuline (IRS1) et a I’entrée de glucose dans la cellule (GLUT4) (Gao et al., 2014). L'IL-6 et le MCP1
sont également plus exprimées dans le tissu adipeux d'un individu obése, et sont produites par les
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adipocytes et par les cellules de la fraction stroma-vasculaire pour I'lL-6. L'IL-6 comme le TNFa
favorise l'insulinorésistance, en particulier dans le foie. Le CCL2 ou MCP1 est un acteur clé de

I’attraction des monocytes circulants dans le tissu adipeux.

Les concentrations de leptine circulantes sont également augmentées chez un individu
obése, la production de leptine est trés corrélée ala masse de tissu adipeux. Si les effets orexigenes
de laleptine chez un individu obése sont limités car il existe un phénomene de résistance ala leptine
au niveau central, les effets pro-inflammatoires de la leptine sont bien présents. La leptine induit une
augmentation de la production de TNFa, IL6 et IL12 dans le tissu adipeux ainsi qu’'une augmentation
de I'expression de MCP1 (Tilg and Moschen, 2006). L’adiponectine comme nous venons de le voir est
une adipokine anti-inflammatoire, son expression est inhibée en présence de TNFa et d’IL6 et elle est
moins exprimée dans le tissu des individus obéses (Tilg and Moschen, 2006). La diminution de la
synthése d’adiponectine et I’augmentation de la synthese de leptine par le tissu adipeux chez les

individus obeses participent donc au processus inflammatoire observé dans I'obésité.

4. Les complications de I'obésité

L'obésité est un facteur de risque pour de nombreuses pathologies invalidantes et
handicapantes et qui présente un vrai risque de mortalité précoce. Selon un rapport du Sénat
(Rapport de I'OPECST n° 267 (2003-2004) de M. Claude SAUNIER, 14 avril 2004) les dépenses de
santé imputées a I'obésité en France étaient de 2 % des dépenses de santé totales en 1992 et sont
estimés en 2004 a 4 %, soit 5,6 milliards d’Euros par an. Alors que seulement 7 millions d’Euros sont
attribués au prindpal programme de prévention de I'obésité : le Programme National Nutrition et
Santé (PNNS). Aux Etats-Unis, I'estimation du co(t de I'obésité a la sodété était de 75 milliards de
Dollars en 2003 (Wang et al., 2011b) et de 148 milliards de Dollars par an en 2008 (Malik et al., 2013).

L'obésité est un exceés de poids du fait de I’accumulation anormale de réserves énergétiques

dans le tissu adipeux et le foie prindpalement. L'expansion anormale du tissu adipeux et la présence
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de tissu adipeux ectopique sont des facteurs de risque majeurs pour diverses pathologies.
L'accumulation de tissu adipeux au niveau viscéral notamment est un facteur de risque majeur pour
les complications métaboliques, c’est ce qu’on appelle I’obésité androide par opposition a I’obésité
gynoide qui est une accumulation de tissu adipeux au niveau inférieur. Parmi les complications
métaboliques, les majeures sont I'insulinorésistance, le diabéte de type 2, la stéato-hépatite non-
alcoolique et des pathologies du systeme cardiovasculaire. On peut noter également une
augmentation des risques de cancers ainsi que des problémes orthopédiques du fait de la surcharge
pondérale. De facon générale, 'obésité aggrave significativement les risques de mortalité dans la

plupart des pathologies (Figure 7) (Calle et al., 1999; Flegal, 2005).
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Figure 6 : Risque de mortalité en fonction de I’'Il MC.
Le risque de mortalité est évalué chez des hommes et des femmes non-fumeurs et sans
pathologie connue a I’entrée dans |’étude (Calle et al., 1999).

a. L’insulino-résistance et le diabete de type 2

Définition du diabéte

D’apres I'OMS, «le terme «diabéte» décrit un trouble métabolique a I'étiologie multiple,
caractérisé par une hyperglycémie chronique accompagnée de perturbations du métabolisme des
glucides, des lipides et des protéines dues a des défauts dans la sécrétion ou I'action de I'insuline,
voire a ces deux niveaux. Le diabéte entraine sur le long terme des lésions, des dysfonctionnements

et des insuffisances de divers organes ». De fagon simplifiée, on distingue deux types de diabétes : le

39



- Chapitre 1 -

diabete de type 1 et le diabéte de type 2. Le diabéte de type 1 évolue rapidement et se dédare en
général chez le sujet jeune, il est caractérisé par une destruction des cellules B du pancréas par le
systéme immunitaire (présence d’anticorps) et est insulinodépendant. Le diabéte de type 2 est une
maladie évolutive dont la prévalence augmente avec I’age et est considérée comme une maladie
d’adulte. Entre 1995 et 2007, la prévalence du diabéte de type 2 aux Etats-Unis a été multipliée par
cing. La prévalence du diabéte de type 2 chez les jeunes adultes, les adolescents et méme les enfants
est également en augmentation en particulier dans les groupes ethniques a risque (population
indigene d’Amérique du Nord et d’'Australie, population des iles du Pacifique, les afro-américains, les

hispaniques) (Zimmet et al., 2014). Dans cette thése, nous nous intéressons au diabéte de type 2.

Le diabete gestationnel apparait pendant la grossesse, il est donc plutot associé au diabéete
de type 2. De plus, les femmes ayant dédaré un diabete gestationnel ont plus de risque de
développer ensuite un diabéte de type 2 (Case et al., 2006). Le dépistage du diabéte gestationnel est
réalisé en France sur toutes les femmes enceintes entre la 24°™ et la 28°™° semaine d’aménorrhée
par un test de charge orale en glucose. Le traitement consiste en un régime alimentaire adapté et si
nécessaire la prise d’insuline pour éviter I'hyperglycémie. On observe chez les patientes atteintes une

résistance a l'insuline et une altération de la sécrétion d’insuline,

Le diabete est une dérégulation de I’homéostasie du glucose qui se traduit par une
hyperglycémie. Le diagnostic du diabete est établi par ’OMS en 1999 selon des criteres glycémiques
bien préds (Tableau 2). A noter que I’ADA (Assocdiation Américaine pour le Diabéete) propose
également des criteres glycémiques de diagnostic du diabéete, ce sont sensiblement les mémes mais
I’ADA prend en compte les valeurs d hémoglobine glyquée (HbA1lc) également dans le diagnostic.
L'HbAlc est la mesure de la glycation de I’hémoglobine, la glycation des protéines est un phénomene
normal mais qui augmente avec |’hyperglycédmie. Elle est considérée comme le reflet de I’équilibre
glycémique des 3 derniers mois (durée de vie moyenne d’un globule rouge). LADA recommande

également une plus grande rigueur pour I'hyperglycémie a jeun définie dés que la glycédmie a jeun est
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supérieure a 1 g/L pour I’ADA contre 1,1g/L pour 'OMS. Le diagnostic du diabéte doit également
étre confirmé par un test de charge orale en glucose (OGT) : 75g de sucre par voie orale puis mesure
de la glycémie apres 2H. Les individus en situation d’hyperglycémie modérée ou d’intolérance au
glucose sont en phase de pré-diabéte. A ce stade, les patients ne présentent aucun symptome mais
une prise en charge par une modification du style de vie (alimentation, activité physique, perte de
poids) et éventuellement la prescription de médicaments permettent de retarder et de limiter le

développement du diabete.

Tableau 2 : Critéres glycé miques définissant les statuts insulinorésistant et diabetique.
Les valeurs définies par I’OMS sont indiquées en noir et celles définies par I’Association
Américaine du Diabéte sont indiquées en bleu.

Glycémie a jeun Glycémie 2h apres HbA1lc
OGT
mg.dl”  mmol.L” mg.dl”  mmol.Ll” %
L. <100 <5,5
Normoglycémique <100 <61 <140 <77 <5,7

Intolérant au glucose / 100-125 56-7
hyperglycémie modérée a jeun 110 - 125 6,1-7

Diabétique >126 >7 >200 >11,1 >6,5

140 - 199 7,7-11 57-6,4

Les chiffres du diabéte

D’aprés I’étude ObEpi réalisée en 2012 en France, 5,8 % des adultes (<18 ans) sont traités
pour le diabete dont 95 % pour un diabéte de type 2. La prévalence du diabéte de type 2 diminue
quand I'IMC est inférieur a 25 kg/m? alors qu’elle augmente quand I'IMC est supérieur a 30 kg/m?
(respectivement 2.2 % et 16 %). Parmi les individus diabétiques de type 2, 43% sont obeéses et la
prévalence de I’obésité augmente avec |’age. La fédération intemationale du diabéte estime que 382

millions de personnes dans le monde vivent avec le diabéte en 2013, leurs prédictions pour 2035
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estiment que ce nombre pourrait atteindre 600 millions (Figure 8), soit une augmentation de 55% de
la prévalence du diabéte au niveau mondial, avec une plus forte augmentation dans les pays en
développement comme I'Inde, les pays d’Indonésie, les pays d’Afrique et du Moyen-Orient par
rapport aux pays développés de I’Europe et de I'’Amérique du Nord olu l'augmentation de la

prévalence du diabéte sera moins forte (Zimmetet al., 2014).
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Figure 7 : Estimation du nombre d’individus atteint par le diabete en 2013 et en 2035 dans
le monde

Les complications du diabéte

Le diabete de type 2 est une maladie évolutive et le maintien de la glycémie peut devenir de
plus en plus difficile a atteindre, augmentant considérablement le risque de complications pour les
patients. En effet les complications chroniques du diabéte proviennent de la toxicité des épisodes
hyperglycémiques fréquents sur les vaisseaux et les nerfs. Ce sont des complications nerveuses et
vasculaires, des microangiopathies ou macroangiopathies. Les complications les plus fréquentes sont

la rétinopathie, la néphropathie, des neuropathies avec une altération des systémes nerveux
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périphérique, I’atteinte des membres inférieurs. Ces complications sont trés invalidantes et
entrainent a terme la cécité, I'insuffisance rénale et également I’'amputation des membres inf érieurs
du fait de la diminution de la sensibilité a la douleur et de |'altération des phénomeénes de
cicatrisation. Le diabete est la premiére cause de cécité avant 65 ans en France et 10000 amputations

par an sont dues au diabete d'aprés la Fédération Francaise des Diabétiques.

Physiologie du pancréas

Le contréle de I’homéostasie glucidique est un phénomene finement régulé, I’acteur
principal de ce phénomene est le pancréas. C'est un organe endocrine et exocrine, c'est-a-dire qu'il
fabrique des hormones pour la circulation et pour I'espace extérieur (ici le tractus digestif). Le
pancréas exocrine représente 98% de la masse totale du pancréas. Il sécréte a destination de
I'intestin gréle le suc pancréatique qui contient des enzymes digestives (protéases, lipase et
amylase). Les ilots de Langerhans forment la partie endocrine du pancréas et représente donc 2% de
la masse du pancréas. Ce sont des petits amas cellulaires de forme drculaire, ils sont composés de
plusieurs types cellulaires : les cellules B qui sécretent l'insuline, les cellules a qui sécrétent le
glucagon, les cellules & qui sécrétent la somatostatine et les cellules pp qui sécréetent le polypeptide

pancréatique.

L'insuline est la seule hormone hypoglycémiante sécrétée par I’organisme et elle a un réle
crucial dans la régulation de I’homéostasie glucidique. Cette hormone est sécrétée suite a la prise
alimentaire grace a la sensibilité des cellules B au glucose. L'entrée de glucose dans la cellule B est
suivie d’un ensemble de mécanismes cellulaires qui aboutissent a la sécrétion d’insuline. Le glucose
pénetre dans la cellule via un transporteur du glucose GLUT2 (transporteur du GLUcose 2). A son
entrée dans la cellule, le glucose est phosphorylé sur son carbone 6 par I'enzyme glucokinase, le
glucose-6-phosphate est le premier métabolite de la glycolyse et du cyde de Krebs. De facon
simplifiée, I’oxydation du glucose dans la cellule est suivie d’'une augmentation de I’ATP et une

diminution de I’ADP (Adénosine Di-Phosphate). L'augmentation du ratio ATP/ADP dédenche la
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fermeture des canaux potassiques sensibles a I'ATP (Karp). La fermeture des canaux potassique induit
une dépolarisation de la cellule et I'ouverture de canaux calciques. L’augmentation intracellulaire de
calcium dédenche I’exocytose des vésicules d’insuline de la cellule B (Rorsman and Braun, 2013). Le
mécanisme de la sécrétion d’insuline par la cellule B est sensiblement semblable au phénomene
d’exocytose observé au niveau des synapses des neurones qui répond également a une
dépolarisation de la membrane. Et en effet malgré une origine embryologique différente la cellule
pancréatique exprime certains traits neuronaux tels le canal ionique Na voltage-dépendant, le
récepteur al’acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) et la dopamine B-hydroxylase (Atouf et al., 1997).
L'insuline est stockée dans des vésicules cytoplasmique, elle forme des cristaux insolubles appelés
héxamere d’insuline en s’associant avec des atomes de zinc (6 molécules d’insuline et 2 atomes de
zinc) (Chimienti, 2013). On note deux phases dans le processus de sécrétion d’insuline, une premiére
phase rapide et importante et une deuxieme phase moins importante mais qui se maintient dans le
temps tant que la glycémie reste élevée. La premiere phase rapide de sécrétion d’insuline
correspond a I’exocytose des vésicules d’insuline située directement sous la membrane
cytoplasmique, c’est le pool d'insuline « facilement relargable » ; la seconde phase de sécrétion
d’insuline provient des vésicules stockées dans la cellule et qui doivent étre mobilisées pour

atteindre la membrane (Wang and Thurmond, 2009) (Figure 9).
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Figure 8 : Profil bi-phasique de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.
(1) Le premier pic de sécrétion d’insuline est suivi d’une diminution puis (2) d’une
stabilisation de la sécrétion d’insuline (seconde phase) (Rorsman and Braun, 2013).
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Si le glucose est le principal nutriment qui déclenche la sécrétion d’insuline, d’autres facteurs
jouent également sur la sécrétion d'insuline. Il existe des hormones incrétines capables de
potentialiser la sécrétion d’insuline induite par le glucose, le GLP-1 (Glucagon Like Protein-1) est
sécrété par des cellules endocrines de I'intestin en réponse a la prise alimentaire. Le GLP-1 se fixe sur
ses récepteurs spécifiques situés sur cellules B des ilots de Langerhans et potentialise la sécrétion
d’insuline induite par le glucose. La liaison du GLP-1 a son récepteur active la voie de I’adénylate
cyclase et induit une augmentation de I’adénosine mono-phosphate cyclique (AMPc) cytosolique ;
I’AMPc active ensuite la protéine kinase A et amplifie I'exocytose dépendante du calcium et la
fermeture du canal Karp (Rorsman and Braun, 2013). Les ilots de Langerhans sont également innervés
par le systéme para-sympathique (acétylcholine) et sympathique (noradrénaline). Le systéme para-
sympathique stimule la sécrétion d’insuline, I'effet du systtme sympathique dépend du type de
récepteur a la noradrénaline présent sur la cellule. La noradrénaline inhibe la sécrétion d’insuline via
son récepteur a et la stimule via son récepteur B.

Une fois libérée dans la circulation sanguine, l'insuline agit sur des tissus cibles grace a des
récepteurs spédfiques. Les tissus cibles de I'insuline sont les muscles, le foie et le tissu adipeux. La
liaison de l'insuline a son récepteur dédenche une cascade de réactions et finalement I’activation ou
au contraire l'inhibition de voies métaboliques. De facon simplifiée, son role est de stimuler I'entrée
du glucose par les tissus capables de la stocker : les muscles, le foie et le tissu adipeux. Le foie et les
muscles stockent le glucose sous forme de glycogene, cest la glycogénogeneése et le tissu adipeux
sous forme de triglycérides, cest la lipogenése. Linsuline inhibe également la production de glucose

par le foie, la néoglucogeneése et la lipolyse dans le tissu adipeux.

Physiopathologie du diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 est une maladie évolutive, qui débute par deux phénomeénes : d’une
part I'insulinorésistance des tissus et d’autre part I'altération de la fonctionnalité des cellules B. Ces
deux phénoménes peuvent étre décrits grace aux valeurs d’insulinémie et de glycémie a jeun grace
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au modéle Homeostatic model assessment (HOMA). L'HOMA-IR refléte I'insulino-résistance (IR), il
augmente quand l'insulinorésistance s’aggrave, la valeur considérée nomale est fixée a 1. 'HOMA-S
est I'inverse de I'indice d’insulinorésistance et reflete la sensibilité a I'insuline, la valeur normale est
fixée a 100. 'HOMA-B reflete la fonction des cellules B pancréatiques et diminue quand la fonction
des cellules B est altérée, la valeur normale est fixée a 100%. L'indice HOMA-BS est le produit de
I’HOMA-B et de ’'HOMA-S, il reflete la sécrétion d’insuline en fonction de la demande. Cesindices ont
été développés en 1985 et sont depuis largement utilisés, il est proposé sous forme d’'un modéle
linéaire simplifié (HOMA1) et également sous forme d'un modéle non-linéaire appelé HOMA2

disponible en ligne (www.OCDEM.ox.ac.uk).

Box 1: Calcul des indices d’insulinorésistance (HOMA1-IR) et de fonction de la cellule B
(HOMA1-B) et la sensibilité a I'insuline (HOMA1-IR).

FPI « FPG
HOMALIR= —— %
225
20 % FPI
HOMALB=— """
FPG — 3,5
HOMALS = —— 1
OMALS = omar e~ 1oV

FPI = insulinémie a jeun (en muU/L)
FPG = glycémie a jeun (en mmol/L)

La résistance a l'insuline des tissus se traduit par une diminution de I'entrée de glucose dans
la cellule et au contraire une augmentation de la libération de glucose (néoglucogenese) ou d’acide
gras (lipolyse) respectivement dans le foie et le tissu adipeux. Dans les premiers stades de la
pathologie, les cellules B sont capables de compenser la résistance a I'insuline des tissus en sécrétant
d’avantage d’insuline pour maintenir la glycémie dans sa valeur normale, c’est la phase de

compensation. Mais ce phénomeéne de compensation finit par s’épuiser, la fonctionnalité des cellules
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B (c'est-a-dire leur capacité a sécréter de l'insuline) est altérée, donc la sécrétion d’insuline diminue

et la glycémie n’est plus controlée (Figure 10).
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Figure 9 : Evolution de l'insulinorésistance vers le diabéte.

L'insulinorésistance augmente et est compensée dans un premier temps par les cellules B
pancréatiques. Au moment du diagnostic la fonction B pancréatique diminue et la
glycémie augmente fortement provoquant des effets secondaires.

Comme pour l'obésité, le diabete de type 2 présente une forte composante héréditaire et
génétique, les études de GWAS ont découvert plusieurs lod associés au risque de développer un
diabéte de type 2 (Mit et al.,, 2007). Sur un terrain génétique prédisposé, |’obésité induit un
phénoméne de glucolipotoxicité qui altére la fonctionnalité des cellules B. Les mécanismes d’action
de ce phénomene ont été caractérisés dans des lignées cellulaires et grace a I'étude de modeles
animaux. L'hyperglycédmie chronique est associée a une augmentation du métabolisme oxydatif du
glucose et donc de la formation d’espéces réactives oxygénées (ROS) toxiques dans la cellule B, ainsi
gu’a un stress du réticulum endoplasmique (RE) qui sécréte des protéines pro-apopotiques. La
lipotoxicité diminue la sécrétion d’'insuline stimulée par le glucose en altérant I'expression du gene

de l'insuline (Poitout and Robertson, 2008).
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b. Autres complications métaboliques

Si I’insulinorésistance et le diabéte sont une complication métabolique majeure de |’obésité,
I’obésité est également un facteur de risque pour d’autres pathologies. La plupart de ces
complications entrent dans le cadre du syndrome métabolique, on observe notamment une plus
grande proportion de dyslipidémies et de complications cardiovasculaires chez les individus obéses

ainsi que des atteintes hépatiques.

Les pathologies cardiovasculaires

Les complications cardiovasculaires de I'obésité sont |’hypertension, |’athérosclérose,
I'insuffisance cardiaque et l'infarctus. Selon I'étude ObEpi réalisée en France en 2012, 31,7% des
individus obeses déclarent au moins une complication cardio-vasculaire contre 18 % des individus
non obeses. La prévalence de I'hypertension artérielle est de 17,6 % dans la population globale alors
gu’elle atteint 34,7 % chez les individus dont I'IMC est supérieur a 30 kg/m? et diminue a 9,7 % chez
les individus dont I'IMC est inférieur a 25 kg/m? L’hypertension est longtemps asymptomatique mais
est un facteur de risque pour I'athérosdérose et l'insuffisance cardiaque du fait de I'épaississement
des parois vasculaires en réponse al’augmentation de la pression sanguine. La dyslipidémie n’est pas
a proprement parler une complication cardiovasculaire, cependant cest un facteur de risque majeur
pour |I'athérosdérose qui est une complication cardiovasculaire. La dyslipidémie est décrite comme
une augmentation des concentrations du cholestérol (total, HDL et LDL) et des triglycérides circulants
dans le sang. La dyslipidémie est diagnostiquée si les concentrations de LDL-cholestérol > 1,60 g/I
et/ou HDL-cholestérol <0,40g/| et/ou Triglycérides >1,50g/l. Elle touche 25,9 % des individus

obéses soit deux fois plus que dans la population globale.
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La stéatose hépatique non alcoolique

L'obésité est également un facteur de risque pour la stéatose hépatique non alcoolique
(NAFLD). La stéatose est I"'accumulation ectopique de lipides dans le foie, elle est diagnostiquée par
une analyse histologique du foie si plus de 5 % des hépatocytes présentent une accumulation de
triglycérides. La stéatose en elle-méme est bénigne, mais elle peut évoluer en stéato-hépatite non
alcoolique (NASH), la NASH est caractérisée par une accumulation de triglycérides dans le foie et
également la présence de lésion tissulaire et d’'une inflammation. La NASH augmente de facon
dramatique les risques de fibrose (perte de fonctionnalité du tissu hépatique) cirrhose et de
carcinome hépatique. La stéatose est améliorée en cas de perte de poids. A terme I'évolution de la

NASH peut nécessiter une greffe hépatique pour retrouver une fonction hépatique normale.

c. Autres complications non métaboliques

Les individus obeses ont plus de risque de développer un cancer. Des études
épidémiologiques ont démontré qu’une augmentation de 5 points de I'lMC (soit environ 14 kg pour
un individu de 1m70) augmente le risque de cancer de I'cesophage de 52 % et du cancer du colon de
24 % chez I’homme. Chez la femme, le risque du cancer de I'endométre est augmenté de 59 % et le
risque de cancer du sein de 12 % (Wang et al., 2011b). L'arthrose est une complication trés
invalidante et touche également trois fois plus les individus obéses. La surcharge pondérale entraine
une pression mécanique supplémentaire pour les articulations et l'inflammation accélere la
dégénérescence du cartilage (Vincent et al., 2012). Les individus obéses souffrent également de

complications respiratoires et ont 7,5 fois plus de risque d’étre atteint de I'apnée du sommeil.

On note aussi chez les individus en situation d’obésité des complications psychologiques. En
effet plusieurs études épidémiologiques s'accordent a dire que I'obésité est associée a un plus grand
risque de dépression, et I'effet est plus fort en cas d’obésité sévére (IMC > 40kg/m?) (Gortmaker et
al., 1993; Onyike et al., 2003). En effet la stigmatisation systématique des individus obeses est une

réalité et peut conduire a un stress chronique chez I'individu obése. Les individus obéses sont plus

49



- Chapitre 1 -

souvent victimes de discrimination a I’embauche, d’humour indélicat, de mauvaise considération de
leur incapadité a effectuer certaines taches et d’isolement sodal (MacLean et al., 2009). Ces réactions
hostiles peuvent induire un stress, une peur de sortir et de pratiquer une activité physique, des
troubles de I'alimentation et on observe alors un cerde vicieux du maintien de |’obésité. Nous I'avons
vu précédemment, le statut économique et social est un facteur déterminant pour I'obésité, mais
I’obésité est également un facteur de risque pour la pauvreté et I'isolement social. En effet une large
étude prospective de 7 ans réalisée sur 10000 adolescents ou jeune adultes (16 a 24 ans) débutée en
1981 a montré que I'obésité est associée a un niveau de scolarité inférieur, un revenu plus faible et a
I'isolement sodial, et cela est plus marqué pour les femmes que pour les hommes (Gortmaker et al.,

1993).

5. Les traitements de I'obésité

Comme nous venons de le voir, I'obésité est un facteur de risque pour l'insulinorésistance et
le diabéte de type 2, les pathologies cardiovasculaires, I'hypertension, et également les cancers. Les
individus en situation d'obésité ont aussi un plus grand risque de mortalité quelle que soit la
pathologie (Calle et al., 1999). Le traitement de I'obésité est bien évidemment le traitement des
pathologies associées qui se sont déclarées et également la perte de poids qui améliore les
pathologies associées a I'obésité. Par exemple chez les individus obéses et diabétiques, la perte de
poids améliore la sensibilité a I'insuline. Les traitements de I'obésité peuvent étre séparés en 3
catégories : (i) la modification du mode de vie visant a augmenter les dépenses énergétiques et a
équilibrer les apports alimentaires afin de rééquilibrer la balance énergétique, (ii) les traitements

médicamenteux et (iii) la chirurgie bariatrique.

a. Intervention sur le mode de vie

La Haute Autorité de Santé recommande pour la prise en charge de |'obésité d’intervenir sur

le mode de vie : « La prise en charge repose sur une éducation thérapeutique et un suivi régulier et
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prolongé d'au moins deux ans, avec des conseils sur une alimentation équilibrée et diversifiée, surla
pratique d'une activité physique modérée (au moins 2h30 par semaine pour les adultes et d'une
heure par jour pour les enfants), sur la lutte contre la sédentarité (moins de temps notamment pour
les enfants devant la télévision et les jeux vidéos) et sur un accompagnement psychologique». Si la
perte de poids est le principal but des traitements contre I'obésité, il a été montré que la pratique
d’une activité physique sans perte de poids était tout de méme associée a une amélioration de la
sensibilité a I'insuline chez des individus qui étaient sédentaires ; I'activité physique a aussi induit une
amélioration du profil lipidique chez ses individus (Duncan et al., 2003). Dans une autre étude, des
individus obéses et insulinorésistants ont été suivis par des professionnels de santé pendant un an et
ont perdu en moyenne 4 % de leur poids (soit -1,2 kg/m? de points d'IMC), cette perte de poids bien
gue modeste a été associée a une amélioration de la sensibilité a l'insuline et de la fonction
cardiaque (Labbé et al., 2014). Une étude réalisée sur 120 femmes en situation de surpoids qui ont
accepté de suivre un régime alimentaire hypocalorique et d’augmenter leur activité physique a
montré que la perte de poids par la modification du mode de vie est également associée a une
diminution des marqueurs inflammatoires circulants (TNFa, I1-6 et la protéine C-réactive (CRP)) et a

une diminution de la masse du tissu adipeux sous-cutané et également viscéral (Fisher et al., 2012).

b. Les traitements médicamenteux
Les médicaments anti-obésité ne sont pas recommandés par la Haute Autorité de Santé
(HAS) en France du fait de leur faible efficacité et des effets indésirables auxquelsils sont associés. En
France le seul médicament qui a une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour le traitement
de I’obésité est I'Orlistat, commerdialisé par Roche sous le nom de Xenical® et soumis a prescription.
L'Orlistat est un inhibiteur de la lipase gastro-intestinale, pris a proximité des repas la prise de ce
médicament permet d’excréter 30% des matiéres grasses ingérées. Concernant les effets

indésirables, la prise d’Oristat diminue I'absorption des vitamines liposolubles et est associée
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fréquemment a des troubles de la défécation de fait de la présence de matieres grasses dans les
selles. La prise d'Odistat est associée a une diminution de 11% du poids corporel vs. 6% pour le
groupe placebo a 1 an. Apres 4 ans de traitement, on observe une légere reprise de poids mais il
reste toujours inférieur de 6,9% au poids initial pour le groupe Orlistat contre 4,1% pour le groupe

placebo (Bray and Ryan, 2014).

Aux Etats-Unis, la « Food an Drug Administration » (FDA) autorise 8 médicaments contre
I’obésité (Yanovski and Yanovski, 2014). Parmi ceux-ci, quatre sont autorisés uniquement pour un
traitement a cours terme, ce sont les dérivés des amphétamines qui ont une action centrale sur la
diminution de l'appétit. La phentermine (Adipex-P® Fastin®, ...) appartient a cette classe de
médicament, cdest un dérivé des amphétamines qui active le systtme noradrénergique et diminue
I’appétit; le Diethylpropion (Tenuate®, Dospan®, Tepanil®), le Phendimetrazine (Bontril®) et la
benzphetamine (Didrex®) font également partie de cette classe de médicament. Les activateurs du
systtme noradrénergique ont des effets secondaires importants: des maux de téte, insomnie,
diarrhées, constipation, vomissement et anxiété. Une méta-analyse des études réalisées sur la
phentermine montre une perte de poids de poids de 3,6 kg par rapport au placebo pour une perte
totale de 6,9 kg en 2 a 24 semaines en fonction des études. L'usage de cette classe de médicament
n’étant autorisé par la FDA que dans le cadre d’un traitement a court-terme de I'obésité, il y a peu
d’études sur les effets a long terme de ces traitements. La Phentermine peut également étre
administrée en association au Topiramate-ER (Qsymia®), un agoniste des récepteurs au GABA et un
inhibiteur des récepteurs au glutamate de type Kainate/AMPA et induit également une diminution
de 'appétit. Trois autres médicaments sont autorisés pour le traitement de I'obésité chronique :
I’Oristat, la Lorcaserin (Belvig®) et le Liraglutide (Saxenda®) depuis 2014. La Lorcaserin est un
agoniste des récepteurs 2C de la sérotonine qui diminue |'appétit et la prise alimentaire. Le
Liraglutide est un agoniste du récepteur au GLP-1 autorisé dans un premier temps pour le traitement
du diabete de type 2, il augmente la sécrétion d’insuline des cellules B pancréatiques en réponse a un
repas et diminue la glycémie et I’HbAlc. Chez I’obése non-diabétique, il induit une perte de pois de
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7,8 kg contre 2 kg pour le groupe placebo. Le Liraglutide ralentit la vidange gastrique et augmente

doncainsi la sensation de satiété (Astrup et al., 2012).

c. Lachirurgie bariatrique

La chirurgie bariatrique est le traitement de I'obésité le plus efficace. Il est recommandé par
I’HAS pour des individus dont I'IMC est supérieur a 40 kg/m?, c'est-a-dire en situation d’obésité
morbide, ou dont I'lMC est supérieur a 35 kg/m? et qui souffrent également d’au moins une co-
morbidité associée al’obésité. Ce traitement doit étre envisagé seulement en seconde intention ; en
premiere intention, une intervention sur le mode de vie encadrée par des professionnels de la santé
est préconisée. En cas d’échec thérapeutique de cette premiére intervention, la chirurgie bariatrique
peut-étre proposée aux patients en toute connaissance des bénéfices et des risques de ce type

d’intervention.

Box 2 : Recommandations de I’"HAS pour la chirurgie bariatrique

Patients avec un IMC > 40 kg/m? ou bien avec un IMC > 35 kg/m? associé a au moins

une comorbidité susceptible d’étre améliorée apres la chirurgie (notamment
hypertension artérielle, syndrome d’apnées hypopnées obstructives du sommeil
(SAHOS) et autres troubles respiratoires séveres, désordres métaboliques séveres, en
particulier diabéte de type 2, maladies ostéo-articulaires invalidantes, stéatohépatite
non alcoolique)

e Endeuxiéme intention aprés échec d’un traitement médical, nutritionnel, diététique
et psychothérapeutique bien conduit pendant 6-12 mois

e Enl’absence de perte de poids suffisante ou en I'absence de maintien de la perte de
poids

e Patients bien informés au préalable, ayant bénéficié d’'une évaluation et d’'une prise
en charge préopératoires pluridisciplinaires

e Patients ayant compris et accepté la nécessité d’un suivi médical et chirurgical a long
terme

e Risque opératoire acceptable
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Les interventions de chirurgie bariatrique dans le but de diminuer I'exces de poids reposent sur deux
prindipes, diminuer I’absorption intestinale en diminuant la longueur de I'intestin et diminuer la prise
alimentaire en diminuant la taille de lI'estomac. Actuellement, trois procédures de chirurgie
bariatrique sont couramment utilisées, le bypass gastrique roux-en-Y (RYGB), la gastrectomie

longitudinale etl’anneau gastrique (Figure 11).

Roux-en-Y gastric bypass Vertical sleeve gastrectomy Gastric banding

The stomach is reduced to a Most of the stomach is removed An adjustable silicone band

small pouch and connected and the part that remains is controls how much food the
directly to the intestine. stapled back together. stomach can hold.

Port placed
under skin for
adjustment

~—Roux limb
l—_::"/fower intestine

ILLUSTRATION BY PAUL JACKMAN/NATURE

Figure 10 : Représentation schématique des 3 types majeurs de chirurgie bariatrique.
(Hughes, 2014)

i. Présentation des chirurgies

Le bypass gastrique roux-en-Y :

Cette technique est une des chirurgies bariatriques les plus pratiquée depuis 40 ans.
L'observation que les patients opérés d’une résection de I'estomac en raison d’ulcére a I'estomac
perdait du poids rapidement a conduit au développement de cette technique. C'est une chirurgie
restrictive et malabsorptive qui permet de diminuer la prise alimentaire ainsi que I’absorption des
nutriments. L'estomac est réduit a environ 10% de sa taille initiale et est relié directement au

jéjunum, la portion moyenne de l'intestin gréle, le duodénum est enlevé. La partie restante de
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I’estomac est conservée et relié a l'intestin restant. Actuellement, cette technique est réalisée de
facon peu invasive par laparoscopie. Cette technique permet de conserver la production
enzymatique de I'estomac qui rejoint le bolus alimentaire dans l'intestin. Cette technique permet de

perdre 70% a 75% de |’exces de poids.

L’anneau gastrique :

L'anneau gastrique est une chirurgie bariatrique restrictive uniquement et réversible. Elle
consiste a placer un anneau gastrique ajustable pour créer une poche sub-gastrique d’'un volume
réduit mais sans diminuer la longueur de l'intestin pour diminuer I'absorption des nutriments. Du fait
de son volume réduit, la poche sub-gastrique est remplie rapidement par le bolus alimentaire et |la
sensation de satiété est obtenue rapidement. L'anneau est relié a un boitier de contréle placé sous la
peau qui permet de réajuster le diametre de I'anneau aprés l'intervention. L'anneau peut-étre
enlevé, selon I’HAS en général cela est associé a une reprise de poids. La pose de |'anneau gastrique
permet une réduction de poids de 40% a 60% de |’excés de poids. L'amélioration des co-morbidités
comme la stéatose hépatique non-alcoolique et le diabete est plus faible avec cette technique

gu’avec la technique de roux-en-Y (Caiazzo et al., 2014).

La gastrectomie longitudinale :

La gastrectomie longitudinale est une technique de chirurgie bariatrique restrictive. Elle
consiste a enlever 2/3 de I’estomac et a ne conserver qu’1/3 dans le tractus intestinal. Cette chirurgie
permet en moyenne une perte de poids de 45% a 65% de I'excés de poids. Elle peut étre réalisée
seule mais elle peut étre également associée a une dérivation bilio-pancréatique qui consiste aisoler
une partie de l'intestin gréle du bolus alimentaire, le duodénum est coupé quelques centimetres
aprés le pylore et est raccordé a la partie terminale de l'intestin. Une partie de l'intestin réséqué est
conservée pour apporter les sécrétions biliaires et pancréatiques au bolus alimentaire dans la partie
terminale de I'intestin. Dans ce cas la, la technique est a la fois restrictive et malabsorptive. Cette

technique plus délicate a pratiquer est réservée aux patients dont I'IMC est supérieur a 50 Kg/m? ou
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en échec d'une précédente chirurgie bariatrique. Elle permet une perte de poids de 75% a 80% de
I'exces de poids. C'est une technique hautement malabsorptive, les risques de déficience en

minéraux et vitamines et de mauvais absorption des médicaments sont grands.

ii. Quels bénéfices pour la chirurgie bariatrique ?

Dans une grande méta-analyse de I'impact de la chirurgie bariatrique sur la perte de poids et
également I’amélioration des parametres métaboliques, les résultats de 621 études publiées entre
les années 1990 et 2006 ont été analysés (Buchwald et al., 2009). En moyenne les femmes
représentent 80% des patients opérés pour une chirurgie bariatrique, I’age moyen de I'opération est
40 ans et I'IMC moyen est 48 kg/m?2. La chirurgie bariatrique est le traitement de I'obésité le plus
efficace, que ce soit pour la perte de poids ou pour 'amélioration des co-morbidités : amélioration
du métabolisme des lipides (triglycérides et stéatose hépatique) et également du glucose (glycémie a
jeun, HbA1lc, glycémie post-prandiale). Aprés la chirurgie bariatrique, on observe également une
diminution des taux circulants des cytokines pro-inflammatoires comme I'll-6 et également la leptine
et une augmentation des facteurs anti-inflammatoires comme |’adiponectine (Lindegaard et al.,

2015).

La chirurgie bariatrique pemmet une perte de poids moyenne de 56 % de I’ excés de poids (soit
39 kg en moyenne) et améliore le diabete dans environ 80% des cas (Buchwald et al., 2009). Il est
relevé également la réduction de la mortalité cardiovasculaire et I’amélioration de la qualité de vie et
de la dépression (Neff et al., 2013). Si toutes les procédures de chirurgie bariatrique permettent une
perte de poids et une amélioration des co-morbidités, toutes ne sont pas égales. Sans surprise, la
chirurgie la moins restrictive, I’anneau gastrique est moins efficace que le RYGB. En moyenne la perte
d’excées de poids deux ans apres I'opération est de 46 % pour I’anneau gastrique et de 58 % pour la

procédure RYGB.
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Concernant la rémission du diabéete, la moyenne de rémission du diabéte est de 78 % aprées
une chirurgie bariatrique, mais elle n’atteint que 57 % pour les poses d’anneau gastrique contre 80 %
pour le RYGB (Buchwald et al., 2009). Dans une étude menée sur environ 140 patients au CHRU de
Lille, le métabolisme des lipides et du glucose était amélioré 5 ans aprés la pose d’un anneau
gastrigue mais la rémission du diabéte était limitée car 73 % des patients diabétiques au moment de
I'intervention I'étaient toujours a 5 ans (Caiazzo et al., 2010). La rémission du diabéte était meilleure
chez les patients dont le diabéte était précoce au moment de I'intervention. Une étude longitudinale
de 5 ans de plus grande ampleur concemant 1236 patients a l'inclusion a confirmé que la procédure
RYGB est plus efficace que la pose d’un anneau gastrique pour la rémission du diabéte (Caiazzo et al.,
2014). Ces résultats ainsi que I’'amélioration brutale du diabéte quelques jours seulement aprées la
procédure RYGB alors qu’aucune perte de poids n’est encore observée (Pories et al., 1995) suggére
gue la procédure RYGB, en plus de la diminution de I'exces de poids, a un effet propre sur le diabéte
et d’autres marqueurs métaboliques. Cet effet impliquerait les hormones sécrétées par I'estomac et
le tractus digestif. Il a ét¢ montré que les concentrations drculantes de GLP1 (Glucagon Like Peptide-
1) étaient augmentées apres la procédure RYGB. Le GLP-1 est une hormone incrétine sécrétée par les
cellules L entéro-endocrine du jéjunum et du colon. Malgré leur localisation éloignée dans le tractus
digestif, les concentrations de GLP-1 augmentent tres rapidement aprés le début de la prise
alimentaire, cette hormone se lie alors sur ces récepteurs spédfiques (GLP-1 R) situés sur les cellules
B et a de l'ilot pancréatique et stimule la sécrétion d’insuline dépendante du glucose (Drucker and
Nauck, 2006). Chez le rat, I'administration d'un antagoniste du récepteur au GLP-1 (I'exendin)
diminue I'amélioration du métabolisme du glucose observée apres la chirurgie bariatrique
confirmant que le GLP-1 est bien impliqué dans 'amélioration du métabolisme du glucose apres le
RYGB (Laferrere, 2011). L'évaluation des statuts en acide aminés des patients aprés la chirurgie
bariatrique a montré que les concentrations drculantes des acides aminés ramifiés (ou BCAA :

leucine, valine et isoleucine) étaient diminuées chez les patients aprés la chirurgie bariatrique et
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pouvaient également particdiper a I'amélioration du métabolisme du glucose observé apres la

chirurgie (Laferrére, 2011).

La chirurgie bariatrique est associée également a une diminution de la stéatose hépatique
qui est une co-morbidité majeure de I'obésité et peut évoluer en fibrose puis en cirrhose et enfin en
hépatocarcinome. Parmi les patients opérés, 86 % présentaient une stéatose hépatique de 30 % ; un
an aprés la chirurgie bariatrique, la stéatose hépatique est réduite chez tous les patients et surtout
chez les patients ayant choisi le RYGB. Ces résultats sont confirmés 5 ans aprés la chirurgie : 14 % de
stéatose pour les patients ayant choisi I’anneau gastrique et 9 % chez les patients ayant choisi le

RYGB (Caiazzoet al., 2014).

Les résultats obtenus grace aux nombreuses études longitudinales de la chirurgie bariatrique
permettent de conseiller le patient dans son choix et de I’aiguiller vers le type de chirurgie qui aurale
plus de bénéfices pour lui (Caiazzo and Pattou, 2013). On note d’ailleurs que le choix de I'opération
est fonction du niveau d’IMC et également de la présence de co-morbidités. Les patients qui
choisissent la pose d’un anneau gastrique ont moins d’excés de poids (IMC = 45 Kg/m? vs. IMC = 50
Kg/m? et sont moins diabétiques (16 % vs. 23 %) que les patients choisissant I’opération du RYGB
(Buchwald et al., 2009). Si la chirurgie bariatrique est trés efficace, elle reste une opération
chirurgicale non anodine. Le risque de mortalité aprés un RYGB est faible mais existant (0,3 %) et on
observe des complications de la chirurgie dans 0,5 % des cas. Les effets indésirables de la chirurgie
sont des risques de fuite du contenu du tractus digestif (5% des cas), dhémorragie (4% des cas), des
risques d’obstruction intestinale et de déficiences en vitamines et minéraux (Neff et al., 2013). Il est
donc recommandé aux patients de procéder a un suivi médical important apres la chirurgie

bariatrique.
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Box 3 : KEYPOINTS (Caiazzo and Pattou, 2013)

e Adjustable gastric banding is the least aggressive procedure, weight loss is satisfactory and
outcome depends on close nutritional surveillance.

e Adjustable gastric banding is a mini-invasive procedure that can be part of a multiple step
surgical management.

e Sleeve Gastrectomy is associated with results and associated complication risk
intermediate between those of adjustable gastric banding and gastric bypass.

e Gastric Bypass offers the best initial weight loss and more stable long-term weight loss at
the price of higher associated morbidity and mortality.

® Long-term regain of weight is possible with all three procedures.

e Bariatric surgery leads to remission of diabetes in 50% of patients after adjustable gastric
banding, 67% of patients after sleeve gastrectomy and 75% of patients after gastric bypass.
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Chapitre 2 : Le métabolisme du tryptophane
1. Généralités

Le tryptophane appartient a la famille des acides aminés, c’est une dasse chimique de
molécules composées d’un groupement carboxyle (-COOH), d’'un groupement amine (-NH2) et d'une
chaine latérale appelée R qui identifie I’acide aminé. Parmi ces acides aminés, 22 acides aminés sont
utilisés par les eucaryotes pour la synthése protéique. Parmi ces 22 acides aminés, 9 sont des acides
aminés essentiels également appelés indispensable et ne peuvent pas étre synthétisés dans
I’organisme, ils doivent donc étre apportés par I'alimentation. Ces acides aminés sont I’ histidine,
I'isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la thréonine, la valine et le
tryptophane. L'OMS recommande un apport joumnalier en tryptophane de 4mg/kg/jour soit 280
mg/jour pour un individu de 70 kg (Protein and amino acid requirements in human nutrition, WHO
(2007)). Les sources majeures de tryptophane dans I'alimentation sont les ceufs, le lait et les produits
laitiers et les produits carnés (viande de porc ou de boeuf). D’aprés I'étude INCA2 publiée par
I’agence nationale de sécurité sanitaire de |’alimentation de I’environnement et du travail (ANSES) en
2009, les apports joumaliers moyens en lait, fromage, ceufs et viande permettent de couvrir

largement les besoins en tryptophane de I'organisme (Figure 3).
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Tableau 3 : L'apport en tryptophane par I’alimentation dans la population Francaise.
Evaluée d’aprés les concentrations en tryptophane des aliments (source USDA, National
Nutrient Database for Standard Reference, release 27) et I’estimation des consommations
dans la population Frangaise (Etude INCA2, ANSES (2009)).

Tryptophane Consommation moyenne  Apporten tryptophane
(en g pour 100g) en France (en mg/jour)
(en g/jour)

Fromage, gruyere 0.42 33,4 140,3
CEuf, entier 0,40 15,3 61,2
Viande de porc 0,40

Viande de boeuf 0,40 49,7 198,8
Viande de poulet 0,38

Lait 0,08 85,7 68,6
Apport journalier total en tryptophane recommandé par I'OMS 280
Apport journalier total en tryptophane estimé 468,9

Les concentrations moyennes de tryptophane dans le sang sont comprises entre 50 et 60
umol/L En outre de son utilisation pour la synthése protéique, le tryptophane est également
métabolisé par I'organisme via deux voies métaboliques majeures : la voie de la sérotonine et la voie
des kynurénines (Figure 12). La voie des kynurénines est la principale voie de métabolisation du
tryptophane, en effet 90% du tryptophane périphérique est métabolisé via la voie des kynurénines

(Schwarczet al., 2012).
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Tryptophane _TPH1_ 5-hydroxy- __ Sérotonine
TPH2 tryptophane
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Figure 11 : La voie des kynurénines : du tryptophane ala synthése de NAD"

2. Le métabolisme du tryptophane vers la voie de la sérotonine

a. La synthese de sérotonine
La sérotonine, également appelée 5-HT est une neurohormone dérivée du tryptophane. Elle
est synthétisée dans le systéme nerveux central par les neurones sérotoninergiques situé au niveau
du tronc cérébral et également au niveau périphérique dans les cellules entérochromaffine de
I'intestin. La sérotonine périphérique libre est principalement stockée dans les plaquettes sanguines.
La sérotonine ne pouvant pas traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE), la production de

sérotonine dans le systéme nerveux central (SNC) est strictement dépendante du transport du
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tryptophane par la BHE. Il a dailleurs ét¢ montré que |'augmentation des concentrations
périphériques du tryptophane était associée a une augmentation des concentrations centrales de
sérotonine et que sa diminution était associée a une diminution des concentrations de la sérotonine
dans le cerveau (Fernstrom and Wurtman, 1972). Le tryptophane traverse la BHE via le transporteur
LAT1 (L-type amino acid transporter 1). Le transporteur LAT1 est un transporteur des acides aminés
de grande taille : le tryptophane, la phénylalanine, la valine, la leucine, la méthionine, la tyrosine et
I’histidine (Yanagida et al., 2001), c’est un transport actif et compétitif. Il faut noter que le
tryptophane est le seul acide aminé capable de se lier a I'albumine, la majeure partie du tryptophane
circulant est ainsi liée a cette protéine. L'albumine ne pouvant pas traverser la BHE, seul le
tryptophane libre peut traverser la BHE. La dissodation du tryptophane et de I’albumine a proximité
de la BHE est favorisée par la diminution du flux sanguin et la présence des protéines du glycocalyx

(Ruddick et al., 2006).

La synthese de sérotonine est initiée par I'enzyme tryptophane-5-hydroxylase (TPH) qui
catalyse la conversion du tryptophane en 5-hydroxy tryptophane (5-OHT). Depuis 2003, il est connu
gue I'enzyme TPH existe sous la forme de 2 isoformes appelées TPH1 et TPH2. L'isoforme TPH1 est
exprimée dans les cellules entérochromaffines ainsi que dans les cellules de la glande pinéale tandis
gue lisoforme TPH2 est exprimée dans les neurones sérotoninergiques. L'élimination de la
sérotonine est ensuite régulée par I'enzyme monoamine oxydase-A (MAO-A) qui dégrade la
sérotonine en 5-hydroxyindole acétique un composé qui est éliminé dans les urines. Au niveau
synaptique, la sérotonine libérée dans les synapses peut également étre recydée par les neurones

grace a un systeme de recapture grace a des transporteurs spécifiques de la sérotonine.

b. Les fonctions de la sérotonine
La sérotonine a un role physiologique majeur au niveau central et également au niveau
périphérique (Figure 13). La sérotonine agit via une famille de récepteurs spécifiques appelés 5-HTR.
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Il existe une grande variabilité des récepteurs de la sérotonine, 5-HT; ; ; qui explique la grande
variabilité des effets de la sérotonine. Au niveau périphérique, la sérotonine produite par les cellules
entérochromaffines accélere la motilité intestinale par sa liaison avec le récepteur 5-HT; (Gwynne et
al., 2014). Elle est également vasoactive, la libération de sérotonine au cours de |’agrégation
plaguettaire en cas de lésion d’un vaisseau sanguin induit notamment une vasoconstriction des
vaisseaux (Veenstra-VanderWeele et al., 2000). Au niveau central, la sérotonine est un
neurotransmetteur majeur, impliquée notamment dans certaines pathologies comme I'anxiété, la
dépression, les phénomenes d’addiction et également dans la régulation de I’appétit, du sommeil et
de I'humeur (Veenstra-VanderWeele et al., 2000). Les souris KO pour le géne du récepteur de la
sérotonine 5-HT,c ont une plus grande consommation alimentaire et prennent plus de poids que les
souris sauvages (Tecott et al., 1995). Les souris KO pour le récepteur 5-HT;, sont plus anxieuses et
chez I’'Homme, le buspirone chlorhydrate qui est un agoniste du récepteur 5-HT,,est un médicament
contre l'anxiété (Veenstra-VanderWeele et al., 2000). Les inhibiteurs de I’enzyme MAO-A et de la
recapture de la sérotonine sont des médicaments antidépresseurs utilisés chez 'Homme.

La sérotonine est également un précurseur de la mélatonine, elle est métabolisée en
mélatonine par I'enzyme arylalkylamine N-acetyltransferase (AANAT). La synthése de mélatonine a
partir de la sérotonine se produit exclusivement dans les pinéalocytes pendant la phase nocturne,
pendant la phase diurne, I’activité de I'enzyme AANAT est inhibée. Pendant la phase nocturne,
I'inhibition de I'acticité et de I'expression de I'enzyme AANAT est levée par la norépinephrine.
L'activté d’AANAT augmente de 150 fois et la sérotonine est métabolisée en N-acétilsérotonine puis
en mélatonine grace a lI'enzyme hydroxyindole-O-méthyltransférase (Barbosa et al., 2008). La
mélatonine, appelée également hormone du sommeil est impliquée dans I'endormissement et la
dérégulation du cycle circadien de la sécrétion de mélatonine est associé a des troubles du
métabolisme qui sont fréqguemment observés chez les individus travaillant la nuit (Wang et al.,

2011a).
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Les concentrations en sérotonine dans le SNC étant dépendante des concentrations
périphériques en tryptophane (Fernstrom and Wurtman, 1972), de nombreux fabricant de
compléments alimentaires a base de tryptophane vantent leurs effets sur I’amélioration du temps
d’endormissement, sur le sommeil et sur |"anxiété. Certaines études réalisées chez 'Homme
confirment ces résultats (Hudson et al., 2007) mais sont contestés dans d’autres études (Hartmann,

1982; Pecknold et al., 1982).
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Figure 12 : Représentation schématique des effets périphériques et centraux de la
sérotonine. (Walther and Bader, 2003)

3. Le métabolisme du tryptophane vers la voie des kKynurénines
Le métabolisme du tryptophane par la voie des kynurénines a pendant longtemps été
considéré uniquement comme une voie de synthése du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD").
C'est a la fin des années 70 que les propriétés convulsivantes des kynurénines et de |'acide
quinolinique en particulier ont été démontrées. L'intérét pour cette voie a mené a de nombreuses
publications et les propriétés neuromodulatrices des kynurénines ainsi que leur implication dans
certaines pathologies neurodégénératives ont été largement démontrées. Au début des années 90,

on découvre que la voix des kynurénines est induite par le systtme immunitaire et plus
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particulierement par I'lFNy chez des individus atteints du syndrome de I'immuno-déficience humaine
(SIDA) puis en 1998 que I'activité de I’'enzyme IDO1 est un élément clé de la tolérance immunitaire

quiintervient entre la mere et le feetus.

a. Les enzymes de la voie des kynurénines

Les enzymes ID0O1, IDO2 et TDOZ2

La premiere étape du métabolisme du tryptophane en kynurénines est initiée par 3

enzymes : I’enzyme tryptophane 2,3 dioxygénase (TDO2), I'enzyme indoléamine 2,3-dioxygénase 1
(IDO1) et I'enzyme indoléamine 2,3-dioxygénase 2 (ID0O2). Ces 3 enzymes catalysent la formation du
métabolite N-formylkynurénine a partir du tryptophane. Le métabolite N-formylkynurénine est
ensuite métabolisé tres rapidement en kynurénine, le premier métabolite stable de la voie. TDO2 est
un analogue de I'enzyme IDO1, c'est-a-dire que leur fonction est identique mais leur origine est
indépendante. L'enzyme IDO2 a été découverte récemment en 2007, le géne codant pour I'enzyme
IDO2 est localisé a proximité du gene IDO1 et sa séquence est proche de celle d’IDO1 (Ball et al.,
2007) (Figure 14). Ces 3 enzymes ont la méme activité catalytique mais difféerent de part leur

localisation tissulaire.
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L'enzyme TDO2 est exprimée principalement dans le foie chez I'humain, son substrat
spédfique est le L-tryptophane (Rafice et al., 2009). L'expression de TDO2 est augmentée par les
glucocorticoides et par le tryptophane lui-méme, ce qui fait de cette enzyme le régulateur des
concentrations plasmatiques en tryptophane (Soichot et al., 2013). En effet on trouve dans le
promoteur du géne codant pour 'enzyme TDO2 des éléments de réponse aux glucocorticoides (GRE).
Par exemple, la liaison de la dexamethasone a son élément de réponse GRE induit une augmentation
de I'expression du géne TDO2 de 2,5 fois dans la lignée cellulaire hépatique humaine HEPG2 (Soichot

et al., 2013).

L'enzyme IDO1 métabolise le L-tryptophane et également le D-tryptophane. La molécule 1-
méthyltryptophane est un inhibiteur de I'activité de I'enzyme IDO1 et I'expression et I'activité de
cette enzyme sont augmentées par les cytokines inflammatoires. L'IFNy est la cytokine la plus
efficace pour induire I'expression de I’enzyme IDO1. La liaison de I'IFNy a son récepteur (IFNGR1)
déclenche la phosphorylation du facteur de transcription STAT1 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 1) et sa translocation dans le noyau ou il se lie ala séquence d’activation gamma située
dans le promoteur du gene IDO1. L’'IFNy induit également I’expression du facteur IRF1 (Interferon
regulator factor 1) qui se lie aux éléments de réponse a l'interféron (ISRE) 1 et 2 situés également en
amont du géne IDO1. Les facteurs STAT1 et IFR1 coopérent pour induire I’expression d’IDO1
(Robinson et al., 2005) (Figure 15). Ce mécanisme est potentialisé par la cytokine pro-inflammatoire
TNFa qui augmente I'expression du facteur IRF1 via le facteur de transcription NF-kB (nuclear factor-
kappa B) (Robinson et al., 2006). Il existe également une voie non-dépendante de I'IFNy passant par
le récepteur TLR4 (Toll-like récepteur 4) : la liaison du LPS, un agoniste de TLR4, induit I’expression

d’IDO1 via NF-kB et IRF3 (Campbell et al., 2014) (Figure 15).
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Figure 14 : Régulation de I’expression de I’enzyme IDO1 de facon IFNy-dépendante et IFNy-
indépendante. (Campbell et al., 2014).

L'enzyme IDO1 est peu exprimée dans le foie, elle est exprimée majoritairement dans le
cerveau, dans le tractus digestif, les poumons et également le placenta. Les cellules immunitaires
telles que les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules de la microglie expriment
I’'enzyme IDO1 a I’état basal. En présence d’un stimulus inflammatoire la majorité de types cellulaires
sont capables d’exprimer I’enzyme IDO1 (Murakami and Saito, 2013; Takikawa et al., 1988). L'enzyme
IDO1 est un régulateur de la réponse immunitaire de I'organisme et un moyen de défense contre les
microorganismes pathogénes. D’une part l'activité d’IDO1 induit une diminution locale du
tryptophane nécessaire au développement des microorganismes et d’autre part elle induit la

production de métabolites qui sont capables de réguler la réponse immunitaire par la promotion des
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lymphocytes Treg plutot que les lymphocytes pro-inflammatoires (Grohmann and Puccetti, 2015).

Nous verrons ces propriétés plus en détail dans les prochains paragraphes.

La troisieme enzyme IDO2 est un homologue de IDO1, découverte en 2007, le géne codant
pour IDO2 est proche de celui codant pour IDO1. Du fait de sa découverte récente, les propriétés
d’IDO2 sont relativement peu connues. Les premieres études ont montré que chez la souris, IDO2 est
exprimée dans les reins et dans le foie (Ball et al., 2007), mais chez I'homme la localisation d’'IDO2
semble différente : IDO2 est exprimée dans le placenta et dansle cerveau (Metzet al., 2007). Comme
I'enzyme IDO1, I'enzyme IDO2 est exprimée dans les cellules dendritiques. Dans une moindre mesure
par rapport a IDO1, son expression est augmentée par les cytokines inflammatoires (Metz et al.,
2014), I’activité enzymatique d’IDO2 est également plus faible comparée a celle d’IDO1 (Pantouris et
al., 2014). Les derniéres publications de travaux réalisés sur cette nouvelle enzyme semblentindiquer
gue comme IDO1, IDO2 est un régulateur de la réponse immunitaire (Bessede et al., 2014; Metz et

al., 2014; Prendergast et al., 2014).

Les enzymes KMO et KYNU

Ces deux enzymes sont des enzymes clées pour la synthése d’acide quinolinique et de NAD" &
partir du tryptophane. L'expression des enzymes kynurénine monooxygénase (KMO) et de I'enzyme
kynuréninase (KYNU) est également induite par des cytokines pro-inflammatoires (Asp et al., 2011;

Jones et al., 2015).

La kynurénine est métabolisée en 3-hydroxykynurénine (30HK) par I'enzyme KMO. Le 30HK
est métabolisé ensuite en 3-hydroxy-acide anthranillique (30OHAA) par I'enzyme KYNU. Il existe
également une deuxieme voie ou voie de by-pass pour la formation du métabolite 30HAA qui
contourne le métabolite 30HK et I'enzyme KMO. La kynurénine est métabolisée en acide
anthranillique par I’enzyme KYNU puis en 30HAA de fagon non-enzymatique. On note que I'affinité
de I'enzyme KYNU est plus élevée pour le métabolite 3-OHK que pour la kynurénine, suggérant que

cette voie de by-pass serait minoritaire en condition normale et que la synthese de 30HAA
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proviendrait majoritairement du métabolite 30HK (Lima et al., 2007, 2009). Le métabolite
intermédiaire de cette deuxiéme voie, |'adde anthranilique, est un inhibiteur de I’enzyme 3-
hydroxyanthranilate 3,4 dioxygénase (HAAQ) qui catalyse la transformation du métabolite 30HAA en
acide quinolinique (Vesda and di Prisco, 1962). Cette voie de by-pass inhibe donc la synthése d’'acide
quinolinique et potentiellement de NAD". En effet chez les souris invalidés pour le gg¢ne KMO : |a voie
des kynurénines est dirigée vers la voie de by-pass et vers la production d’acide anthranilique, on
observe alors une forte augmentation des taux d’acide anthranilique et une forte diminution de

I’acide quinolinique dans le plasma (Giorgini et al., 2013).

L’activité enzymatique de KYNU est dépendante du cofacteur pyridoxal 5-phosphate (PLP), la
forme active de la vitamine B6. Chez des rats soumis a un régime déficient en vitamine B6, I'activité
de la kynuréninase est réduite d’environ 50 % (Shibata et al., 1995). En cas de déficience en vitamine
B6 l'activité de I'enzyme KYNU est donc diminuée et on observe une augmentation des
concentrations de 30HK (Deac et al., 2015) et d’acide xanthurénique qui est synthétisé a partir du
métabolite 30HK (Shibata et al.,, 1995). Pendant longtemps d'ailleurs, la mesure de l'acide
xanthurénique dans les urines suite a une charge en tryptophane était une me sure commune de la

déficience en vitamine B6 (Coon and Nagler, 1969).

Les enzymes Kynurénine AminoTransférase (KATs)

Les enzymes kynurenine-aminotransférase (KATs) catalysent la transformation de la
kynurénine en adide kynurénique et du métabolite 30HK en acide xanthurénique. Pour rappel le

métabolite 30HK est métabolisé a partir de la kynurénine grace a I'enzyme KMO.

Les enzymes KATs appartiennent a la grande famille des enzymes aminotransférases,
capables de déplacer le groupement amine d’'un acide aminé sur un nouvel acide aminé. Ce sont les
enzymes cystéine conjugate-beta lyase 1 (CCBL1 ou kynurénine aminotransférase 1 (KAT1)),
aminoadipate aminotransférase (AADAT ou kynurénine aminotransférase 2 (KAT2)) et cystéine

conjugate-beta lyase 2 (CCBL2 ou kynurénine aminotransférase 3 (KAT3)). Récemment une

70



- Chapitre 2 -

quatrieme KATs ayant pour substrat la kynurénine a été publiée : I’enzyme mitochondriale glutamic-
oxaloacetic transaminase 2 (GOT2 ou KAT 4) (Han et al., 2011). Ces quatre enzymes catalysent la
transamination irréversible de la kynurénine en acide kynurénique. Les enzymes CCBL2 (Han et al.,
2008a), AADAT (Han et al., 2008b) et GOT2 (Han et al., 2011) présentent également une activité
enzymatique pour le métabolite 3-OHkynurénine, ce n’est pas le cas de I'enzyme CCBL1 (Han et al.,
2004) (pour une revue sur les KATs: (Han et al., 2010)). L'affinité des KATs est plus élevée pour la
kynurénine que pour le métabolite 30HK. L'activité de ces enzymes est dépendante de la présence
du co-enzyme vitamine B6. Cepdendant chez des rats soumis a un régime déficient en vitamine B6, la
synthése d'acide kynurénique diminue comme attendu de 63% mais la synthése d'acide
xanthurénique augmente de facon dramatique (800%) suggérant que |’activité des enzymes KATs est

maintenue pour le métabolite 30HK (Shibata et al., 1995).

Il est admit que I’acide kynurénique et I'acide xanthurénique sont des produits terminaux de
la voie des kynurénines. Cependant certaines études ont montré que |'ingestion d’acide kynurénique
chez I’'Homme et le rat est suivie d’'une augmentation des taux d’acide quinaldique dans les urines
(Takahashi et al., 1956). L'acide quinaldique serait synthétisé a partir de I’adde kynurénique, mais

I’enzyme impliquée dans cette synthése n’est pas encore caractérisée.

Les enzymes QPRT et ACMSD

Si nous revenons dans la voie des kynurénines (Figure 12), j'ai présenté jusqu’a present les
enzymes de la voie jusqu’au métabolite 30HAA. A partir de ce métabolite, la voie peut se diriger vers
la synthése d’acide picolinique ou d’acide quinolinique et de NAD". Le 30HAA est métabolisé en 2-
amino-3-carboxymuconate semialdéhyde (ACMS) par Il’enzyme 3-hydroxyanthranilate 3,4-
dioxygénase (HAAO). Il peut étre ensuite métabolisé en acide picolinique via I’'enzyme ACMSD, chez
I’'Homme, cette enzyme est exprimée dans le cerveau, le foie et les reins (Pucci et al., 2007). Ou alors
I’ACMS peut étre métabolisé de facon non-enzymatique en acide quinolinique qui est la derniére
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enzyme de la voie des kynurénines. L'enzyme QPRT entre alors en jeu et catalyse la premiére étape
de la synthése de novo de NAD" dans I'organisme a partir de I’acide quinolinique. L’activité de cette
enzyme dans le cerveau est particulierement importante au vue des propriétés neurotoxiques de

I’acide quinolinique que nous verrons dans les paragraphes suivants.

b. Les propriétés des kynurénines

Des 1979, Yoshida et al. ont montré que |'activité de I'enzyme IDO1 était augmentée chez les
souris infectées par un virus (Yoshida et al., 1979) puis la découverte des propriétés neurotoxiques
de I’acide quinolinique en 1981 ont considérablement augmenté I'intérét des scientifiques pour les
kynurénines. A ce jour, les métabolites de la voie ont principalement été étudiés dans le cadre des
pathologies neurodégénératives comme la maladie de Huntington, le syndrome de démence associé
au syndrome du SIDA et également les cancers. Ces études ont permis de déterminer certaines
propriétés des kynurénines que je vais détailler dans cette partie. Nous verrons dans un second

temps les propriétés des kynurénines dans le cadre des maladies métaboliques.

Le tryptophane

La dégradation du tryptophane par I'enzyme IDO1 est associée a une diminution de la
croissance bactérienne, virale et des parasites comme le parasite responsable de la toxoplasmose. La
diminution des concentrations locales en tryptophane provoquée par |'activité d’'IDO1 diminue sa
disponibilité pour ces microorganismes et ralentit leur croissance. En 1998, Munn et al. ont montré
gue l'inhibition de I'activité enzymatique d’IDO1 chez des souris gestantes entrainait le rejet du
foetus par le systeme immunitaire de la mere (Munn et al., 1998). Les auteurs proposent alors deux
hypotheses: soit la déplétion locale des concentrations en tryptophane, soit les effets
immunomudulateurs des métabolites du tryptophane modifient la réponse immunitaire des
lymphocytes T et induisent la tolérance du systeme immunitaire maternel pour le foetus.

Actuellement I'hypothése de la déplétion en tryptophane est maintenue pour le cas des bactéries,
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des virus et des parasites, mais elle est remise en cause pour la modulation des lymphocytes T pour

laguelle la deuxiéme hypothése est privilégiée comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant.

La kynurénine

La kynurénine est le premier métabolite stable de la voie des kynurénines. La N-
formylkynurénine est en effet métabolisée de fagon trés rapide et systématique en kynurénine par
I’enzyme AFMID. Tout comme le tryptophane, la kynurénine est capable de traverser |la BHE grace au
transporteur LAT-1. Ce n’est pas le cas des autres métabolites de la voie qui ne peuvent pas traverser

la BHE (Fukui et al., 1991).

La kynurénine est un agoniste du récepteur Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR) et les effets
immunorégulateurs de I'enzyme IDO1 proviennent de la liaison de la kynurénine a ce récepteur. La
kynurénine induit la polarisation des lymphocytes T en lymphocyte au phénotype régulateur
exprimant les marqueurs FOXP3 et CD25 de facon dépendante de la présence du récepteur AhR
(Mezrich et al., 2010). Les études sur le modele animal de souris invalidées pour ce récepteur (AhR”)
ont en effet révélé qu'il estimpliqué dans la régulation du systeme immunitaire. D’une part les souris
invalidées pour AhR présentent a long terme (12 mois) un déficit des lymphocytes T et B du fait d’'une
altération de la rate (Fernandez-Salguero et al., 1997), d’autre part, la présence d’AhR est nécessaire
pour l'induction de lymphocytes T régulateurs (Treg). En effet, les souris sauvages AhR™* sont
capables de générer des lymphocytes T CD4" avec un phénotype régulateur (Treg) en réponse au
TCDD, un ligand d’AhR, mais pas les souris AhR” (Funatake et al., 2005; Mezrich et al., 2010). Ces
résultats sont en accord avec I’observation de Munn et al. en 1998 : les souris gestantes traitées par
le 1-méthyl-tryptophane, un inhibiteur de I'enzyme IDO1, rejettent le feetus, I'activité enzymatique
d’IDO1 permet donc de prévenir le rejet du foetus par le systéme immunitaire de la mére via la
synthése de la kynurénine. Il est donc possible de considérer I’augmentation de I’expression et de
I’activité de I'enzyme IDO1 par la cytokine pro-inflammatoire IFNy comme un rétrocontrole négatif

du processus inflammatoire (van Baren and Van den Eynde, 2015). Les cellules dendritiques jouent
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un role majeur dans ce phénomene de tolérance immunitaire. Ce sont des cellules immunitaires qui
contrélent la fonction des lymphocytes B et T et modulent la réponse immunitaire, elles peuvent
promouvoir la réponse immunitaire et également la tolérance immunitaire (Banchereau and
Steinman, 1998). La liaison de AhR a son ligand dans les cellules dendritiques se traduit par une
augmentation des marqueurs de surface tolérogéne et I'augmentation de la proportion de

lymphocytes Treg (Benson and Shepherd, 2011).

L’étude des propriétés d’AhR est tres complexe car les effets sont trés dépendants du type
cellulaire et également du type de ligand (Mitchell and Elferink, 2009). Il existe de nombreux ligands
d’AhR: des composés exogenes comme la dioxine TCDD ou des hydrocarbures aromatiques
polycycliques et également des composés endogenes comme la kynurénine que nous venons de voir.
Le récepteur AhR est un facteur de transcription, ce récepteur est exprimé dans de nombreux types
cellulaires, et plus particulierement dans le foie et dans les tissus en contact avec le milieu extérieur
(les poumons, les intestins, la peau, le placenta, ...). La liaison de AhR a son ligand dans le cytoplasme
initie sa translocation dans le noyau, le complexe AhR-ligand se lie ensuite a la protéine AhR nuclear
translocator (Amt). Ce complexe a une forte affinité pour I’ADN et se lie a I’élément de réponse aux
xénobiotiques situé en amont du promoteur du gene et induit la transcription des génes cibles
(Figure 16). Ces génes cibles codent pour des enzymes du métabolisme des xénobiotiques, on peut
citer CYP1A1, CYP1A2 et CYP1B1 qui codent pour les cytochromes P450 1al, 1a2 et 1b1l. Le récepteur
AhR est en effet connu pour étre impliqué dans les mécanismes de transformation et d’élimination
des composés exogenes toxiques pour l'organisme grace aux cytochromes P450 et aux enzymes de
conjugaison. Le TCDD, également appelée dioxine de Seveso, est le ligand d’AhR le plus toxique, c’est
une dioxine hépatotoxique, immunosuppressive, cancérigéne et tératogéne. La toxicité de TCDD est
réduite dans des animaux AhR”, confirmant que les effets toxiques de ce xénobiotique sont
dépendants de sa liaison avec le récepteur AhR (Gonzalez and Fernandez-Salguero, 1998). La toxicité
du TCDD proviendrait en effet de la biotransformation de la dioxine en composés toxiques par les
cytochromes induits par AhR dans le foie.
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Figure 15 : La voie de signalisation du facteur de transcription AhR.
(Gonzalez and Fernandez-Salguero, 1998)

L’acide quinoliniqgue

La découverte en 1981 des propriétés convulsivantes de I'acide quinolinique a suscité
I'intérét des neurosdentifiques pour I'étude de la voie des kynurénines. L'acide quinolinique est un
agoniste des récepteurs NMDA. Les récepteurs NMDA appartiennent a la grande famille des
récepteurs au glutamate et sont les seuls récepteurs au glutamate qui ont pour agoniste
pharmacologique la molécule NMDA. La famille des récepteurs au glutamate regroupe les récepteurs
de type ionotropique kainate et AMPA et les récepteurs de type métabotropique mGlu qui sont des
RCPG. Les NMDA sont des récepteurs transmembranaires constitués de 4 sous-unités qui forment un
canal ionique sélectif pour les ions K*, Ca* et Na". Il existe 3 types de sous-unités appelées Glu N1, Glu
N2 et Glu N3. La sous-unité Glu N1 estindispensable, elle est associée avec la sous-unité Glu N2 seule
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ou également avec la sous-unité Glu N3 (Paoletti, 2011). Les sous-unités Glu N1 et Glu N3 ont pour
ligand la glycine ou la D-sérine, la sous-unité Glu N2 a pour ligand le glutamate. L'activation du
récepteur NMDA nécessite donc la présence de glutamate et de glycine ou D-sérine. Lacide
guinolinique est un agoniste des sous-unités Glu N2, et plus spécdifiguement des sous-unités Glu N2A
et Glu N2B, et il n’est pas un agoniste de la sous-unité Glu N2C. Il exerce une action excitotoxique sur
les neurones, laliaison de I'acide quinolinique au récepteur NMDA se traduit par I’ouverture du canal
ionique du récepteur et une entrée massive d’ion Ca’". L’augmentation du calcium intracellulaire
déclenche des processus de lyse protéique et finalement l'entrée en apoptose de la cellule. Les
propriétés neurotoxiques de l'acide quinoliniqgue sont bien connues mais ce métabolite induit
également|’apoptose d’astrocytes primaires humains en culture dés 500nM (Guillemin et al., 2005a).
Les astrocytes expriment également les récepteurs NMDA et le mécanisme d’exctotoxicité est
similaire dans ces cellules. Nous pouvons noter ici que cela présuppose que I’acide quinolinique peut
potentiellement exercer une activité excitotoxique sur tous types de cellules excitatrices exprimant
les récepteurs NMDA a leur membrane comme les cellules musculaire ou les cellules B du pancréas
(Lin et al., 1996). Dans le cerveau, I’adde quinolinique est produit par les cellules de la microglie et
par les cellules dendritiques en réponse a un stimulus inflammatoire (IFNy ou LPS), les neurones et
les astrocytes ne synthétisent pas ce métabolite mais sont capable de le cataboliser en NAD" (Espey

et al., 1997; Guillemin et al., 2005b).

En situation basale, les concentrations d’acide quinolinique dans le SNC sont relativement
faibles (20 a 50 nM), mais en réponse a une infection du systeme nerveux elles peuvent augmenter
20 fois voire 150 fois pour atteindre presque 4 pM chez les individus atteints par le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) (Chen and Guillemin, 2009). La démence associée liée au SIDA
concerne 15% des individus séropositifs pour le VIH, cette pathologie est une complication
neurologique du SIDA, les individus atteints présentent des troubles cognitifs, des troubles du
comportement et de la motricité. Le nombre d’astrocytes en apoptose chez les individus séropositifs
pour le VIH est plus élevé que chez les individus séronégatifs (Thompson et al., 2001) et I'acide
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quinolinique joue donc un réle majeur dans cette complication du SIDA. Les concentrations d'acide
quinolinique ainsi que d’acide kynurénique et de 3-OHkynurénine dans le SNC augmentent
également chez les individus en phase précoce de la maladie de Huntington (Guidetti et al., 2004). La
maladie de Huntington est une pathologie neurodégénérative caractérisée par des atteintes des
neurones somatostatine et neuropeptide Y positives principalement situées dans le striatum
(ganglions de la base du cerveau) et qui entraine une atrophie du striatum. Les mémes liaisons
spédfiques ont été retrouvées dans le striatum de rat ayant regu des injections d’acide quinolinique
(Beal et al., 1986) suggérant que I'acide quinolinique pourrait étre impliqué dans le développement

de cette pathologie.

L’acide quinolinique qui est le dernier métabolite de la voie est ensuite métabolisé en NAD*
grace a I'’enzyme QPRT. Linhibition de cet enzyme par I'acide phtalique (Malik et al., 2014) induit
d’ailleurs une augmentation des taux d’adide quinolinique et une diminution des taux de NAD" dans
des astrocytes et des neurones en culture et par conséquent I’augmentation de la mort cellulaire
(Braidy et al., 2011). Les composés pharmacologiques capables de stimuler I'activité de I’enzyme
QPRT sont donc des cibles thérapeutiques intéressantes pour le traitement des pathologies

neurodégénératives.

L’acide kynurénigue

L'acide kynurénigue est métabolisé par les enzymes KATs (kynurénine aminotransférase) a
partir de la kynurénine. L'adde kynurénique est actif sur de nombreux récepteurs que je vais détailler
dans ce paragraphe (Tableau 4). Ce métabolite est un métabolite final de la voie des kynurénines qui
est ensuite éliminé dans les urines. Une faible fraction de I'acide kynurénique peut aussi étre
métabolisé en une kynurénine appelée acide quinaldique (Takahashi et al., 1956). Les études
récentes sont peu nombreuses sur cette kynurénine, mais en 2015 une étude a montré que I'acide

guinaldique inhibait la croissance cellulaire de cellules cancéreuses du colon (Langner et al., 2015).
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Tableau 4 : Cibles de I’acide kynurénique. (Moroni el al., 2012)

Antagoniste IC50 (uM)
Glycine site NMDA receptor 10-30
Nicotinic a7 1-8
Glutamate site of AMPA

or NMDA 300
Agoniste

GPR35 0.1-30
AHR NA

L'acide kynurénique est un antagoniste des récepteurs NMDA. Plus précisément, I'acide
kynurénique inhibe les récepteurs NMDA par sa liaison au site glycine/D-sérine situé sur les sous-
unités GIuN1 et GIuN3 (Birch et al., 1988). Grace a ses propriétés d’antagoniste des récepteurs au
glutamate, I'acide kynurénique est un métabolite neuro-protecteur et peut prévenir la mort des
neurones induites par I'excitotoxicité de ces récepteurs par I'acide quinolinique. Une étude chez le
rat a montré que I’augmentation des concentrations endogénes d’acide kynurénique dans le cerveau
protege les neurones de I’'excitotoxicité induite par I'acide quinolinique ou le NMDA (Miranda et al.,

1997).

L'acide kynurénique est également un inhibiteur des récepteurs nicotiniques acétylcholine a7
(a7nACh). Une étude réalisée en 2001 sur des neurones de rat a montré que l'acide kynurénique
pouvait inhiber la réponse du récepteur a7nACh a I’acétylcholine, un agoniste de ce récepteur
(Hilmas et al., 2001). Les récepteurs nACh sont situés principalement dans le systéme nerveux central
et périphérique. Tout comme les récepteurs NMDA, ce sont des canaux ioniques formés de 5 sous-
unités transmembranaires qui forment le canal ionique. Les agonistes classiquement connus pour ces
récepteurs sont I’acéthylcholine et la nicotine. Chez les mammiferes, 9 sous-unités sont reconnues,
numérotés a2-7 et 2-4 (Dineley et al., 2015). Le récepteur a7nACh (homopentamére composé de 5
sous-unités de type a7) et le récepteur a4B2nACh (hétéropentamere composé de 2 sous-unités a4
et 3 sous-unités B2) sont majoritaires chez les mammiferes. Ces récepteurs sont impliqués dans les

phénomeénes de dépolarisation des neurones par leur propriété de canaux ioniques. Les effets neuro-
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modulateurs de I’acide kynurénique pourraient donc étre également liés a leur activité sur ces
récepteurs spécifique. Des études montrent que ces récepteurs pourraient étre impliqués dans
certaines pathologies neurodégénératives comme la schizophrénie et la maladie d Alzheimer.
L’expression du récepteur a7nACh notamment est plus faible dans le cerveau d’individus atteints de
schizophrénie, des agonistes de a7nACh ont d’ailleurs été utilisé avec succes pour améliorer le déficit

cognitif chez des individus atteints de schizophrenie (Dineley et al., 2015).

Plus récemment en 2006, il a été découvert que I'acide kynurénique était un ligand d’'un
récepteur a 7 domaines trans-membranaires couplés a une protéine G (RCPG) qui était jusqu’alors un
récepteur « orphelin » : le RCPG35 (Récepteur couplé a une protéine G 35) (Wang et al., 2006). Chez
I’Homme, RCPG35 est exprimé dans le tractus intestinal (estomac, colon, intestins) ainsi que dans la
rate et dans les lymphocytes. Il est trés peu exprimé dans le cerveau. Les fonctions de ce récepteur
sont a ce jour peu connues, cependant au vue de son expression il est probable qu’il ait une fonction
au niveau de I’appareil digestif et des pathologies inflammatoires chroniques de I'intestin. En effet
des études de GWAS sur les maladies intestinales chroniques de I'intestin ont identifié un SNP situé
sur un intron du géne codant pour RCPG35 (rs4676410) (Divorty et al., 2015). Des études de GWAS
sur les pathologies cardiovasculaires ont identifié un SNP situé sur le géne codant pour RCPG35
également, cela était plus surprenant au vue du pattem d’expression du récepteur. Par la suite
I’étude de I’'expression de RCPG35 a montré qu’il était plus exprimé chez les individus ayant eu une

crise cardiague que chezles individus contrdles sain (Min et al., 2010).

Le 3-hvdroxykynurénine

Le métabolite 30HK est métabolisé par I'enzyme KMO a partir de la kynurénine. Chez la
souris, I’activité de KMO dans le SNC est induite en cas d’infection bactérienne ou par I'lFNy et les
concentrations en 30HK sont multipliées par 10 (de 80 nM a 800 nM) (Saito et al., 1992). Ce

métabolite est neurotoxique comme l'acide quinolinique, il est retrouvé en plus grande quantité
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dans le SNC d’individus souffrant de la démence du SIDA et de |la maladie de Huntington (Guidetti et
al., 2004). 1l est ensuite métabolisé en 3-hydroxy-acide anthranilique par I’enzyme KYNU, il peut
également subir une étape d’auto-oxydation qui libére une molécule de peroxyde d’hydrogene
(H,0,). C'est donc un générateur de radicaux libres et I’accumulation de 30HK dans le SNC en
situation pathologique est toxique pour les cellules du SNC. La toxicité du 30HK est trés dépendante
de la production d'H,0, car elle est limitée par |’ajout de la catalase qui catalyse la transformation du
peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et en eau (Okuda et al., 1996). La présence concomitante d’acide
quinolinique et de 30HK potentialise les Iésions neuronales induite par I’acide quinolinique dans le

striatum de rats (Guidetti and Schwarcz, 1999).

L’acide xanthurénique

L'acide xanthurénique est synthétisé a partir du métabolite 30HK par les enzymes KATs. Ce
métabolite est considéré comme un produit final de la voie des kynurénines, qui est éliminé dans les
urines. L'acide xanthurénique au contraire du métabolite 30HK n’est pas un métabolite pro-oxydant.
La formation d’acide xanthurénique a partir de 30HK permet donc de diminuer I'action pro-oxydante
de ce métabolite, on peut parler de détoxification. L'acide xanthurénique est également un
neuromodulateur excitant comme I’acide quinolinique et induit notamment une augmentation des
concentrations intracellulaires de calcdum. Cependant la toxicité de ce métabolite sur les cellules du

systéme nerveux central a été peu étudiée a ce jour.

Les propriétés de I’adde xanthurénique ont été découvertes chez le moustique porteur des
parasites responsables de la malaria chez I’'Homme appartenant a la famille des plasmodium. L'hote
vertébré est infecté, le cycle de vie du parasite se poursuit jusqu’a la formation des gamétocytes
localisés dans les globules rouges. Ces gamétocytes infertiles deviennent ensuite des gametes males
et femelles fertiles chez le moustique grace a I’acide xanthurénique qui est un acteur majeur de la
reproduction du parasite car il est nécessaire pour le dédenchement de la gamétogénése via

I’augmentation des concentrations intracellulaires de calcium (Billker et al., 2004).
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Plusieurs études réalisées sur des modeles cellulaires ont confirmé que |I’acide xanthurénique
induit une augmentation des concentrations calciques intracellulaires potentiellement toxique pour
les cellules. Sur des cultures cellulaires de cellules épithéliales humaines, I'acide xanthurénique a
forte dose induit une augmentation de caldum intracellulaire et la mort cellulaire (Malina et al.,
2002). Malina et son équipe ont également montré les propriétés apoptotiques de I'acide
xanthurénique sur un modele cellulaire de cellules musculaires lisses vasculaires de rat (Malina et al.,
2001). En 2012, une équipe montre que l’acide xanthurénique est un agoniste des récepteurs
métabotropiques du glutamate du groupe Il (il existe 3 groupes de récepteur métabotropique au
glutamate |, Il et Il) par des études de patch clamp réalisées in vivo sur des rats (Copeland et al.,
2013). Par opposition aux récepteurs ionotropique du glutamate, les récepteurs métabotropiques

sont des récepteurs couplés a une protéine G.

4. Les kynurénines et les maladies métaboliques
Si les propriétés des kynurénines sont bien connues dans le domaine des pathologies
neurodégénératives et de l'infection au VIH, de plus en plus les recherches sur ces métabolites se

développent dans le cadre des maladies métaboliques.

a. L’obésité
L'obésité est associée a une augmentation de la synthése des kynurénines. En effet
I'inflammation systémique et chronique qui est associée a I'obésité induit une augmentation de
I’activité de I'enzyme IDO1 évaluée par le ratio des concentrations plasmatiques en kynurénine sur
les concentrations en tryptophane (ratio K/T). Laugmentation de |’activité d'IDO1 chez des individus
obeéses a été reportée pour la 1ére fois en 2006 dans une petite cohorte de 22 individus en situation
d’obésité morbide. Dans cette étude, les auteurs ont évalué le ratio K/T ainsi que la néoptérine qui

est un marqueur classique de I'inflammation et démontré que le ratio K/T est corrélé aux taux de
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neoptérine (Brandacher et al., 2006). Par la suite, I’augmentation de l'activité et également de
I'expression de I’'enzyme IDO1 dans le tissu adipeux chez les individus obeses a été démontrée chez
des individus obéses de la cohorte de I'Atlas Biologique de I'Obésité Sévere (ABOS) (Wolowczuk et
al., 2012). Cette corrélation a été confirmée dans une étude réalisée avec plus d’individus,
notamment une grande étude réalisée sur 7000 individus d’age moyen ou agés de la cohorte
Hordaland (Norvege). Dans cette étude, les auteurs ont mesuré le tryptophane et la kynurénine ainsi
gue I'ensemble des kynurénines dans les sérums et ils montrent que toutes les kynurénines ainsi que
le ratio K/T sont positivement corrélés a I'IMC (Theofylaktopoulou et al., 2013). lls montrent
également que I’age, le genre et le fait d’étre fumeur sont des facteurs qui modifient |’activité de la
voie des kynurénines. Actuellement les études du métabolome entier se sont démocratisées et la
kynurénine est fréquemment assodée al’obésité dans ces études globale (Moore et al., 2014; Perng

etal,, 2014).

Ainsi que nous I'avons vu précédemment, I'induction de I’activité de I'enzyme IDO1 est une
tentative de contrdle de I'inflammation. Il est observé une plus grande mortalité des souris invalidées
pour le géne IDO1 en réponse a un stress inflammatoire induit par le LPS et une diminution du ratio
K/T par rapport aux souris sauvages. L’augmentation de la mortalité des souris IDO1 7 est associée a
I’augmentation des taux circulants de cytokines pro-inflammatoires et a la diminution des taux
circulants de cytokines anti-inflammatoires (Bessede et al., 2014). Les souris invalidées pour le géne
IDO1 et nourries avec un régime riche en graisse présentent une augmentation de I’'expression du
marqueur des macrophages F4/80 et des cytokines inflammatoires (IFNy, IFNa) dans le tissu adipeux
blanc et dans le foie (Nagano et al., 2013). Pourtant chez la souris nourries avec un régime riche en
graisse, il est observé une augmentation de I'expression des enzymes IDO2 et TDO2 dans le foie mais
I'expression de I'enzyme IDO1 n’est pas induite dans le tissu adipeux malgré la présence d'une
inflammation du tissu (Poulain-Godefroy et al., 2013). Les résultats de Nagano et al. pourraient
provenir de la diminution de I'expression d'IDO2 qui est observée chez les souris invalidées pour
IDO1 (Metz et al., 2014).
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Chez I’Homme, la synthese de kynurénine est associée a la promotion des lymphocytes Treg
qui sécretent des cytokines anti-inflammatoires (comme I'IL10 par exemple) au détriment des
lymphocytes TH17 qui sécrétent des cytokines pro-inflammatoires. Dans le tissu adipeux sous-
cutané, I'expression d’'IDO1 est en effet associée a une diminution des lymphocytes T inflammatoires
et a une augmentation des lymphocytes T régulateur. Par contre dans le tissu adipeux viscéral, qui
est un facteur de risque pour les complications de |'obésité, I’augmentation de I’e xpression d'IDO1
n’est pas associée a une augmentation des lymphocytes T régulateurs (Wolowczuk et al., 2012). La
kynurénine est capable de réguler le systtme immunitaire par sa liaison au récepteur AhR, un
récepteur des xénobiotiques. Or le tissu adipeux viscéral a pour particularité d’étre irrigué par les
vaisseaux issus de la veine porte qui proviennent directement du systeme digestif. On peut supposer
gue dans le tissu adipeux viscéral, la présence de xénobiotiques pourrait perturber la liaison de la

kynurénine a son récepteur AhRet limiter ainsi les effets immuno-régulateurs de la kynurénine.

La voie des kynurénines est donc activée dans I'obésité et associée a une augmentation des
concentrations circulantes des kynurénines. Si la production de kynurénines est dans un premier
temps une tentative de régulation de l'inflammation chronique qui est associée a I'obésité, les
kynurénines pourraient participer a I’apparition des co-morbidités associés a I'obésité comme le

diabéte de type 2, et également le syndrome dépressif.

b. La dépression
Il existe une plus forte inddence de la dépression chez les individus obéses (Onyike et al.,
2003) et le syndrome de la dépression sévere est associé a une activation du systeme immunitaire et
inflammatoire (Seidel et al., 1995). De plus le traitement de I’'hépatite C et de certains cancers par la
cytokine pro-inflammatoire IFNa entraine chez 16 a 45 % des patients un syndrome dépressif
(Wichers et al.,, 2005). L'hypothése immunitaire et inflammatoire de la dépression s’est ainsi
développée (Dantzer et al., 2008) (Figure 17). Il est également observé chez les patients traités parle

TNFa une augmentation du ratio kynurénine sur tryptophane ainsi que de I’acide quinolinique, en
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périphérie et au niveau central (Raison et al., 2010; Wichers et al., 2005). L’hypothese d'une
utilisation du tryptophane vers la production de kynurénines neurotoxiques plutét que vers la
sérotonine est proposée par les auteurs. En effet nous avons vu que la sérotonine est un
neurotransmetteur impliqué dans plusieurs pathologies comme I'anxiété, la dépression, les
phénomeénes d’addiction et également dans la régulation de I'appétit, du sommeil et de I'humeur et
est une cible thérapeutique dans la dépression : le Prozac par exemple est un inhibiteur de la
recapture de la sérotonine. Les concentrations centrales en sérotonine étant dépendantes des
concentrations périphériques en tryptophane (Fernstrom and Wurtman, 1972), la compétition entre
la production des kynurénines et de sérotonine pourraient étre un facteur de risque pour la
dépression. Egalement les kynurénines pourraient étre des acteurs de la dépression au vu de leur
effet sur le systtme glutaminergique et de leur neurotoxicité (Miller and Schwarz, 2007).
L’hypothése privilégiée a ce jour est celle de la neurotoxicité des kynurénines. En effet dans le cadre
du traitement de I’hépatite C par I'lFNa, il est observé que le syndrome dépressif n’est pas associé a
une diminution de la disponibilité du tryptophane mais a une augmentation du ratio kynurénine sur
acide kynurénique suggérant une augmentation de la production d’acide quinolinique et une

diminution de I’acide kynurénique (Wichers et al., 2005).
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Figure 16 : Induction d’un syndrome dépressif par I'inflammation en réponse a une
infection.

Ce modele peut étre adapté a l'obésité qui est caractérisée par une inflammation
chronique et systémique. (Dantzer et al., 2008)

c. Le diabete

Le diabéete de type 2

Dés 1955 et plus récemment, on retrouve des publications associant les kynurénines au
diabéte. La kynurénine est positivement corrélée a ’THOMA2-IR et a 'HOMA-B chez des patients
atteints du virus de I’hépatite C (Oxenkrug et al., 2013). Dans une autre étude I'expression de
I’enzyme IDO1 ainsi que les concentrations sériques de kynurénine, d’adde kynurénique et de 30HK
sont significativement plus élevées chez les individus diabétiques que chez les contréles (Munipally
et al.,, 2011). Une hyperglycémie expérimentale a pu étre induite chez le rat par I’administration
d’acide xanthurénique (Kotake Jr and Inada, 1953). L’acide xanthurénique est également retrouvé en
plus grande quantité dans les urines des patients diabétiques que dans les urines d’individus non

diabétiques (Hattori et al., 1984; Rosen et al., 1955).

L'acide xanthurénique aurait la capacité de former des complexes avec l'insuline et de

réduire ainsi son activité et également de former des complexes avec le zinc qui ne serait alors plus
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disponible pour la formation des hexameres d’insuline dans les vésicules de sécrétion (Meyramov et
al., 1998; Takashi et al., 1977) (Figure 18). De plus I’acide xanthurénique est un agoniste des
récepteurs métabotropiques du glutamate du groupe Il (Copeland et al., 2013). Or des agonistes de
cette famille de récepteur au glutamate sont capables d’altérer la sécrétion d’insuline par le pancréas
(Babic et al., 2012). Une autre kynurénine : I'acide quinaldique, métabolisé a partir de I'acide
kynurénique, présente des propriétés diabétogenes. En effet I’acide quinaldique stimule la sécrétion
d’insuline en conditions basales et inhibe la sécrétion d’insuline des ilots de rat en culture stimulés
par le glucose. Les propriétés inhibitrices de I'acide quinaldique proviendraient de sa capacité a

inhiber la formation de nouvelles molécules d’insuline (Okamoto, 1981) (Figure 18).

Récemment, il a ét¢ montré que la combinaison d’un stress inflammatoire (IFNy) et d'un
stress de glucolipotoxicité (20 mM de glucose et 0,4 mM de palmitate) induit une augmentation de
I’expression de plusieurs enzymes de la voie des kynurénines dans des ilots de rat en culture: IDO1,
KMO et KYNU, tandis que I'expression de I'enzyme QPRT est diminuée. A I’état basal, IDO1 n’est pas
exprimée mais ce n’est pas le cas pour les autres enzymes de la voie qui sont détectées: KMO, KYNU,
les KATs et 'enzyme QPRT. L'augmentation de l’expression des enzymes est associée a une
augmentation de la production de kynurénine et d’acdde kynurénique démontrant ainsi la
fonctionnalité de la voie des kynurénines dans les ilots de Langerhans (Liu et al., 2015). Les auteurs
ont également montré que la kynurénine potentialisait la sécrétion d’insuline induite par le glucose,
ils ont également testés les effets de I'acide kynurénique sur la sécrétion d’insuline et observé une
augmentation de la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose mais qui n’était pas significative. Le
mode d’action de la kynurénine sur la sécrétion d’insuline reste encore a déterminer (Liu et al.,

2015).

L'acide kynurénique est un antagoniste des récepteurs NMDA qui sont exprimés a la surface
des cellules B pancréatiques qui possedent des caractéristiques commune avec les neurones (Atouf

et al., 1997). Or une étude récente a montré qu'un antagoniste des récepteurs NMDA, le
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dextromethorphan, augmente la sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans des ilots de souris
et des ilots humains (Marquard et al., 2015) (Figure 18). Ce résultat peut sembler contrintuitif car les
récepteurs au glutamate permettent 'entrée de calcium dans la cellule mais cet effet est dépendant
de la présence des canaux Ksp, les auteurs proposent que les récepteurs NMDA stimulent
I’ouverture des canaux Kap et limitent ainsi 'ouverture des canaux calcique voltage dépendant et
I’'entrée de calcium dans la cellule (Marquard et al., 2015). Les effets de I’acide kynurénique sur la
sécrétion d’insuline ont été testés dans une étude sans montrer d’'effet significatif sur la sécrétion

d’insuline (Liu et al., 2015) mais cela reste une piste intéressante.

L'acide picolinique est un inhibiteur de la néoglucogenese, il pourrait donc permettre de
compenser la résistance a l'insuline du foie et diminuer la production hépatique de glucose. Il inhibe
I’activité de I'enzyme glucose-6-phosphatase qui catalyse I’hydrolyse de la liaison ester du glucose-6-
phosphate et permet la libération du glucose dans la circulation. Le glucose-6P ne pouvant pas étre
excrété dans la circulation sanguine, il est disponible pour la synthése de glycogene dans
I"hépatocyte. La production d’acide picolinique est catalysée par I’enzyme ACMSD qui est exprimée
prindpalement dans les reins et le cerveau et également dans le foie ou elle favorise donc le
stockage du glucose sous forme de glycogene plutdt que la sortie de glucose hépatique qui favorise
I’hyperglycémie postprandiale. Chez le rat rendu diabétique par un traitement par la streptozotocine,
I'expression et I'activité de I'enzyme ACMSD sont augmentées dans le foie. Le traitement par insuline
de ces animaux diabétiques permet bien sur de contréler I’hyperglycémie et induit également une
diminution de I’activité et de I'expression d’ACMSD (Tanabe et al., 2002). Il a été montré in vitro que
I’activité de lI'enzyme ACMSD est inhibée par des métabolites de la glycolyse comme le
dihydroxyacetonephosphate (DHAP) et le 3-Phosphoglycerate (3PG) (Garavaglia et al., 2009), ce qui
serait cohérent avec les résultats retrouvés in vivo chez le rat. L'acide picolinique pourrait donc

limiter la production hépatique du glucose en situation de résistance a I'insuline.
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Le diabéte gestationnel

Comme nous |’avons vu précédemment dans ce chapitre, I'induction de I'enzyme IDO1 et la
production de kynurénine est un phénomeéne majeur qui apparait pendant la grossesse et qui est le
garant de la tolérance du systeme immunitaire de la mére pour le feetus (Munn et al., 1998). La voie
des kynurénines est donc activée chez les femmes enceintes. L’augmentation des concentrations
circulantes des kynurénines, et en particulier de I’acide xanthurénique dont nous venons de voir les
propriétés, pourrait étre impliquée dans le développement du diabéte gestationnel. De plus pendant
la grossesse, un facteur aggravant supplémentaire peut étre présent : la déficience en vitamine B6
(Figure 18). En effet les besoins en vitamines sont plus élevés chez les femmes enceintes et une
carence en vitamine B6 est fréquemment observée chez ces femmes (Dror and Allen, 2012). Nous
avons vu dans un paragraphe précédent que I’enzyme KYNU et les KATs qui catalyse la production
d’acide kynurénique ont pour cofacteur le PLP, la forme active de la vitamine B6. Dans une grande
étude réalisée sur 7000 individus en 2014, les taux de PLP sont corrélés négativement a la kynurénine
et au métabolite 30HK qui sont métabolisés par I’enzyme KYNU et positivement aux concentrations
d’acide anthranillique et de 3-hydroxyacide anthranilllique qui sont les produits de I'enzyme KYNU.
Les concentrations circulantes d’acide kynurénique et d’acide xanthurénique qui sont les produits
des KATs sont également corrélées positivement aux taux de PLP (Theofylaktopoulou et al., 2014).
Dans une étude plus modeste publiée en 2015, les concentrations de PLP sont également
négativement corrélées au métabolite 30HK (Deac et al., 2015). Des rats nourris avec un régime
pauvre en vitamine B6 présentent comme attendu une diminution de 50% de |’activité hépatique de
I'enzyme KYNU et une diminution plus modérée de 25% de I'activité des KATs. Chez ces animaux, une
diminution de moitié des concentrations d’acide kynurénique et une augmentation de 800% des
concentrations urinaires de I’acide xanthurénique qui proviendrait de |’augmentation des
concentrations de 30HK qui n’est pas métabolisé en 3-hydroxyacide anthranillique en absence de la
vitamine B6 (Deac et al., 2015). Une étude réalisée sur 14 femmes enceintes atteintes d’un diabete

gestationnel a montré que ces femmes présentaient une forte augmentation des taux d'acide
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xanthurénique dans les urines par rapport aux valeurs normales. L'administration de vitamine B6
chez ces patientes a permis de diminuer les concentrations urinaires d’adde xanthurénique et de
diminuer leur intolérance au glucose (Bennink and Schreurs, 1975). Un résultat similaire a été montré
sur presque 50 femmes I'année suivante, I’administration de vitamine B6 chez ces femmes a permis
de diminuer les concentrations urinaires d’acide xanthurénique et d’améliorer leur tolérance au
glucose (Adams et al., 1976). Nous pouvons noter également que la déficdence en vitamine B6 est
plus fréquente chez les individus obeses (Aasheim et al., 2008) et que les taux de PLP, la forme active
de la vitamine B6, sont inversement corrélés aux valeurs de CRP (Morris et al., 2010;

Theofylaktopoulou et al., 2014).
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Figure 17 : Quels roles pour les kynurénines dans le diabete?

Le diabete induit par I'obésité et la grossesse pourrait provenir dans une certaine part de
la production d’acide kynurénique, d’acide xanthurénique et d’acide quinaldique. La
production d’acide xanthurénique est augmentée en cas de déficience en vitamine B6.
Adapté de (Stone and Darlington, 2002).
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La synthése de novo de NAD+

Le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) est un dérivé de la vitamine B3 (également
appelé vitamine PP ou acide nicotinique). Le NAD peut étre métabolisé a partir de I’acide nicotinique
par la voie de Preiss-Handler et également étre synthétisé de novo a partir du tryptophane. Le
tryptophane est métabolisé en acide quinolinique puis en acide nicotinigue mononudéotide (NAMN)
par I’enzyme QPRT. Le NAMN est ensuite métabolis¢é en NAAD puis en NAD par I’enzyme NAD
synthase (NADSYN). Il existe également une voie de récupération et de recyclage du nicotinamide
(NAM) par l'enzyme nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT) et I'enzyme NM

adénylyltransférase (Figure 19) (Canté et al., 2015).

Donc la voie des kynurénines est une source importante de NAD" dans la cellule, et en effet
I'inhibition de I'’enzyme QPRT ou de I’'enzyme IDO1 dans les astrocytes et les neurones est associée a
une diminution des concentrations intracellulaires de NAD®. Le régime riche en graisse et I’age
induisent une diminution des concentrations intracellulaires en NAD" alors que |'exercice et la
restriction calorique augmente les concentrations de NAD". Les propriétés d’oxydoréductions du
NAD"jouent un réle majeur pour le métabolisme énergétique de la cellule. La conversion du glucose
en pyruvate par exemple requiert deux molécules de NAD" pour une molécule de glucose. Dans la
mitochondrie, le processus de synthése d’ATP requiert également du NADH (la forme réduite du

NAD").
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Figure 18 : Voie de synthése et de recyclage du NAD"
NADSYN, NAD" synthétase ; NAM, nicotinamide ; NAMPT, nicotinamide phosphoribosyltransférase ;
NAPRT, NA phosphoribosyltransférase ; NMAT, NM adénylyltransférase ; NRK1-2, Nicotinamide

riboside kinase 1-2; inspiré de (Cantd et al., 2015)

Voie de Preiss-Handler

NRK1-2

NAM riboside

Recyclage du NAD*

Le NAD" est aussi un cofacteur des enzymes sirtuines (déacétylases d histones NAD-

dépendantes) qui sont impliquées dans la régulation de plusieurs voies métaboliques. C’est une

famille de 7 enzymes numérotées de 1 a 7 (SIRT-1 a SIRT-7). Ce sont des enzymes déacétylases qui

régulent ainsi I'activité de certains facteurs de transcription. L'activité de SIRT-1 augmente au cours

de I'exercice, en période de restriction calorique et de diminution de la disponibilité en glucose. La

réduction de I’activité de SIRT-1 par contre est associée au diabéte de type 2 (Huynh et al., 2013). Il a
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été montré chez des souris nourries avec un régime riche en graisse que l’administration de
nicotinamide restaure les concentrations en NAD® et également induit une amélioration de la
glycémie et une augmentation de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Yoshino et al., 2011).
Dans le tissu adipeux I’enzyme SIRT-1 inhibe le facteur de transcription PPARy et favorise la lipolyse
(Picard et al., 2004). Dans le pancréas, I'enzyme SIRT-1 diminue |’expression de la protéine
découplante UCP2 (uncoupled protein 2) etinduit ainsi une amélioration de la sécrétion d’'insuline en
réponse au glucose (Cantd et al., 2015). SIRT-1 déacétyle également une sous-unité de NF-kB et a
ainsi un effet anti-inflammatoire (Yeung et al., 2004). Le NAD est également un cofacteur
enzymatique des PARP (poly-ADP-ribose polymérases) qui sont des réparateurs de I’ADN. En cas de
dommages majeurs de I’ADN, on observe une diminution des concentrations intracellulaires de NAD
(Cantdetal., 2015). Les PARP sont donc les principaux consommateurs de NAD dans la cellule et sont
en compétition avec les sirtuines pour la consommation de NAD" et nécessite la formation de novo
ou le recyclage perpétuel du NAD qui a une % vie de 1 a 2H (Houtkooper et al., 2010). Ainsi la voie
des kynurénines du fait de son réle dans la production de NAD", peut jouer un réle important dans la
régulation du métabolisme en tant que source de NAD®. En effet la supplémentation en acide
nicotinique qui est le précurseur du NAD"est peu toléré et donc les voies de recyclage et de synthése
de novo sont privilégiés pour augmenter les concentrations intracellulaires de NAD" (Cantd et al.,

2015).
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Objectifs de la these

1. Objectif de I'étude 1

Il aété montré dans plusieurs études grace ala mesure des taux circulants de tryptophane et
de la kynurénine que |'activité de I'enzyme IDO1 est augmentée chez les individus obéses et associée
aux taux de neoptérine, un marqueur de |'activation du systéme immunitaire (Brandacher et al,,
2006). Au vu du statut inflammatoire du tissu adipeux dans I'obésité et de la masse de tissu qu'il
représente chez les individus obéses (jusqu’a 50% de la masse corporelle), la question de I'influence
de ce tissu surle ratio K/T se pose. Dans une premiére publication au laboratoire publiée en 2012, il a
été montré que I'enzyme IDO1 est plus exprimée dans le tissu adipeux des individus obeses que chez
les minces et est corrélé a 'augmentation du ratio K/T (Wolowczuk et al., 2012). Il est connu dans la
littérature que d’autres enzymes de la voie comme I'enzyme KYNU ou KMO sont également induites
par I'inflammation dans des fibroblastes et des cellules immunes (Asp et al., 2011; Jones et al., 2015)
et sont donc susceptibles d’étre plus exprimées également dans le tissu adipeux des individus
obéses. De plus, certains métabolites de la voie comme I'acide xanthurénique et la kynurénine ont un
effet sur la sécrétion d’insuline et pourraient étre impliqués dans le développement du diabete de
type 2 induit par l'obésité. L'objectif de cette étude est donc d’évaluer I'ensemble de la voie des
kynurénines : les métabolites dans les sérums et I’expression des enzymes dans le tissu adipeux

d’individus obeéses diabétiques et normoglycémiques.

2. Objectif de I'étude 2

L'obésité est donc associée a I’augmentation de I'expression des enzymes de la voie dans le
tissu adipeux et a 'augmentation des concentrations crculantes des kynurénines. Ces métabolites

pourraient étre des facteurs de risque pour le développement de I'insulinorésistance et du diabete
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de type 2. La chirurgie bariatrique est le traitement le plus efficace pour I'obésité sévere, elle permet
une perte de poids importante et durable ainsi qu'une diminution de I'inflammation systémique et
une amélioration des co-morbidités de I'obésité notamment I'insulinorésistance et le diabete.
L'objectif de notre étude est d’évaluer les effets de la chirurgie bariatrique sur les concentrations
circulantes de kynurénines chez des individus obéses diabétiques et normoglycémiques. Et de
déterminer si les variations des concentrations des kynurénines circulantes pourraient expliquer en

partie |’amélioration de I'insulinorésistance et du diabéete observée apreés la chirurgie.
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Chapitre 3 : Article 1 “The kynurenine pathway is activated in human
obesity and shifted toward kynurenine monooxygenase activation.”
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Abstract

OBIJECTIVE: To characterize the kynurenine pathway (KP) in human obesity by evaluating circulating

levels of kynurenines and expression of KP enzymes in adipose tissue (AT).

METHODS: Tryptophan and KP metabolite levels were measured in serum of individuals from the
D.E.S.L.R. cohort (case-cohort study: 212 diabetic, 836 randomly sampled) and in women with obesity
diabetic or normoglycemic from the ABOS cohort (n=100). KP enzyme gene expressions were
analyzed in omental and subcutaneous AT of women from the ABOS cohort, in human primary

adipogytes and in monocyte-derived macrophages.

RESULTS: In the D.E.S.I.R. cohort, kynurenine levels were positively associated with BMI (P=4.68x10"
%) and with a higher HOMA2-IR insulin resistance index (P=6.23x10™). Kynurenine, kynurenic acid
and quinolinic acid levels were associated with higher BMI (P<0.05). The expression of several KP
enzyme genes (IDO1, KYNU, KMO and CCBL2) were increased in the omental AT of women with
obesity compared to lean (P<0.05) and their expression were induced by pro-inflammatory cytokines
in human primary adipocytes (P<0.05), except for KMO that is not expressed in these cells. IDO1,

KYNU, KMO and CCBL2 expressions were higher in pro-inflammatory than in anti-inflammatory

macrophages (P<0.05).

CONCLUSIONS: In the context of obesity, macrophage presence in AT may contribute to divert KP

towards KMO activation.

Keywords: obesity —tryptophan - kynurenine-adipose tissue —inflammation - macrophage
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Introduction

Tryptophan, an essential amino acid is either used in protein synthesis or metabolized via the
kynurenine or methoxyindole pathways. The kynurenine pathway (KP) is the main route of
tryptophan degradation (1) that generates several metabolites collectively called kynurenines (KPm)
while the methoxyindole pathway leads to the formation of serotonin (Figure 1). The first enzymes of
the KP are indoleamine2,3-dioxygenase 1 (IDO1), indoleamine2,3-dioxygenase 2 (IDO2) and
tryptophan2,3-dioxygenase (TDO2). TDO2 is mainly expressed in the liver, IDO2 in the liver, kidneys
and lungs (2), whereas IDO1 is expressed in many tissues including the adipose tissue and is induced
by inflammatory mediators such as interferon-y (IFNy) and lipopolysaccharide (LPS) (1). We have
previously reported that IDO1 gene expression is enhanced in the adipose tissue of people with
obesity (3). Tryptophan is degraded by these enzymes to kynurenine (Kyn) but serum
kynurenine/tryptophan (K/T) ratio reflects IDO1 activity (4). We have shown that this ratio was
increased in individuals with obesity (3) as it was demonstrated in other studies (5, 6). Kynurenine
can be further metabolized along three distinct routes: one leading to kynurenic acid, another to
xanthurenic acid and the third leading to quinolinic acid and nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD'). KPm have been implicated in immune regulation and tolerance mechanisms (7) and several
KPm are neuroactive. Quinolinic acid is a glutamate receptor agonist and is neurotoxic, while
kynurenic acid is a glutamate receptor antagonist and is neuroprotective. KPm have been involved in
a wide range of neurological disorders, such as major depression, Huntington and Alzheimer diseases
(8, 9). In addition, induction of kynurenine metabolism toward xanthurenic acid production has been
proposed to be one of the factors predisposing to insulin resistance (10) and high urinary excretion of
xanthurenic add has been reported in people with diabetes (11). Xanthurenic acid may also interfere
with the mechanism of insulin secretion because of its zinc chelating properties (12). Recently, the
induction of IDO1 and increased circulating levels of Kyn, kynurenic acid and 3-hydroxykynurenine,

have been shown in diabetic individuals with retinopathy (13).
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The aim of this study was to analyze the KP regulation in relation to obesity in humans, as
increased circulating KPm have been reported in individuals with obesity (5, 6). We have also
explored the potential association of KP dysregulation with diabetes since this has never been
investigated. We assessed circulating Kyn levels in individuals from the D.E.S.I.R. cohort, a cohort of
middle-aged European men and women and in morbidly women with obesity and with or without
diabetes from the ABOS cohort. Given the inflammatory features of the adipose tissue in obesity, we
compared the expression of the genes of KP enzymes in subcutaneous and omental adipose tissues
from women with obesity and lean controls participating in the ABOS cohort. We also investigated
whether KP enzymes and KPm were associated with body mass index (BMI), inflammatory markers
and diabetes-related traits. In addition, we evaluated the contribution of adipocytes and

macrophages to the relative expression of KP enzymes.

Subjects, Materials and Methods

D.E.S.I.R. metabolomic study

The sample population used in this study included men and women from the D.E.S.l.R. cohort (Data
from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syndrome) (14), a prospective (9 year follow-
up) cohort of middle-aged European individuals. All participants signed an informed consent form
and the protocol was approved by an ethics committee. A case-cohort design was used in this study
that included 231 cases of incident type 2 diabetes and 836 people randomly sampled from the
entire cohort. Clinical characteristics of participants are described in Table S1. Fasting serum samples
were processed by the Metabolon platform (Durham, NC). After protein precipitation with methanol,
samples were analyzed using GC-MS and LC-MS/MS (15). Multivariable linear regression models
were used to assess the association of metabolic and anthropometric traits (considered as response
variables) with tryptophan, Kyn and K/T ratio. The metabolic traits analyzed were: fasting plasma

glucose, fasting insulin, glycated hemoglobin Alc (HbA1lc), as well as the derived homeostasis model
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assessment index of PB-cell function (HOMA2-B) and of insulin resistance (HOMA2-IR). The
anthropometric traits analyzed were: BMI, hip circumference, waist drcumference, and waist-hip
ratio. In each regression model, additional covariates were age, sex and BMI when the analyzed trait
was not BMI itself. Cox regression models adjusted for sex, age and BMI at indusion were used to
measure the association of tryptophan, Kyn and K/T ratio with the incidence of type 2 diabetes. The
proportional hazards assumption was tested using the weighted residuals method (16) with age as
the time scale. By applying a Bonferroni correction, a P-value below 1.7x10°=0.05/30 (where 30 is
the number of independent tests performed in this sub-study) was considered significant, and P-
values between 0.05 and 1.7x10° were considered nominal (trend of assodation). Statistical
analyses were performed with R version 3.0 (http://www.r-project.org/) using the package “base” for

linear regression and the package “survival” for Cox regression.

ABOS subjects

A hundred and nine Caucasian women enrolled in ABOS (Biological Atlas of Severe Obesity,
ClinicalGov NCT01129297) were included in this study. Women who were severely obese met the
criteria for bariatric surgery (3) and lean women were undergoing abdominal surgery for benign and
non-inflammatory diseases. Women treated with insulin were exduded. Written informed consent
was obtained and the experimental design was approved by the Ethics Committee of the University
Hospital of Lille, France. The relevant clinical and metabolic characteristics of the participants are

described in Table S2.

Determination of serum tryptophan and KPm levels (ABOS study)

Fasting sera were collected before surgery. An analytical protocol based on liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was developed, according to previously
published methods, with slight modifications (17, 18), to measure tryptophan, serotonin and

metabolite levels (Kyn, kynurenic acid, xanthurenic acid, 3-hydroxy-L-kynurenine and 3-hydroxy-
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anthranilic acid). Serum (100 pL) was mixed and centrifuged (11800 rpm, 4°C, 8 min) after addition of
100pL acetonitrile for protein predipitation and containing tryptophan-D5 (CDN Isotopes, Pointe-
Claire, Canada) at 50 uM, as an intemal standard. Supernatant (100 plL) was added to deionized
water (500 pL). Fifteen microliters of this mixture was injected onto an UPLC-MS/MS system (Acquity
TQ Detector, Waters, Milford, MA) equipped with a HSS C18 column. lons of each analyzed
compound were detected in a positive ion mode using multiple reaction monitoring.

Picolinic acid and quinolinic acid were simultaneously measured using gas chromatography-tandem
mass spectrometry (GC-MS/MS). Standards and samples (50 pL) were mixed with 400 puL methanol
for protein predpitation and containing internal standards (QUIN-D3 and PIC-D4, 2 uM) and
centrifuged (11800 rpm, 8 min). Supernatant was dried under nitrogen stream and 120 plL
pentafluoropropionic anhydride (PFPA, Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and 130 pL
hexafluoroisopropanol (HFIP, Sigma Aldrich) were added to dried residues. Tubes were sealed to
allow derivatization (30 min, 75°C). The obtained derivatives were dried under nitrogen stream and
residues were dissolved in iso-octane (50uL), and transferred into auto-sampler vials prior to
injection (1 pL) onto the GC-MS/MS equipment (Agilent 7890 coupled to Waters Quattro Micro GC,

RAB293). Chromalinks software (Waters) was used for data acquisition and processing.

Adipose tissue sampling, RNA extraction and qgPCR

Omental and subcutaneous adipose tissue was retrieved from each participant, as previously
described (3). Total RNA was extracted (RNeasy Lipid Tissue Kit, Qiagen, Venlo, NL) after a DNAse
treatment (RNAse-free DNAse set, Qiagen). The RNA purity and concentration were determined by
RNA Integrity Number (RNA 6000 Nano Kit, 2100 Bioanalyser, Agilent, Santa Clara, CA). Total RNA
was transcribed into cDNA using the ¢cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Each cDNA sample was analyzed for gene expression by quantitative real-time PCR (gPCR) using the
fluorescent TagMan 5’-nuclease assays (Table S3). Analysis was performed either with ViiA 7 (Life
Technologies, Carlsbad, CA) detection system and ViiA 7 Software or Tagman Low-Density Array
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(TLDA) Cards with ABI 7900HT (Life Technologies, Carlsbad, CA) and corresponding ABI 7900HT SDS
2.2 software. Gene expression analysis was standardized to RPLPO expression (2°“). RPLPO was
chosen as the reference gene since it displayed the lowest coefficient of variation in human adipose
samples when compared to other commonly used reference genes. No difference in RPLPO

expression was reported between women with obesity and lean women (data not shown).

Human primary adipocyte and macrophage cultures

Human primary white preadipocytes from subcutaneous adipose tissue (Lonza, Basel, Switzerland)
were cultured in PBM-2 medium (Lonza). Cells were seeded in 6-well plates; confluent preadipocytes
were induced to differentiate into adipocytes with PBM-2 medium supplemented with insulin,
dexamethasone, 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) and indomethacin (Lonza) for 10 days.
Confluent preadipocytes and differentiated adipocytes were treated with IFNy (100 U/mL,
Peprotech, Rocky Hill, NJ) for 24 hours, and then the cells were harvested.

Human M1 and M2 macrophages were cultured as previously described (19). Briefly, human
peripheral blood mononudear cells were isolated from healthy donors (Etablissement Francais du
Sang, EFS). M2 macrophages were obtained by treatment of monocytes with IL-4 during
differentiation (15 ng/mL; 6 days) and M1 macrophages by treatment of already differentiated
macrophages with LPS (100 ng/mL; 4 hours). qPCR was performed as described with individual

TagMan assays and ViiA 7 system.

Adipocytes and macrophages from human adipose tissue

Adipocytes (ATA) and macrophages (ATM) from omental adipose tissue of 7 individuals with obesity
from ABOS cohort were obtained as previously described (20). Briefly, biopsies of adipose tissue
were digested with collagenase and centrifuged; floating adipocytes were washed with PBS. ATM-
CD14+ cells were isolated from the stromal vascular fraction and cultured in endothelial cell basal
medium (Promocell, Heidelberg, Germany) for 48h before RNA extraction. RNA from ATM was
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amplified using mRNA amplification kit (AmpTec, Diepenbeek, Belgium) before performing individual

gPCR as described above.

Statistical analysis

Statistical analysis of D.E.S.I.R. study data are specified in the corresponding sections.

For all other experiments, statistical analyses were performed with the Graph-Pad Prism version 5.00
for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). The statistical tests are described with each result.

The threshold of significance was set to P<0.05.

Results

Kynurenine is associated with BM|, fasting insulin and HOMAZ2-IR in the D.E.S.I.R. cohort

We studied serum concentrations of tryptophan and Kyn in the D.E.S.I.R. cohort. Kyn and K/T ratio
were positively assodated with BMI at inclusion (Table 1: P=4.68x10"° and P=7.92x10") and after
the 9 years of follow-up (Table S4: P=8.6x10"" and P=1.03x10"). We did not observe significant
association between Kyn concentrations or K/T ratio at inclusion and the incidence of diabetes during
the 9 years of follow up. However, Kyn levels were positively assocated with HOMA2-IR and HOMA2-
B at inclusion (P=6.23x10"* and P=6.02x10") and with fasting insulinemia both at inclusion and at 9
years (P=1.74x10" and P=3.53x10"), suggesting that they are correlated with insulin resistance.
Other KPm were below the detection threshold of the global metabolomic analysis method used and

thus could not be analyzed in this cohort.

Several enzymes of the KP are increased in obesity and associated with inflammatory markers
Next, we measured the expression of all known genes encoding KP enzymes in subcutaneous and
omental adipose tissue samples from women with obesity and lean women from the ABOS cohort

(Figure 2). All KP enzymes were expressed in human adipose tissue with the exception of ACMSD
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(aminocarboxymuconate semialdehyde decarboxylase, data not shown). In the omental adipose
tissue, the expression of IDO1, CCBL2, AADAT, KMO and KYNU was significantly higher in women with
obesity than in lean women (P=0.0024, P=0.0049, P=0.048, P=0.0080 and P=0.0024, respectively),
whereas in the subcutaneous adipose tissue, only KYNU expression was increased in women with
obesity (P=0.01). These results are consistent with the observation that Kyn and K/T ratio were
associated with BMI in the D.E.S.I.R. cohort and suggest that other KPm could also be increased in
the serum of individuals with obesity.

We then analyzed the expression of KP enzymes and several inflammatory markers in omental and
subcutaneous adipose tissues of diabetic (n=50) and normoglycemic (n=50) women with obesity
from the ABOS cohort. In parallel, serum concentrations of KPm were measured in the same women.
In agreement with the D.E.S.I.R. cohort data and gene expression results obtained in lean women
versus women with obesity, the concentrations of several KPm were positively correlated with BMI:
Kyn (P=0.003), K/T ratio (P=0.002), kynurenic acid (P=0.012) and quinolinic acid (P=0.011) (Table 2).
We analyzed the correlation between the expression of IDO1, CCBL2, AADAT, KMO and KYNU and
those of several obesity-associated inflammatory genes (21, 22) as well as with circulating levels of
ultrasensitive C-reactive protein (usCRP), an inflammatory marker. We found that their expression
was positively correlated with the adipose tissue expression of CCL2, IL6 and CD68 and with serum
usCRP (Table 3). Among these enzymes, only IDO1 expression was higher in omental adipose tissue
than in subcutaneous compartment (P<0.0001); CCBL2 and AADAT expression levels were higher in
the subcutaneous adipose tissue (P<0.0001; Figure S1).

Next, we assessed the association of KP enzymes and KPm with diabetes and diabetes-
related traits in women with obesity. We did not detect any significant difference in KPm levels
(Figure S2) or in KP enzyme expression between women with and without diabetes from the ABOS
cohort (data not shown). However, quinolinic acid level was negatively associated with HOMA2-IR
and the expressions of several KP enzymes were correlated with diabetes-related traits (Table 2):

QPRT expression in the subcutaneous compartment was negatively associated with HbAlc

104



- Chapitre 3 -

(P=2.75x10"'), fasting glycaemia (P=6.66x10") and 120 min glycaemia (P=1.9x10"). Conversely, KYNU
and KMO expression levels were positively correlated with these diabetes-related traits. KMO and
KYNU expression levels in the subcutaneous adipose tissue were correlated with HbAlc levels
(respectively, P=1.4x10" and P=3.6x10"), with fasting (P=2.1x10" and P=1.9x10°) and 120 min
glycaemia (P=2.1x10" and P=4.9x107). In the omental compartment, the expression of KMO and

KYNU was positively correlated with HbA1c levels (P=4.1x10" and P=3.9x10™).

Differential expression of KP enzymes in adipocytes and macrophages
In order to further characterize which cells in the adipose tissue expressed KP enzymes, we first
evaluated their expression in primary human adipocytes. The expression of IDO1, KMO and ACMSD
(data not shown) were very low or below detection limit in untreated preadipocytes and adipocytes
(Figure 3). The potential effects of pro-inflammatory cytokines on KP transcripts were then
investigated in cultured preadipocytes and adipocytes after a 24h-stimulation with IFNy (Figure 3).
KMO and ACMSD expression levels remained under the limit of detection in both cell types.
Conversely, IDO1 (P<0.0001), CCBL2 (P=0.0255), HAAO (P=0.0396) and KYNU (P=0.0017) expression
levels were increased by IFNy in preadipocytes and adipocytes (Figure 3). Moreover, KMO was
neither expressed nor induced by IFNy in adipocytes, although it was expressed in whole human
adipose tissue.

We then analyzed the expression of KP enzymes in human monocytes-derived macrophages.
Since obesity leads to a shift of the macrophage phenotype from an M2-polarized state to an M1
pro-inflammatory state (23), we explored the M1 and M2 macrophage contribution to KP enzyme
expression. All KP enzymes, induding KMO were expressed in macrophages (Figure 4A) with the
exception of AADAT and ACMSD (data not shown). IDO1, CCBL2, KMO and KYNU expression levels
were higher in M1 than in M2 macrophages (P=0.0156; Wilcoxon test for paired values). Increased
expression of these enzymes in inflammatory macrophages was consistent with our previous

observations in adipocytes and in human adipose tissue. To investigate the KMO expression in vivo,
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adipocytes and macrophages purified from the adipose tissue of women with obesity were analyzed.
As expected, a higher expression of KMO was detected in the macrophage subfraction compared

with that in adipocytes (Figure 4B).

Discussion

We confirmed our previous observations of IDO1 overexpression in adipose tissue of women
with obesity (3) and extended these findings to the whole pathway. Our observations are
summarized in Figure 5. Indeed, in obesity, IDO1, KYNU, CCBL2 and KMO gene expression levels are
increased in adipose tissue and are higher in M1 pro-inflammatory than in M2 anti-inflammatory
macrophages. Simultaneously, we observed an increase in serum Kyn levels and K/T ratio in
individuals with a higher BMI. In addition IDO1, KYNU and CCBL2 expression levels are increased in
response to inflammatory cytokines in primary adipocytes. KMO is not expressed in primary
adipocytes, its expression in adipose tissue is therefore likely due to its presence in resident
macrophages. Similar observations have already been described in the brain where KMO is mainly
expressed in microglia and not expressed in neurons and astrocytes (24, 25), whereas AADAT is
predominantly expressed in astrocytes (26). Altogether, these data suggest that inflammation has a
causative role in the overall KP activation observed in the adipose tissue, which is reflected by
increased serum levels of KPm. We suggest that in the adipose tissue, KMO activation via M1-
polarized macrophages could divert KP from NAD' formation to the production of 3-
hydroxykynurenine and xanthurenic acid (figure 5). Because of its central location in this metabolic
cascade, KMO controls the synthesis of bioactive KPm, induding 3-hydroxykynurenine and
xanthurenic acid. KMO has been considered as a therapeutic target for several brain diseases and
various selective inhibitors are in development against Huntington’s, Alzheimer’s and Parkinson’s
diseases (28).

Although we did not observe any difference in KP enzyme expression or in KPm levels between
diabetic and non-diabetic women from the ABOS cohort, the analysis of KP enzyme expression
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showed that KMO expression in the adipose tissue was positively correlated with increased HbAlc
levels. We also noticed that QPRT expression in the adipose tissue and quinolinic acid levels were
associated with a better glucose control evaluated by HbAlc and with better insulin sensitivity. The
enzyme QPRT acts by converting quinolinic acid to NAD" (Figure 5). The inhibition of QPRT in both
astrocytes and neurons results in a dose-dependent decrease in intracellular NAD® and sirtuin
deacetylase activity (29); some reports have shown that reduced sirtuin action was present in type 2
diabetes (30). Conversely, KMO could shunt NAD" synthesis toward xanthurenic acid synthesis that
may impair insulin secretion. On the other hand, obesity is often associated with vitamin B6
defidency, a well-known essential cofactor of KYNU enzyme (31, 32). Therefore, vitamin B6
defidency leads to increased KPm synthesis (3-hydroxykynurenine and xanthurenic acid) and to
decreased quinolinic acid synthesis. In women from the ABOS cohort, quinolinic acid levels were less
correlated with BMI than K/T ratio and kynurenine levels which probably directly reflect IDO1 activity
and the inflammation encountered in obesity. In addition to inflammation, vitamin B6 defidency
observed in obesity, as well as in cardiovascular diseases (33), may also exacerbate KP shift toward
downstream KMO activation (34). Recently, inflammatory cytokines were shown to increase
expression of KP enzymes and KPm production in rat pancreaticislets and this observation highlights
the need to evaluate KPm potential relationships with pancreas physiology (35).

Our metabolomic study of a European middle-aged population showed that circulating Kyn
levels are positively associated with BMI and with insulin resistance. A similar correlation between
Kyn and BMI has been reported in three ethnically diverse adult populations (36) and in childhood
obesity (37). In our study, the K/T ratio at inclusion was not associated with the incidence of diabetes
9 years later. However, we only measured metabolites values in the fasting state, which is not
necessarily reflecting the potential higher magnitude of KPm increase after a meal or a tryptophan
load (38).

In conclusion, we showed that the inflammation-assodated increase in KPm levels is

commonly observed in obesity. Whether this metabolic disturbance may be a risk factor for several
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obesity-associated disorders induding diabetes, neuronal dysfunction (39) or metabolic syndrome

(40), remains to be determined.
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Table 1: Associations between metabolic traits and tryptophan metabolites (tryptophan, kynurenine
(Kyn), kynurenine/tryptophan (K/T) ratio) at inclusion from the random sample in the D.E.S.I.R. study
(n=836). Beta coefficients (SD trait/SD metabolite) from linear regression analyses are shown,
adjusted for age, sex and BMI; except for BMI adjusted on age and sex only. For incident type 2
diabetes (T2D) in the D.E.S.I.R. study, the effect size refers to the log hazard ratio estimated using a

Cox regression model adjusted for age, sex and BMI at indusion (n=231 cases). *P<1.7x10°

Tryptophan Kynurenine K/T ratio

Traits Effect size P-value Effect size P-value Effect size P-value
BMI 295  3.70x10° 528  4.68x107° * 431  7.92x10°*
Waist circumference 2.14 1.28x10™ -0.31  7.23x10" -1.12 1.97x10™
Hip circumference 2.55  4.47x10° 0.31 6.93x10™ -0.66  3.96x10"
Waist/Hip ratio -0.00  9.94x10™ -0.00  7.29x10™ -0.00  7.35x10"
Fasting glucose -0.16  2.41x10" -0.05  6.00x10" 0.02 8.38x10™
Fasting insulin 0.07  5.75x10" 0.26 1.42x10° * 0.23 4.84x10°
HOMA2-B 0.11 1.73x10™ 0.18 6.02x10™* * 0.14 1.05x107
HOMAZ2-IR 0.07 5.29x10™" 0.25 6.23x10" * 0.22 2.68x10°
HbA1lc -0.02  8.52x10™ 0.18 1.44x10™ 0.18 1.09x10°
Incident T2D 1.15  9.65x107 1.11 4.64x10° 0.98 3.13x10"
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Table 2: Spearman correlation coefficients of KP metabolites and QPRT, KYNU and KMO expression

with clinical characteristics in women from the ABOS study (n=100). The P-values associated with the

correlation coefficients are indicated with superscripts as follows a: P<0.05; b: P<0.01; c: P<0.001; d:

P<0.0001. In addition, correlations in bold are statistically significant at 0.05 after a Benjamini-

Hochberg correction for multiple comparisons.

. Fasting 120 min Fasting
Metabolites BMI : S 7% HbAlc HOMA2-B HOMA2-IR
glycemia glycemia insulinemia
Tryptophan -0.086 -0.055 -0.163 0.070 -0.084 0.118 0.039
Kynurenine 0.298°  -0.032 -0.060 0.029 -0.002 0.098 0.012
K/T ratio 0.311° 0.011 0.019 -0.032 0.044 -0.004 -0.038
Kynurenic acid 0.249°* -0.020 -0.058 0.191 0.025 0.193 0.153
Xanthurenicacid -0.015 0.049 -0.066 0.027 -0.019 0.003 0.005
Quinolinicacid ~ 0.253 %  -0.111 -0.128 -0.235 ° -0.164 -0.066 -0.248 °
Picolinic acid -0.031 -0.015 -0.090 0.165 -0.012 0.115 0.142
. Fasting 120 min Fasting
Gene expression BMI . L. . . HbAlc HOMA2-B HOMA2-IR
glycemia glycemia insulinemia
QPRTom -0.264° 0.018 -0.046 0.017 -0.067 -0.033 0.046
QPRT sc -0.169 -0.388°  -0.413° 0.025 -0.487°  0.363° -0.062
KMO om 0.179 0.163 0.135 0.184 0.285° 0.024 0.190
KMO sc 0.204°  0.304° 0.230° 0.100 0.419° -0.135 0.128
KYNU om 0.219°  0.185 0.166 0.283°  0.286"  0.065 0.299°
KYNU sc 0.156  0.233° 0.205° 0.170 0.289° -0.075 0.198

K/T: kynurenine/tryptophan. Om: omental adipose tissue. Sc: subcutaneous adipose tissue. KMO:
kynurenine 3-monooxygenase. KYNU: kynureninase. QPRT: quinolinate

phosphoribosyltransferase.
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Table 3: Spearman correlation coefficdents of KP enzymes in omental and subcutaneous adipose
tissues with inflammatory markers of women from the ABOS study (n=100). The P-values associated
with the correlation coefficients are indicated with superscripts as follows a: P<0.05; b: P<0.01; c:
P<0.001; d: P<0.0001. In addition, correlations in bold are statistically significant at 0.05 after a

Benjamini-Hochberg correction for multiple comparisons.

Omental cCL2 CD68 IL1B ILIRN IL6 TGFB1 TNF usCRP
IDO1 0180 0356° 0.125 0.369° 0.320° 0.360°  0.097 -0.095
AFMID 0.110 0.220°  -0.122 0.122 0.014 0.307°  0.139 -0.199
KMO 0.313° 0.386° 0.273° 0.302° 0.233° 0.269° 0.219° 0.303°
KYNU 0.418¢ 0.447¢ 0235° 0.382Y 0.228° 0.266° 0.215°  0.245°
CCBL1 0.047 0.131 -0.008  -0.047 0.084 0.278°  0.097 0.062
CCBL2 0.088 0.169 -0.026  0.256°  0.015 0.208°  0.194 0.062
AADAT 0122 0.246° 0119  0.207° 0.191 0.261°  0.178 0.074
HAAO 0.140 0.256°  0.014 0.020 0.090 0.195 0.097 0.042
QPRT 0.104 0.056 0.177 -0.183 0.075 0.052 0.100 0.029
Subcutaneou

) cCL2 CD68 IL1B ILIRN IL6 TGFB1 TNF usCRP
IDO1 0.059  -0.008 0.055 -0.122 0.132 0.064 0.144 -0.167
AFMID -0.060 0.031 0.163 -0.136 0.146 -0.016  0.302°  0.025
KMO 0076  0.447° 0030  0.352°  -0.137 0.119 0.081 0.215°
KYNU 0.387¢ 0.544°  0.127 0.255° 0.239° 0.306° 0.341°  0.255°
CCBL1 0.226° 0.060 0.149 -0.109  0.355° 0.045  0.302°  -0.011
CCBL2 0.076  -0.082  -0.017  -0.069 0.033 0.033 0.053 -0.086
AADAT 0.184 0.085 -0.039 0.097 -0.007 0.115 0.093  -0.229°
HAAO 0.072 0.078 0.083 -0.068 0.045 0.276°  -0.002  -0.007
QPRT 0.239° 0.094 0.211°  -0.090  0.239°  -0.083 0.120 -0.144

IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase 1. AFMID: arylformamidase. KMO: kynurenine 3-monooxygenase.
KYNU: kynureninase. CCBL1: kynurenine aminotransferase |. AADAT: kynurenine aminotransferase Il.
CCBL2: kynurenine aminotransferase Ill. KYNU: kynureninase. HAAO: 3-hydroxyanthranilate 3,4-
dioxygenase. QPRT: quinolinate phosphoribosyltransferase. CCL2: Chemokine ligand 2. CD68: Cluster of
differentiation 68. IL1B: interleukin 1 beta. ILIRN: intereukin 1 receptor antagonist. IL6: Interleukine.
TGFB1: transforming growth factor beta 1. TNF: tumor necrosis factor. usCRP: ultrasensitive C-reactive
protein.
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Figure legends

Figure 1: Schematic representation of the kynurenine pathway.

IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase 1. IDO2: indoleamine 2,3-dioxygenase 2. TDO2: tryptophan 2,3-
dioxygenase AFMID: arylformamidase. KMO: kynurenine 3-monooxygenase. CCBL1: kynurenine
aminotransferase |. AADAT: kynurenine aminotransferase Il. CCBL2: kynurenine aminotransferase lll.
KYNU: kynureninase. HAAO: 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase. QPRT: quinolinate

phosphoribosyltransferase. ACMSD: aminocarboxymuconate semialdehyde decarboxylase

Figure 2: Expression of KP enzymes in subcutaneous (sc) and omental (om) adipose tissues of lean
woment (LN; black, n=9) and women with obesity (OB; grey, n=11) from the ABOS study. Results are
expressed as the mean * SE. Mann-Whitney test and Wilcoxon test for paired values were used for
statistical analysis. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase 1. AFMID: arylformamidase. KMO: kynurenine 3-
monooxygenase. CCBL1: kynurenine aminotransferase |I. AADAT: kynurenine aminotransferase Il
CCBL2: kynurenine aminotransferase Ill. KYNU: kynureninase. HAAO: 3-hydroxyanthranilate 3,4-
dioxygenase. QPRT: quinolinate phosphoribosyltransferase

Figure 3: Expression of KP enzymes in human primary preadipocytes (white) and adipocytes (grey).
Confluent preadipocytes were differentiated for 10 days with medium supplemented with insulin,
dexamethasone, IBMX and indomethacin. Preadipocytes and adipocytes were incubated in presence
(hatched) or absence (plain) of IFNy (100 U/mL) for 24h. Results represent mean + SE of 5 distinct
experiments. Statistical analyses used 2-way ANOVA. *P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 ;
****p<0.0001

IDO1: indoleamine  2,3-dioxygenase 1. AFMID: arylformamidase. CCBL1: kynurenine
aminotransferase I. AADAT: kynurenine aminotransferase Il. CCBL2: kynurenine aminotransferase lll.
KYNU: kynureninase. HAAO: 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase. QPRT: quinolinate
phosphoribosyltransferase.

Figure 4: A, Expression of KP enzymes in human monocyte-derived M1 macrophages and M2
macrophages. M1 macrophages (black) were obtained by treating differentiated macrophages with
LPS (100 ng/mL; 4 hours), while M2 macrophages (gray) were obtained by differentiating monocytes
in the presence of IL-4 (15 ng/mL; 6 days). Results are expressed as the mean * SE of 7 distinct

experiments. B, Expression of KMO in ATA and ATM purified from omental adipose tissue of women
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with obesity. Results shown are the mean * SE of 7 patients. Wilcoxon test for paired values was
used for statistical analysis. *P<0.05

IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase 1. AFMID: arylformamidase. KMO: kynurenine 3-
monooxygenase. CCBL1: kynurenine aminotransferase |. AADAT: kynurenine aminotransferase Il
CCBL2: kynurenine aminotransferase Ill. KYNU: kynureninase. HAAO: 3-hydroxyanthranilate 3,4-
dioxygenase. QPRT: quinolinate phosphoribosyltransferase.

Figure 5: Schematic representation of the kynurenine pathway in the adipose tissue of individuals
with obesity.

ACMSD (aminocarboxymuconate semialdehyde decarboxylase), IDO2 (indoleamine 2,3-dioxygenase
2) and TDO2 (tryptophan 2,3-dioxygenase) are not expressed in the adipose tissue. KP enzymes and
KP metabolites increased in individuals with obesity compared to nomal weighted individuals are
indicated in bold. KMO (kynurenine 3-monooxygenase) is not expressed in adipocytes, but is
expressed in macrophages and can shunt KP from formation of NAD® by QPRT (quinolinate
phosphoribosyltransferase) to the production of xanthurenic acid.

IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase 1. AFMID: arylformamidase. CCBL1: kynurenine
aminotransferase |. AADAT: kynurenine aminotransferase Il. CCBL2: kynurenine aminotransferase Il
KYNU: kynureninase. HAAQ: 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
IDO1
v
N-formylkynurenine -—
¢ \
7 Macrophage \
W / ’
: CCBL2 ’
Kynurenic|¢ SRt Kynurenine |,

acid | AADAT

acid

3-hydroxy-anthranillic KYNU

%

d

2-amino-3-carboxy-

muconate semialdehyde

l

Quinolinic acid

QPRT \L

/ KYNU \MO

3-hydroxy-L-
kynurenine

CCBL1

AADAT
CCBL2

|Xanthurenic acid

- Chapitre 3 -

122



Supplementary tables

- Chapitre 3 -

Table S1: Clinical characteristics of individuals from the D.E.S.I.R. cohort. Data shown are mean + SD

ornt%.
Incident T2D cases Random sample at Random sample
at baseline baseline atyear9
(n=231) (n=836) (n=836)
Age, years 51+9 47 £10 56+10
Sex
Men 151 + 65 411+ 49 411 +£49
Women 80 +35 425 + 51 425 + 51
Type 2 diabetes
Non diabetic 231+ 100 813+97 801 + 96
Diabetic 0+0 23+3 35+4
Fasting glucose, mmol/L 5.9+ 0.6 5.33+0.7 5.5+ 0.9
Fasting insulin, pmol/L 70.1 £46.3 45.8 +28.2 48.8 +31.7
HbA1lc, % 5.62 £0.43 5.28 +0.49 5.6+0.5
HOMA2-B 90.3+42.2 84.8 +27.9 84.5+31.0
HOMAZ2-IR 1.59 +0.98 1.07 £0.63 1.16 £0.70
BMI, kg/m? 27.8+4.5 245+3.6 25.7+4.1
Waist circumference, cm 94+11 83+11 86+12
Hip circumference, cm 102 +9 97 +7 98 +8
Waist/Hip ratio 0.92 £0.08 0.85+0.09 0.88 +0.09

BMI, body mass index; HbAlc, glycated hemoglobin Alc; HOMA, Homeostasis Model
Assessment for insulin resistance (HOMA2-IR) and insulin secretion (HOMA2-B)
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Table S2: Clinical characteristics of individuals from the ABOS Study.
Data shown are mean £ SD. Mann-Whitney U-test analysis between lean group (n =9) vs. a random

selection of 11 subjects in the group of women with obesity *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; n.d. =

not done

Obese (N=100) Lean (N=9)

Mean £SD orn Mean £SDorn
Type 2 diabetes (Yes/No) 50/ 50 0/9
Age, years 46. t6 41 +15
BMI, kg/m?> 463 +6.2 238 217
Waist circumference, cm 124 +13 83 4~
Hip circumference, cm 141 +14 95 +2°
Waist/Hip ratio 0.88 0.9 0.87 +0.05
Fasting Glucose, mmol/L 6.8 +2.7 418 +04""
120 mn after OGTT Glucose, mmol/L 9.4 +49 nd. n.d.
Fasting insulin, pmol/L 90.9 +52.2 337 +159°
HbAlc, % 6.5 +2.7 55 027"
ultrasensitive C-reactive protein, mg/L 6.8 +3.3 n.d. n.d.

Table S3: Tagman assay probes used in the gPCR

Assay Assay Assay
Gene e Gene . Gene e
Identification Identification Identification
name name name
Number Number Number

AADAT Hs00212039_m1 CD68 Hs00154355_m1 KMO Hs00175738_m1
ACMSD  Hs00758267_m1 HAAO Hs00201915_m1 KYNU Hs00187560_m1
AFMID Hs00895838_m1 IDO1 Hs00158027_m1 QPRT Hs00204757_m1

CCBL1 Hs00187858 _m1 IL1B Hs01555410 m1 RPLPO Hs99999902_m1
CCBL2 Hs00219725_m1 ILIRN Hs00893626_m1 TGFB1  Hs00998133_m1l
CCL2 Hs00234140_m1 IL6 Hs00985639_m1 TNF Hs00174128_m1
CDh14 Hs00169122 g1

AADAT: kynurenine aminotransferase Il. ACMSD: aminocarboxymuconate semialdehyde
decarboxylase. AFMID: arylformamidase. CCBL1: kynurenine aminotransferase |. CCBL2:

kynurenine aminotransferase Ill. CCL2: Chemokine ligand 2. CD14: cluster of differentiation 14.
CD68: Cluster of differentiation 68. HAAO: 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase. IDO1:
indoleamine 2,3-dioxygenase 1.IL1RN: interleukin 1 receptor antagonist. IL1B: interleukin 1 beta.
IL6: Interleukine 6. KMO: kynurenine 3-monooxygenase. KYNU: kynureninase. QPRT: quinolinate
phosphoribosyltransferase. RPLPO: ribosomal protein large PO. TGFB1: transforming growth factor
beta 1. TNF: tumor necrosis factor.
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Table S4: Associations between metabolic traits and tryptophan metabolites (tryptophan, kynurenine,
kynurenine/tryptophan (K/T) ratio) at the last visit from the random sample in the D.E.S.L.R. study
(n=836). Beta coefficients (SD trait/SD metabolite) from linear regression analyses are shown, adjusted

for age, sex and BMI excepting for BMI, adjusted on age and sex only. *P<1.7x10°

Tryptophan Kynurenine K/T ratio
Traits Effect size P-value Effect size P-value Effect size P-value
BMI, 0,08 2.28x10° 0.29 8.60x10"" * 0,25 1.03x10'**
Waist circumference -0,01 7.16x10™ -0.02 2.82x10* -0,01 3.88x10"
Hip circumference 0,02 3.99x10™ 0.02 2.92x10" 0,01 5.99x10"
Waist/Hip ratio -0,02 2.72x10" -0.04 1.17x10" -0,02 3.76x10"
Fasting glucose 0,06 2.63x10™ -0.00 5.77x10™ -0,04 1.93x10"
Fasting insulin 0,04 2.19x10-! 0.11 3.53x10** 0,09 4.26x10°
HOMA2-B 0,00 9.76x10" 0.10 6.31x10° 0,10 5.45x10°
HOMAZ2-IR 0,06 5.28x10° 0.09 6.15x10° 0,05 1.29x10"
HbA1lc 0,02 6.25x10" 0.04 2.76x10" 0,03 4.24x10"

Supplementary figures

Figure S1: KP enzyme expression in subcutaneous (sc) and omental (om) adipose tissues of women
with obesity from the ABOS study (n=100). Results shown are the mean + SE. The Mann-Whitney test
and the Wilcoxon test for paired values were used for statistical analyses. *P<0.05; **P<0.01;
***¥P<0.001; ****P<0.0001

IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase 1. AFMID: arylformamidase. CCBL1l: kynurenine
aminotransferase I. CCBL2: kynurenine aminotransferase Ill. AADAT: kynurenine aminotransferase Il.
KMO: kynurenine 3-monooxygenase. KYNU: kynureninase. HAAO: 3-hydroxyanthranilate 3,4-

dioxygenase. QPRT: quinolinate phosphoribosyltransferase.
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Figure S2: KPm levels in fasting serum of normoglycemic women with obesity (NG, black, n=50) and
diabetic women with obesity (DB, white, n=50) from the ABOS study. Metabolite levels were
measured using LC-MS/MS or GC-MS/MS. K/T ratio is the ratio of kynurenine to tryptophan. Results

shown are mean * SE. The Mann-Whitney test was used for statistical analysis.
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Conclusion

Nous confirmons dans cette étude 'augmentation de la synthese de kynurénines a partir du
tryptophane chez les individus obéses. Cela se traduit par une augmentation des concentrations
circulantes des kynurénines dans le sérum et une augmentation également du ratio kynurénine /
tryptophane qui reflete I'activité de I'enzyme IDO1. L’expression et |’activité de I'enzyme IDO1 sont
induites par des cytokines inflammatoires et son réle pourrait étre une tentative de modérer la
réponse inflammatoire (Grohmann and Puccetti, 2015). En effet, dans le tissu adipeux qui est le siege
de lI'inflammation chronique observée chez les individus obéses, I'induction de I'expression du gene
IDO1 est corrélée a une augmentation de I'expression des marqueurs de lymphocytes T régulateurs.
Cette corrélation est observée dans le compartiment sous-cutané mais pas dans le tissu adipeux
viscéral (Wolowczuk et al., 2012). Parmi les kynurénines, nous avons vu précédemment que certaines
pouvaient étre assodées au diabéte de type 2 (Hattori et al., 1984; Kotake Jr and Inada, 1953;
Munipally et al., 2011; Oxenkrug et al.,, 2013). De ce fait, une meilleure compréhension du
métabolisme de tryptophane dans le cadre de I'obésité et du diabéte de type 2 permettrait de mieux
définir la voie des kynurénines chez 'Homme pour les études concernant les relations entre ces
métabolites et le développement de I'insulinorésistance et du diabete induits par I’obésité. Dans
cette étude, nous avons évalué I'expression des enzymes de la voie dans le tissu adipeux viscéral et
sous-cutané d’individus obeses et d’individus minces. Dans un deuxiéme temps nous avons évalué
I’expression des enzymes de la voie dans le tissu adipeux sous-cutané et viscéral d’individus obeses
diabétiques et normoglycémiques et en paralléle, |’évaluation des taux circulants du tryptophane et

des kynurénines a été effectuée.

Comme attendu, car cela avait été observé dans la précédente étude réalisée sur un petit
nombre d’individus de la cohorte ABOS (Wolowczuk et al., 2012), I’expression de I'enzyme I1DO1 est

plus élevée dans le tissu adipeux des individus obéses que des individus minces et cela est
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particulierement marquant dans le tissu adipeux viscéral qui est connu pour étre plus inflammé. De
facon cohérente également les enzymes KMO et KYNU, dont les expressions sont induites par des
cytokines pro-inflammatoires (Asp et al., 2011; Jones et al., 2015), sont également plus exprimées
dans le tissu adipeux des individus obéses. Parmi les KATs, I’'enzyme AADAT et I'enzyme CCBL2 sont
plus exprimées chez les individus obeses tandis que I'enzyme CCBL1 est moins exprimée.
L'expression des enzymes HAAO et QPRT n’est pas significativement différente entre les 2 groupes.
Nous notons que I'expression de I'enzyme TDO2 est en dessous du seuil de détection dans le tissu
adipeux, ce qui est cohérent avec une expression de TDO2 principalement retrouvée dans le foie
(Soichot et al., 2013). De méme pour I'enzyme D02, découverte plus récemment et décrite jusqu’a
présent dansle placenta et le cerveau chez I’Homme (Metz et al., 2007), dans notre étude elle esten

dessous du seuil de détection dansle tissu adipeux.

L'analyse de I'expression des enzymes de la voie dans des monocytes différenciés en
macrophages de type M1 et M2 révelent que les enzymes IDO1, CCBL2, KMO et KYNU qui, je le
rappelle ici, sont plus exprimées dans le tissu adipeux des individus obéses, sont également plus
exprimées dans les macrophages M1 que dans les macrophages M2. L’augmentation de I'expression
des enzymes IDO1, KMO et KYNU avaient été montrée précédemment dans des macrophages
stimulés par la cytokine IFNy (Guillemin et al., 2001) et dans une étude publiée en 2015, la présence
des enzymes IDO1, KMO et QPRT a été détectée par immunomarquage dans des monocytes
circulants humains cultivés en présence d’IFNy (Jones et al., 2015). L'enzyme QPRT était plus
exprimée aprés 72H de traitement par I'IFNy, ce qui pourrait expliquer que nous ne |'ayons pas
observé dans notre étude et la présence de I'enzyme KYNU n’a pas été évaluée dans cette étude.
Nous montrons dans notre étude que les cellules adipocytaires sont également impliquées dans
I’augmentation de I'expression des enzymes de la voie dans le tissu adipeux. En effet les adipocytes
primaires humains expriment les enzymes de la voie des kynurénines a I'état basal, les enzymes
KATs, AFMID, KYNU, HAAO et QPRT sont exprimées. Les enzymes IDO1 et KMO ne sont pas détectées
a I’état basal et sont en dessous du seuil de détection. L'induction d’un stimulus inflammatoire par
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I’ajout de la cytokine pro-inflammatoire IFNy induit I'expression de I'enzyme IDO1 mais I’enzyme
KMO reste indétectable dans les adipocytes. Par la mesure des concentrations en kynurénine dans
les surnageants des adipocytes, nous montrons que l'activité de I'enzyme IDO1 est également
augmentée dans les adipocytes en réponse a l’'IFNy. En effet, les concentrations de kynurénine sont
augmentées dans les sumageants des adipocytes stimulés par I’IFNy par rapport aux adipocytes non
traités (données non montrées). L'expression des enzymes CCBL2 et KYNU dans les adipocytes est
également augmentée en présence de la cytokine IFNy comme observé dans les macrophages.
L'infiltration de monocytes circulants dans le tissu adipeux et leur différenciation en macrophages
M1 sécrétant des cytokines pro-inflammatoires est donc un élément majeur de l'induction de

I'expression des enzymes de |a voie des kynurénines dans le tissu adipeux des individus obéses.

Dans une deuxieme partie de notre étude, nous avons étudié en parallele I’expression des
enzymes de la voie des kynurénines dans le tissu adipeux et les concentrations des métabolites dans
les sérums chez des femmes obéses de la cohorte ABOS. Cette étude a été réalisée chez 50 femmes
diabétiques et 50 femmes normoglycémiques en situation d’obésité sévere et candidates pour la
chirurgie bariatriqgue. Nous avons choisi d’étudier I'expression des enzymes de la voie des
kynurénines dans le tissu adipeux car il peut représenter jusqu'a 50% du poids corporel chez une
femme en situation d’obésité sévére (Das et al., 2003). Dans la cohorte ABOS, la proportion du tissu
adipeux n'est pas évaluée systématiquement mais nous I’avons évalué de fagon indirecte grace a
I’équation Clinica Universidad de Navarra-Body Adiposity Estimator (CUN-BAE) qui prend en compte
I'IMC, le sexe et I'dge des individus (Gomez-Ambrosi et al., 2012): en moyenne le tissu adipeux
représente 54% du poids corporel des femmes de notre étude, ce qui correspond aux données de la
littérature. Nous montrons une corrélation positive entre I’expression de I’enzyme IDO1 dans le tissu
adipeux sous-cutané et les concentrations de kynurénine (R = 0,225; p = 0,024) et d’acide
guinolinique (R = 0,195; p = 0,048) (données non montrées). Malgré le fait que cette cohorte soit
constituée exclusivement de femmes en situation d’obésité séveére, nous observons une corrélation
positive entre les concentrations de kynurénines (kynurénine, ratio K/T, acide kynurénique et acide
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guinolinique) et I'expression de I'enzyme IDO1 dans le tissu adipeux sous-cutané avec I'IlMC. Dans
notre étude, nous n’avons pas montré de concentrations des kynurénines différentes entre les
individus obeses diabétiques et normoglycémiques de la cohorte ABOS. Cependant nous avons
montré parl’analyse des résultats de I’étude du métabolome réalisée sur 700 individus francais d’age
moyen de la cohorte D.E.S.I.R. que les taux circulants de kynurénine sont corrélés positivement a
I'indice d’insulinorésistance, et également a I'indice de fonctionnalité de la cellule B et aux valeurs
d’insulinémie a jeun, apres correction par I'IMC afin d’éviter tout biais. En effet dans cette cohorte
d’individus également le taux de kynurénine et le ratio K/T sont corrélées positivement a I'lMC. Ces
résultats suggérent que I’augmentation des concentrations de kynurénine pourrait étre associée au
développement de l'insulinorésistance. Nous n’avons pas observé de différence d’expression des
enzymes de la voie des kynurénines entre les 2 groupes normoglycémiques et diabétiques de notre
cohorte ABOS, cependant nous montrons dans cette étude que I'expression de I'enzyme KMO qui
catalyse la synthese de I'acide xanthurénique est corrélée a un moins bon contrdle glycémique. Au
contraire I'expression de I'enzyme QPRT qui catalyse la transformation de I'acide quinolinique en
NAD" est corrélée a une meilleure fonctionnalité de la cellule B et a un meilleur contréle de la
glycémie. Nous émettons I’hypothese que le métabolisme du tryptophane en adde xanthurénique
plutdt qu’en adde quinolinique puis en NAD' pourrait étre un facteur de risque supplémentaire pour

le diabete induit par I’obésité (Figure 20).
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Figure 19 : Schéma récapitul atif.

Dans le tissu adipeux d’un individu obése, les enzymes IDO1, CCBL2, KMO et KYNU sont
plus exprimées du fait de la présence de macrophages pro-inflammatoires et de la réponse
des adipocytes aux cytokines pro-inflammatoires. L’'enzyme KMO catalyse la formation du
métabolite 30HK qui est ensuite catalysé en acide xanthurénique par I’'enzyme CCBL2. La
production d’acide xanthurénique pourrait se produire au détriment de la production
d’acide quinolinique par I’enzyme QPRT et étre un facteur de risque pour
Iinsulinorésistance et le diabete de type 2.
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Chapitre 4 : Association indépendante de la perte de poids entre les
concentrations circulantes d’acide quinolinique et d’acide
xanthurénique et I'homéostasie du glucose apres la chirurgie
bariatrique.

1. Introduction

La prévalence de I'obésité a doublé dans le monde depuis 20 ans et I’'OMS estime a ce jour
que 600 millions d’individus seraient obeses. L'obésité est associée a une diminution de la durée de
vie et a une augmentation de la mortalité et est devenue le premier facteur de risque de déces (3,4
millions de déces par an). La chirurgie bariatrique est actuellement le traitement le plus efficace pour
traiter I'obésité sévere (IMC supérieur a 40 kg/m? ou IMC supérieur a 35 kg/m? et une comorbidité
de I'obésité), comparée aux interventions sur le mode de vie et aux approches médicamenteuses. La
chirurgie bariatrique permet une perte de poids significative et surtout durable dans le temps, de
réduire les risques de mortalité chez les individus et améliore également les comorbidités de
I’obésité sévere et notamment le diabéte de type 2 (Buchwald et al., 2009). En effet aprés une
chirurgie bariatrique, on observe une amélioration de controle glycémique évalué par I’HbA1c, de la
fonctionnalité de la cellule B évalué parl’'index HOMA2-B et de la sensibilité a I'insuline évaluée par
I’HOMAZ2-S (Caiazzo et al., 2010) et du diabete mais certains patients sont toujours en échec pour la
rémission du diabéte malgré la chirurgie bariatrique (Buchwald et al., 2009). A ce jour, les études ont
montré que la chirurgie bariatrique induit une augmentation de la sécrétion des hormones incrétines
comme le GLP-1 qui stimulent |a sécrétion d’insuline et améliore ainsi le diabéte de type 2 (Laferrére,
2011) ainsi qu’une diminution des marqueurs circulants de I'inflammation (Lindegaard et al., 2015).

Nous avons montré précédemment que d’une part la synthése des kynurénines (Figure 12)

augmente avec I'IMC et que d’autre part les concentrations circulantes de kynurénine sont associées
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a l"augmentation de l'indice d'insulinorésistance et a lI'augmentation de linsulinémie a jeun
(Favennecet al., 2015). Le but de cette étude est de déterminer les effets de la chirurgie bariatrique
sur la synthése des kynurénines chez les patients obéses et d’évaluer leur implication dans
I’amélioration du diabéte. Pour cela nous avons évalué les concentrations de tryptophane et des
kynurénines dans les sérums de 91 femmes en situation d’obésité sévere au moment de
I'intervention de chirurgie bariatrique et un an apres l'intervention. Nous avons ensuite étudié les
associations entre les changements de glycémie, d’insulinémie et des index d’insulino-sensibilité et

d’insulinorésistance et les taux de kynurénines chez les femmes obeses atteintes du diabete de type

2. Matériels et méthodes

Sélection des patients

Au total, 91 femmes de la cohorte ABOS (Atlas Biologique de I'Obésité Sévere) ont été
incluses dans cette étude. La cohorte ABOS inclut des individus sévérement obéses candidats pour
une chirurgie bariatrique. C'est a dire avec un IMC supérieur a 40 kg/m? ou supérieur a 35 kg/m? et
atteint d’au moins une co-morbidité de I'obésité. La cohorte ABOS est validée parle comité d’éthique
du Centre Hospitalier Universitaire de Lille et les individus inclus dans I’étude ont signé un accord de
consentement. Les individus candidats pour une chirurgie bariatrique au CHRU de Lille sont pris en
charge par une équipe médicale pluridisciplinaire (chirurgiens, nutritionnistes, diététiciens,
psychologues, infirmiers, ...). Trois choix de chirurgie sont proposés aux patients, la pose d’un anneau
gastrique (Caiazzo et al., 2010), un by-pass gastrique Roux-en-Y (RYGB) (Ritz et al., 2013) ou une
sleeve gastrectomie. Les patients sont libres de leur choix suite a une présentation des risques et des
bénéfices de chaque procédure parl’équipe médicale.

Pour étudier le métabolisme du tryptophane en kynurénine apreés la chirurgie bariatrique,
nous avons sélectionné uniquement des femmes caucasiennes, du fait de la variabilité du

métabolisme du tryptophane entre les hommes etles femmes (Theofylaktopoulou et al., 2013) ayant
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effectué la visite 1 an aprés la chirurgie bariatrique. Nous avons exdu les femmes ayant des
antécédents de cancer, du fait de I'implication de I'enzyme IDO1 dans certains cancers et les femmes
traitées par insuline. Les fumeurs présentent une diminution du ratio K/T comparé aux non-fumeurs
(Pertovaara et al., 2006) nous avons ensuite sélectionné les femmes qui ne fument pas. Nous avons
ainsi sélectionné pour notre étude 91 femmes, 47 diabétiques et 44 normoglycémiques non
significativement différentes pour I’age et I'IMC. Les caractéristiques diniques sont indiquées dans le
Tableau 5. Le statut normoglycémique ou diabétique est établi en fonction des recommandations de
I’OMS. Le statut normoglycémique correspond a une glycémie ajeun inférieure a 5,5 mmol/L et une
glycémie 2H aprés une charge orale en glucose inférieure a 7,7 mmol/L. Les individus sont considérés
diabétiques si la glycémie a jeun est supérieure a 6,9 mmol/L ou si la glycémie 2H aprés une charge
orale de glucose est supérieure a 11,1 mmol/L ou s’ils sont traités pour le diabéte. Les mesures de
glycémie et d’insulinémie sont réalisées a l'inclusion et un an aprés I'opération au cours du suivi
clinique. Les caractéristiques cliniques sont présentées dans le tableau 5. 'HOMA (Homeostasis
Model Assessment) a été utilisé pour évaluer la sensibilité a I'insuline et la fonction des cellules B
pancréatiques des femmes de cette étude. L'HOMAZ2-BS correspond au produit de I"'HOMA2-S
(marqueur de la sensibilité a I'insuline) et de I’HOMA2-B (marqueur de la fonction des cellules B

pancréatiques) (Rouskas et al., 2014) (https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/). Le pourcentage

de tissu adipeux est estimé grace a l’équation Clinica Universidad de Navarra-Body Adiposity
Estimator (CUN-BAE) qui prend en compte le sexe, I'dge et I'lMC de l'individu (Gomez-Ambrosi et al.,

2012).
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Tableau 5 : Caractéristiques clinigues au moment de la chirurgie (MO0).

Les femmes incluses dans cette étude sont réparties en deux groupes diabétiques (DB) et
normoglycémiques (NG). Les valeurs exprimées sont les moyennes = SD. * p < 0,05
(test statistigue Mann-Whitney)

DB NG

(n=47) (n=44)
Age, années 47,2 45,8 44,9 +7,1
IMC, kg/m’ 47 46,1 455 +6,4
Tissu adipeux, % 55,3 *2,4 54,5 +2,5
CRPus, mg/L 7,2 3,1 6,9 +3,3
HbA1lc, % 7,2 1,4 5,8 +0,3*
Glycémie a jeun, mmol/L 8,1 *29 54 0,4*
Glycémie-2H, mmol/L 12,6 4,6 6,0 +1,2*
Insuline a jeun, pmol/L 100,1 +58,9 81,2 +36,4*
HOMA?2-S, % 84,0 +149,1 79,7 137,8*
HOMAZ2-B, % 69,0 44,8 108,2 +34,0*
HOMAZ2-BS 3864 $2299 7654 +1898*
Type de chirurgie (AGB/RYGB) 7/40 15/29

CRPus, Protéine C Réactive ultrasensible ; AGB, Anneau gastrique ; RYGB, Roux-en-Y bypass.

Dosage du tryptophane et des kynurénines dans les sérums

Le tryptophane, la kynurénine, la sérotonine, I’acide kynurénique, I'acide xanthurénique,
I’acide quinolinique, I’acide picolinique, la 30H kynurénine et I'acide 30H anthranilique sont dosés
dans les sérums prélevés a jeun avant la chirurgie bariatrique et un an apreés la chirurgie bariatrique.
Les sérums au temps 0 et a 1 an d’un méme individu sont passés systématiquement dans la méme
série d’analyse. Les sérums sont conservés a -80°C depuis leur préléevement jusqu’au jour de

I’analyse.

Le protocole d’analyse par chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse en
tandem (UPLC-MS/MS) a été développé avec quelques modifications d’aprés la littérature (Schefold
et al., 2009; Yamada et al, 2008). Cette technique de détection permet de mesurer les
concentrations de tryptophane, de sérotonine, de kynurénine, d'acide kynurénique, de 30H

kynurénine et d’acide 30H anthranilique. Les échantillons de sérum et les standards (points de
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calibration et de controle) (100 pL) sont vortexés puis centrifugés (11800 rpm, 4°C, 8 min) apres
I’addition de 100 pL d’acétonitrile (pour la précipitation des protéines) contenant I'étalon interne, le
tryptophane-D5 (CDN Isotopes, Pointe-Claire, Canada) a une concentration de 50 puM. 100 pL de
surnageant sont ensuite dilués dans 500 pL d’eau distillée ultra-pure puis injectés (15 pL) dans le
systeme UPLC-MS/MS (Acquity TQ Detector, Waters, Milford, MA) équipé d’une colonne HSS C18 1,8
um / 2.1 mm x 150 mm. Les ions-fils de chaque composé sont ensuite détectés par le mode MRM

(électrospray positif) du spectrométre de masse.

L'acide picolinique et I’acide quinolinique sont quantifiés par une technique de
chromatographie en phase gazeuse couple a un spectrometre de masse en tandem (GS-MS/MS). Les
échantillons de sérum et les standards (50 pL) sont mélangés avec 400 puL de méthanol (pour
précipiter les protéines) et d’étalon interne (QUIN-D3 et PIC-D4, 2 uM) puis centrifugés (1180 rpm, 8
min). Le surnageant (400 pL) est séché sous un flux d’azote et le résidu est repris dans 120 pL
d’anhydride pentafluoropropionic (PFPA, Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) et 130 pL
d’hexafluoroisopropanol (HFIP, Sigma Aldrich). Les tubes sont ensuite scellés et le mélange est dérivé
par chauffage (30 min, 75°C) puis de nouveau séché sous un flux d’azote. Le résidu est repris
finalement par 50 pL d’isooctane et injecté (1 pL) dans le systtme GC-MS/MS (Agilent 7890 couplé a
Waters Quattro Micro GC, RAB293). Le logiciel Chromalinks (Waters) est utilisé pour |’acquisition et

I’analyse des résultats.

Analyse statistique

Les tests statistiques de T, Mann-Withney et Wilcoxon et le test de corrélation Spearman
sont réalisés avec le logiciel GraphPad Prism version 5.00 pour Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA). Le test statistique utilisé est précisé dans les légendes des figures et le seuil de

significativité est fixé a P <0,05.

Pour I'analyse des concentrations des kynurénines, une transformation logarithmique des

valeurs brutes de concentrations (mmol.L™") a été appliquée préalablement aux analyses statistiques
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pour assurer la normalité des distributions des concentrations. Nous avons utilisé la procédure de
correction pour tests multiples de Benjamini-Hochberg. Le seuil de significativité est fixé a P < 0,05.
Les corrélations entre les concentrations des kynurénines et les valeurs de CRPus ont été analysé au
sein d’un modele linéaire mixte permettant de tenir compte de I'appariement des valeurs du fait que
le méme individu est étudié a MO et M12. Les corrélations entre les concentrations des kynurénines
et les traits diniques du diabéte (HOMA2-BS, HbAlc, glycémie et insulinémie a jeun) ont été
analysées au sein d’un modéle de régression linéaire multiple ajusté pour la perte de poids. Nous
nous sommes dans un premier temps orienté vers un modele linéaire mixte également, cependant il
était plus délicat d'ajuster pour la perte de poids dans un tel modéle. Nous avons ainsi choisi
d’étudier les variations de nos données diniques et expérimentales suite ala chirurgie bariatrique en
delta ([M12] - [MQ]). Ces analyses ont été réalisées avec le logiciel R version 3.0 (http://www.r-
project.org/) en collaboration avecle Dr Marie Verbanck, ingénieur de recherche et biostatisticdenne

dans I’'UMR 8199.

3. Résultats

Au moment de la chirurgie, les groupes normoglycémiques et diabétiques ne sont pas
différents pour I'lMC, apres la chirurgie, la perte de poids est similaire également entre les 2 groupes
(Tableau 6). La chirurgie bariatrique a permis de diminuer I’inflammation évaluée par la mesure de la
Protéine C Réactive ultrasensensible (CRPus) de facon similaire dans les deux groupes chez les
individus normoglycémiques et chez les individus diabétiques. Dans notre étude, deux types de
chirurgie sont utilisées : I'anneau gastrique et le RYGB, apres la procédure RYGB, les femmes ont
perdu plus de points d’IMC que les femmes ayant choisi la procédure AGB (test-T, p < 0,0001). Les
effets de la perte de poids et de l'intervention sont confondus (test-T, p = 1,59x10*%) et nous
ajusterons ensuite les résultats pour la perte de poids tout en sachant que cet ajustement comprend

a lafois I'effet confondu de la perte de poids etl’effet de la chirurgie qui sont indissodables.
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Tableau 6 : Caractéristiques cliniques au moment de la chirurgie (MO) et un an aprés
(M12).

Les femmes incluses dans cette étude sont réparties en deux groupes diabétiques (DB) et
normoglycémiques (NG). Les valeurs exprimées sont les moyennes + SD. Les valeurs
associées au méme symbole (*, T, ¥, #) ne sont pas statistiguement différentes (test
statistigue Mann-Whitney ou Wilcoxon pour les valeurs appariées).

MO M12
DB NG DB NG
(n=47) (n=44) (n=47) (n=44)
Age, années 47,2 15,8 449 +7,1
IMC, kg/m2 47 +6,1%* 45,5 16,4* 34,2 45,9t 34,0 6,7t
Tissu adipeux, % 55,3 *2,4% 54,5 +2,5% 46,5 5,5t 45,9 45,7t
Diminution IMC, % _— __— _— _— -269 #114* 25,0 #12,4*
CRPus, mg/L 7,2 13,1%* 6,9 #3,3* 2,6 2,8t 3,3 3,3t
HbAlc, % 7,2 11,4%* 58 10,3* 59 0,7% 56 0,3#
Glycémie a jeun, mmol/L 8,1 +2,9* 54 0,471 56 +1,7% 4,9 +0,5#
Glycémie-2H, mmol/L 12,6 +4,6* 6,0 +1,2% 58 +3,6% 52 +1,8%
Insuline a jeun, pmol/L 100,1 +58,9* 81,2 +36,41 56,2 +81,0% 41,1 +25,0%
HOMA?2-S, % 84,0 +149,1* 79,7 37,8t 176,4 +118,6% 179,2 +104,7%
HOMAZ2-B, % 69,0 *44,8% 108,2 +34,0t 70,1 +28,5% 78,5 +26,3%
HOMAZ2-BS 3864 +2299* 7654 +1898t 10487 15377+ 12156 +4476%
Type de chirurgie //
Rémission du diabéte (Oui/Non) 29/18

Dans le groupe des femmes diabétiques au moment de la chirurgie, on note une nette
amélioration du diabete avec une diminution de la glycémie a jeun, de la glycémie a 2H et de
I'insulinémie a jeun traduisant une augmentation de la sensibilité a I'insuline. Ce phénomene est trés
bien représenté par I'augmentation de I'HOMAZ2-BS, qui est le produit de I'index de sensibilité a
I'insuline (HOMAZ2-S) et celui de la fonction de la cellule B pancréatique (HOMA2-B) et qui reflete la
sécrétion d’insuline en fonction de la demande (Figure 21A). Au moment de la chirurgie, I'lHOMA2-BS
discrimine tres bien les deux groupes de femmes (p <0.001). Un an apres la chirurgie on observe une
nette augmentation de 'HOMAZ2-BS dans le groupe des femmes diabétiques et également dans le
groupe des femmes normoglycémiques, du fait de I'augmentation de la sensibilité a l'insuline

évaluée par lindice HOMA2-S. Un an aprés la chirurgie, les deux groupes ne sont pas
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significativement différents pour 'HOMAZ2-BS. La perte de poids aprés l'opération est corrélée
positivement a la diminution de I'HbAlc et de la glycémie a jeun dans le groupe des femmes
diabétiques (p = 0,0004 et p = 0,0017 respectivement) et normoglycémique (p = 0,08 et p = 0,0025

respectivement) a MO (Figure 21B).
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Figure 20 : Valeurs de ’'HOMA2-BS, de I’'HbAlc et de la glycé mie avant et aprés la chirurgie.
A Représentation graphique de ’'HOMA2-BS au moment de la chirurgie (M0) et un an apres
(M12). Les femmes diabétiques (DB, n = 47) a MO sont représentées par un point rouge, les
femmes normoglycémiques (NG, n = 44) a MO sont représentées par un point vert. Le test
statistiqgue Mann-Whitney a été utilisé pour comparé les moyennes dHOMA?2-BS entre les
deux groupes, les valeurs sont les moyennes + SD. * p < 0,001.

B Corrélation entre la diminution des valeurs d’HbAlc ou de la glycémie a jeun et Ila
diminution de I'IMC apres la chirurgie dans le groupe des femmes diabétiques (n = 47) et le
groupe des femmes normoglycémiques (n = 44) (test de corrélation de Spearman) * p <
0,01; ** p< 0,001
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Si la rémission du diabéte est évaluée par I'absence de traitement et une glycémie a jeun <
6,1 mmol/L (Buse et al., 2009), parmi les 47 femmes diabétiques avant la chirurgie bariatrique, 29
sont en rémission pour le diabéete un an aprés la chirurgie. Dans notre cohorte, le type de chirurgie
n’a pas d’effet significatif sur la rémission du diabéte (test du ¥?). Pour les femmes qui étaient
normoglycémiques a MO, on observe également une diminution significative de la glycémie a jeun et
une augmentation de 'HOMAZ2-BS. En effet chez ces patients au moment de la chirurgie, la glycémie
est bien régulée mais on observe que l'indice de fonctionnalité de la cellule B est élevé, car il existe
un phénomene d’insulinorésistance des tissus qui est compensé par une augmentation de la
sécrétion d’insuline. Un an apreés la chirurgie, I'indice de sensibilité a doublé tandis que l'indice de la

fonctionnalité de la cellule § a diminué (Tableau 6).

L'évaluation des concentrations en kynurénines dans le sérum des femmes de notre cohorte
au moment de la chirurgie et un an apres révéle que les concentrations sériques de tryptophane, de
kynurénine, d’acide kynurénique, d’acide xanthurénique et dacide quinolinique ont
significativement diminuées aprés la chirurgie bariatrique (p = 2,2x10°, 2,7x10", 1,3x10°, 1,6x107,
8,4x10” respectivement) (Figure 22). Malgré la baisse des concentrations en tryptophane, on note
que le ratio kynurénine sur tryptophane (ratio K/T) diminue également apres la chirurgie bariatrique

(p =7,5x10).
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Figure 21 : Les concentrations sériques du tryptophane, des kynurénines, de la sérotonine et du ratio
K/TaMOet M12.

Les valeurs sont les moyennes + SD des 91 femmes incluses dans I'étude. * p < 0,05 apres correction
pour les tests multiples (Benjamini-Hochberg).

Les taux de tryptophane correlent négativement avec les taux de CRPus, un marqueur
circulant de I'inflammation (B =-0,018; p = 0,0072) et les taux de kynurénine et d’acide kynurénique
correlent positivement avec les valeurs de CRPus (respectivement B = 0,019 ; p = 0,028 et = 0,038;
p = 4,21x10") (Tableau 7). Le ratio K/T est corrélé positivement & aux valeurs de la CRPus (B = 0,036 ;
p = 1,1x10). La concentration en sérotonine et le ratio sérotonine sur tryptophane augmente aprés
la chirurgie (p = 2,1x10” et 1,3x10°) (Figure 22) et le ratio sérotonine / tryptophane est corrélé
négativement avec les taux de CRPus (B =-0,069; p = 0,0032) (Tableau 7). Nous rappelons ici que

nous avons mesuré les taux de sérotonine sérique, qui présentent une plus grande variabilité que les

taux de sérotonine plaquettaire (Brand and Anderson, 2011).
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Tableau 7 : Corrélation des concentrations en tryptophane,
sérotonine et kynurénines avec les valeurs de CRPus.
* P-value significative aprés correction pour les tests multiples

(Benjamini-Hochberg).

CRPus, mg/L

B Pvalue
Tryptophane, mmol.L™ -0,018 7,2x107 *
Kynurénine, mmol.L™” 0,019 0,028 *
Acide kynurénique, mmol.L™ 0,038 0,042
Sérotonine, mmol.L™ -0,055 0,014 *
Ratio K/T 0,036  1,1x10" *
Ratio sérotonine / Tryptophane -0,069 3,2x107 *

Les concentrations sériques de kynurénines ne sont pas différentes entre les femmes

normoglycémiques et les femmes diabétiques de la cohorte ABOS avant la chirurgie (données non

montrées). Egalement un an aprés la chirurgie, nous n"observons pas de différence entre les taux de

kynurénines entre les deux groupes (données non montrées). Cependant un an apres la chirurgie, ces

deux groupes initiaux perdent leur sens, nous avons choisi de les reclasser en deux groupes en

fonction de leur statut diabétique ou non un an apres la chirurgie (Figure 23). On observe alors une

différence significative des taux d’acide kynurénique entre les deux groupes (p = 0,042) (Figure 23),

les femmes diabétiques ont en moyenne des taux d’acide kynurénique plus faible que les femmes

normoglycémiques un an apres la chirurgie.
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Figure 22: Concentrations en tryptophane, sérotonine et kynurénines et le ratio K/T dans les sérums
des femmes diabétiques (n = 18) et des femmes normoglycémiques (n = 73) un an aprées la chirurgie
bariatrique.

Les valeurs sont les moyennes * SD, test statistique Mann-Whitney. * p <0,05.

Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a déterminer si les variations des
concentrations en kynurénines (évaluées par le delta des concentrations ([Clyiz — [Clmo) sont
corrélées a 'amélioration des traits quantitatifs du diabete (I'indice HOMA2-BS, la glycémie et
I'insulinémie a jeun et I’HbAlc). Le delta des concentrations d’acide quinolinique est corrélé
négativement au delta des valeurs de glycémie a jeun (p = 0,019) et de I’'HbAlc (p = 0,014) (Tableau
8). Le delta des concentrations d’acide xanthurénique est au contraire négativement associé a
I’amélioration des indices HOMAZ2-S (p = 0,0018) et HOMA2-BS (p = 0,0026). On observe également
une assodation positive a la limite de la significativité entre le delta d’acide xanthurénique et le
maintien d’uneinsulinémie a jeun plus élevée (p =0,052). Le delta du ratio de I'acide quinolinique sur

I’acide xanthurénique est négativement corrélé au delta des valeurs de glycémie a jeun (p = 0,0075)
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et d’HbAlc (p = 0,035) et positivement avec I’amélioration de 'HOMA2-S (p = 7,4x10®) et de

I’HOMA2-BS (p = 8,2x10*) (Tableau 8).

Tableau 8 : Associations entre |'amélioration de la glycémie et I'insulinémie a jeun, de
I’lHbA1c et de ’'HOMAZ2-BS et les variations des concentrations de kynurénines.

Cette analyse est réalisée sur les 91 femmes de notre étude, I’'amélioration de la glycémie,
de l'insulinémie a jeun, de I'HbA1lc et de ’'HOMA?2-BS et les variations des concentrations
des kynurénines sont évaluées par le detla des valeurs a M12 — les valeurs a MO ([M12]-
[MO]). Le coefficient de régression B est ajusté pour la perte de poids et les P-values
significatives aprés correction pour les tests multiples (Benjamini-Hochberg) sont indiquées
en gras.

Acide quinolinique /

Acide quinolinique Acide xanthurénique
g g g Acide xanthurénique

B P-value B P-value B P-value
Glycémie jeun, mmol/L -1,311 0,019 0,953 0,144 -1,098 0,0075
Insuline a jeun, pmol/L -1,85 0,441 5,34 0,052 -3,15 0,0713
HbAlc, % -0,678 0,014 0,154 0,636 -0,431 0,035
HOMA2-B, % 6,97 0,485 8,37 0,469 0,391 0,957
HOMA2-S, % 68,92 0,0667 -113,4 0,0018 91,12 0,00074
HOMA2-BS 21,22 0,059 -38,69 0,0026 27,09 0,00082

4. Discussion

Nous montrons dans cette étude la diminution significative du ratio kynurénine sur
tryptophane suite a la chirurgie bariatrique chez les femmes séverement obéses. A notre
connaissance c’est la premiére fois que ce résultat est démontré, dans la littérature nous avons
retrouvé deux études sur le ratio K/T aprées la chirurgie bariatrique (Brandacher et al., 2006) ou apres
une perte de poids (Strasser et al., 2014) menée respectivement sur 22 et 38 individus en situation
d’obésité, qui n"ont pas retrouvé de diminution du ratio K/T aprés la perte de poids. Le plus petit
nombre d’individus de ces études pourrait expliquer I'absence de résultats significatifs. Nous
montrons également que les taux de tryptophane et des kynurénines (sauf I'acide picolinique) ont
diminué un an apres la chirurgie. La diminution du ratio K/T et des concentrations de kynurénine et
d’acide kynurénique sont associées ala diminution de l'inflammation évaluée par les taux de CRPus.

Parmi les kynurénines, seules les concentrations d’acide picolinique sont maintenues apres la
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chirurgie bariatrique, or I'acide picolinique ne peut pas étre synthétisé dans le tissu adipeux car
I'enzyme ACMSD n'est pas exprimée dans ce tissu (Favennec et al., 2015). Nous émettons
I’hypothése que la diminution de la masse du tissu adipeux observée aprées la chirurgie ainsi que la
diminution de I'inflammation pourrait participer a la diminution des concentrations circulantes des
kynurénines.

Malgré la diminution de la synthése du métabolite kynurénine, nous montrons que les taux
de tryptophane diminuent également aprés la chirurgie ; la diminution des concentrations en
tryptophane pourrait provenir de I’augmentation de la synthése de sérotonine car le ratio sérotonine
sur tryptophane est augmenté apres la chirurgie bariatrique et également d’une déficience en apport
protéique. En effet suite a la chirurgie bariatrique, les individus présentent une diminution de
I’appétit et un changement des habitudes alimentaires afin d’éviter les nausées, douleurs et
I'inconfort engendrés par la consommation de certains aliments comme le lait, la viande rouge, les
ceufs (Miinzberg et al., 2015) et sont a risque pour la déficience en acides aminés (Aills et al., 2008).

Dans notre cohorte, nous observons un an aprés la chirurgie une amélioration de la glycémie
et de l'insulinorésistance dans les deux groupes de femmes normoglycé miques et diabétiques et la
rémission du diabéte chez 62% des femmes diabétiques a l'inclusion. Notre étude longitudinale a
montré que un an apres la chirurgie, les concentrations d’acide kynurénique sont plus faible s chez les
individus qui sont toujours diabétiques par rapport aux individus normoglycémiques. Ainsi le
maintien des concentrations d’acide kynurénique apres la chirurgie bariatrique semble associé a une
amélioration du diabete de type 2. L’acide kynurénique est un antagoniste des récepteurs NMDA et
pourrait augmenter la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Marquard et al.,, 2015).
L'amélioration des traits cliniques du diabete est assocée comme attendu a la diminution de I'IMC
apres la chirurgie, cependant I’analyse de régression linéaire multiple ajustée pour la perte de poids a
montré que plus les concentrations d’acide xanthurénique ont diminuées aprés la chirurgie, plus les
indices HOMA2-S et HOMA2-BS qui refletent la sensibilité a I'insuline et la sécrétion d’insuline

ajustée ala demande ont augmentés. Nous montrons également que le maintien des concentrations
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d’acide quinolinique apres la chirurgie est associé a 'amélioration de la régulation de la glycémie. De
facon cohérente avec ces résultats, I'augmentation du ratio des concentrations d’acide quinolinique
sur les concentrations d’adide xanthurénique est associée a I’amélioration des traits cliniques du
diabéte que nous avons étudiés. Ces résultats montrent que le maintien des concentrations d’acide
quinolinique et la diminution des concentrations d’acide xanthurénique apres la chirurgie sont
associés a une amélioration de la régulation de la glycémie, de I'indice d’insulinosensibilité et de
I'indice qui reflete la sécrétion d'insuline en fonction de la demande. Or I'acide quinolinique est le
métabolite précurseur de la synthése de novo de NAD' dans la cellule, un co-facteur de I"enzyme
SIRT-1, une enzyme clé pour le développement du diabéte de type 2. Les souris invalidées pour
I’enzyme SIRT-1 sont hyperglycémiques et insulino-résistantes (Imai and Yoshino, 2013) et Ia
restauration des concentrations tissulaires de NAD" chez des souris soumises a un régime riche en
graisse améliore leur tolérance au glucose (Yoshino et al.,, 2011). D’apres la littérature, I'acide
xanthurénique est un chélateur du zinc et diminue la sécrétion d'insuline en réponse au glucose
(Kotake Jr and Inada, 1953; Meyramov et al., 1998). Ces résultats sont cohérents avec les résultats
gue nous avons obtenus par I’analyse de I’expression des enzymes de la voie dans le tissu adipeux
d’individus obeses. En effet nous avions montré que I'expression de I'enzyme KMO qui oriente la voie
des kynurénines vers la production d’acide xanthurénique est associée a une augmentation de
I’'HbAlc tandis que l'expression de I'enzyme QPRT qui catalyse la transformation de l'acide
quinolinique en NAD" est corrélée a un meilleur contréle de la glycémie et a une meilleure sensibilité

al’insuline (Favennec et al., 2015) (Figure 24).

En conclusion, nous montrons dans cette deuxieme étude que le ratio kynurénine sur

s

tryptophane diminue aprés la chirurgie bariatrique et que cela est corrélé a une diminution de
I'inflammation. Nous montrons également que le maintien des concentrations d’acide kynurénique

7 N

et d’acide quinolinique et la diminution des concentrations d’acide xanthurénique sont corrélés a
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I’amélioration du diabéte aprés la chirurgie (Figure 24). Le mécanisme d’action de ces métabolites

sur la sécrétion d’insuline et |a sensibilité a I'insuline reste a déterminer.

Tryptophane

Acide

Kynurénine ———> o
kynurénique

KMO
Acide

xanthurénique
Acide

guinolinique

QPRT

NAD*

Figure 23 : Schéma récapitul atif.

D’apres nos études, le métabolisme du tryptophane en kynurénine est augmenté chez les
individus obéses. Ensuite |'expression de l'enzyme KMO dans le tissu adipeux et
I"augmentation de la synthese d’acide xanthurénique pourraient étre des facteurs de
risque pour le développement du diabéte de type 2. Tandis que la synthese d’acide
kynurénique et d’acide quinolinique ainsi que lI’expression de I’enzyme QPRT pourraient
étre associés a un meilleur contréle de I’homéostasie du glucose et une amélioration de la
sensibilité al’insuline.
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Conclusion générale

Le métabolisme du tryptophane en kynurénines n’est pas simplement une voie de
dégradation du tryptophane, les kynurénines étant des métabolites biologiquement actifs. Une
présentation de leurs propriétés est proposée dans le chapitre 2 de cette thése. Dans le cadre de
I’obésité, il a été montré que I'augmentation de I'expression de I'enzyme IDO1 dans le tissu adipeux
des individus en situation d’obésité est une tentative de rétrocontréle négatif des conséquences du
processus inflammatoire (Wolowczuk et al., 2012) (Figure 25). Plusieurs enzymes de la voie des
kynurénines sont plus exprimées dans le tissu adipeux des individus obéses que des individus minces.
La présence de macrophages dans le tissu adipeux est un élément clé de I’expression des enzymes de
cette voie dans le tissu adipeux, car I’enzyme KMO est exprimée principalement dans les
macrophages du tissu adipeux et pas dans les adipocytes. Cette sur-expression est par ailleurs
associée a une augmentation des concentrations circulantes de certaines kynurénines chez les
individus obéses. L'augmentation des concentrations de ces kynurénines pourrait agir, d’'une part,
localement sur la balance Treg/Th17 (Wolowczuk et al., 2012) au sein du tissu adipeux et, d’autre

part, a distance sur d’autres organes comme le cerveau ou le pancréas (Figure 25).

Nous avons montré également une diminution des concentrations circulantes des
kynurénines et une augmentation des concentrations drculantes de sérotonine suite a une perte
massive de poids et de tissu adipeux grace a une chirurgie bariatrique. Ces résultats suggérent que
chez les individus obéses le tissu adipeux est un producteur majeur de kynurénines. Cependant,
d’autres tissus pourraient étre également des producteurs de kynurénines, notamment le foie pour
lequel il est connu que les enzymes de la voie des kynurénines sont exprimées et qui est un organe

dont le fonctionnement est également impacté parla prise de poids.

Les kynurénines sont également des métabolites neuroactifs impliqgués dans le

développement de certaines pathologies neurodégénératives, la dépression ou I'anxiété. De plus la
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synthése de sérotonine, un neurotransmetteur impliqué dans le contréle de I’humeur et de I'appétit,
est en compétition avec la synthese de kynurénines. Une augmentation de la synthese de
kynurénines pourrait donc étre un facteur de risque de développement d’une dépression ou de
troubles de la régulation de la prise alimentaire et contribuer ainsi a I'installation de I'obésité (Figure

25).

J'ai présenté également dans le deuxieme chapitre de cette thése que certaines kynurénines
pouvaient étre associées au développement du diabéte de type 2. Durant ma thése j’ai donc cherché
a évaluer si, chezles individus en situation d’obésité sévere, les kynurénines pouvaient étre associées
au diabéte de type 2. Grace a ces études, nous avons montré une corrélation positive entre
I’expression de I'enzyme QPRT dans le tissu adipeux, ainsi que les concentrations circulantes d’acide
quinolinique, et un meilleur controle glycémique. Au contraire, I'expression de I'enzyme KMO et les
concentrations circulantes d’acide xanthurénique sont corrélées négativement a un meilleur contréle
glycémique. Ces études suggerent que les kynurénines pourraient avoir un effet sur la fonctionnalité
de la celllule B ou la régulation de la glycémie ; cependant il faut noter que les mécanismes d’action
sous-jacents restent a déterminer. A ce jour, il a ét¢ montré gu’en présence d’un signal pro-
inflammatoire, les enzymes de la voie des kynurénines sont exprimées dans les il6ts de Langerhans
du pancréas (Liu et al., 2015) et qu'un analogue de l'acide kynurénique augmente la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose (Marquard et al.,, 2015). Des travaux préliminaires réalisés au
laboratoire suggerent que |I’acide xanthurénique pourrait diminuer la sécrétion d’insuline en réponse
au glucose. L'impact de I'activation de la voie des kynurénines sur le fonctionnement du pancréas est

donc un domaine qui mérite d’étre étudié plus en détails, étant donné que cette activation est

susceptible de s’ajouter aux mécanismes délétéres induits par I'inflammation associée a I'obésité.
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Figure 25 : Schéma illustrant les interactions connues et proposées entre |la voie des kynurénines,
I’obésité etle diabéte de type 2.
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