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Les ressources marines bénéficient d’une bonne image auprés du public. L’attention s’est
portée dans un premier temps sur leurs apports en acides gras polyinsaturés a longue chaine
de la famille n-3, dont les effets biologiques sont aujourd'hui bien connus. Les produits et co-
produits marins constituent un réservoir considérable de substances actives qui ne peuvent
étre réduits a I'un de leurs composé (Bouglé, 2007). lls ne peuvent étre considerés
uniquement comme des sources d’acides gras polyinsaturés : leurs protéines et les peptides
bioactifs qui en sont dérivés ont des actions propres parfois synergiques avec celles des acides
gras (Wergedahl et al., 2009). Ces peptides bioactifs ou cryptides initialement dissimulés au
cceur des protéines sont libérés a partir de protéines marines lors de la digestion ou lors de

procédés protéolytiques industriels.

Plusieurs cryptides marins ont déja été isolés aprés hydrolyse de protéines d’organismes
marins et de leurs co-produits et pourraient moduler le métabolisme de 1’étre humain. Certains
présentent des propriétés anticoagulantes et anti-plaquettaires in vitro (Kim et Wijesekara,
2010). Des activités antioxydantes ont également été détectées en plus d’effets immuno-
stimulateurs et anticancéreux (Kim et Wijesekara, 2010). Les cryptides marins ont été
largement étudiés pour leur activité antihypertensive a travers la mise en évidence de peptides
capables d’inhiber une enzyme clé impliquée dans la régulation de la pression artérielle :
I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA). L’action antihypertensive de certains
cryptides a été démontré chez des rats spontanément hypertendus (SHR) et les humains (Kim
et Wijesekara, 2010, Harnedy et FitzGerald, 2012).

L’hypertension artérielle est fortement liée a d’autres désordres métaboliques tels que
I’obésité, un déséquilibre du métabolisme glucidique et lipidique. Ces troubles métaboliques
rassemblés sous le nom du syndrome métabolique entrainent une augmentation des risques de

maladies cardiovasculaires.

Des hydrolysats protéiques et des peptides bioactifs issus d’organismes marins peuvent
moduler le métabolisme glucidique et lipidique. Leur action satiétogene peut contréler la prise
alimentaire et donc prévenir la prise de poids (Bougle, 2007). Toutes ces actions montrent le
potentiel prometteur des cryptides marins dans la promotion de la santé humaine et en
particulier dans la lutte contre le syndrome métabolique. Intégrés dans la formulation de
produits, ils conférent image et fonctionnalité. Ainsi, la valorisation des fractions protéiques

marines est d’un intérét industriel considérable.
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Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux cryptides marins et avons cherché a
montrer leur potentiel dans la lutte contre I’hypertension, le diabéte et 1’obésité. Nous avons
donc caractérisé 1’action de 11 cryptides : Val-Tyr (VY), Val-Trp (VW), Lys-Trp (KW), Lys-
Tyr (KY), lle-Tyr (1Y), Leu-Lys-Pro (LKP), Ala-Lys-Lys (AKK), Val-lle-Tyr (VIY), Gly-
Pro-Leu (GPL), Val-Ala-Pro (VAP) et Ala-Pro (AP), précédemment identifiés dans les
ressources marines comme inhibiteurs de ’ECA sur d’autres cibles : celles impliquées dans la
génération de 1’angiotensine II, et celles impliquées dans le développement de 1’obésité et du

diabete de type Il.

Puisqu’un lien étroit existe entre les anomalies du syndrome métabolique, nous avons cherché
a montrer que ces cryptides pouvaient étre multifonctionnels et donc capables de cibler

plusieurs facteurs de risques a la fois.
La présentation de ces travaux s’articulera de la maniere suivante :
L’étude bibliographique présentera :

. Les cryptides et leurs modes de génération.

. Le syndrome métabolique, ses définitions, sa physiopathologie avec un focus

sur le développement du tissu adipeux et ses fonctions métaboliques et sécrétoires.

. Le potentiel des hydrolysats protéiques et peptides bioactifs marins dans la

régulation des pathologies du syndrome métabolique.

La syntheése bibliographique, sera suivie du chapitre « matériels et méthodes ». Les principaux

résultats et discussions seront declinés en quatre parties :

Dans la premiere partie nous avons évalué I’activité inhibitrice de I’ECA des cryptides choisis
en utilisant 3 substrats différents : deux substrats synthétiques et un substrat naturel et ce, afin
de comparer les méthodes et d’établir leur forces et faiblesses. Parallelement a cela, nous
avons étudié 1’action inhibitrice de ces cryptides sur I’activité de la cathepsine G et de la

chymase, principales alternatives a ’ECA dans la génération de 1’angiotensine II.

Dans une seconde partie, nous avons étudié I’effet des 11 cryptides marins sur le cycle de vie
des adipocytes blancs humains, dont I’augmentation anormale dans le corps caractérise la
premicre étape menant au surpoids et a I’obésité. Leur potentiel sur I’hyperplasie a été évalué

in vitro via leur effet sur la viabilité cellulaire. Quand & leur influence sur I’hypertrophie, elle
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a été évaluée par la mesure de 1’action de ces derniers sur les marqueurs de différenciation

adipocytaire.

Dans une troisiéme partie, nous nous sommes intéressés a l’action antidiabétique de ces
cryptides marins via I’inhibition d’enzymes impliquées dans 1’élévation de la glycémie post-
prandiale 1’a-amylase pancréatique, 1’a-glucosidase et la dipeptidyl peptidase 1V. Quelques

résultats obtenus lors d’une étude in vivo sont également évoqués.

Dans une quatrieme et derniére partie, nous avons cherché a identifier la présence des
séquences étudiées dans un hydrolysat protéique de co-produits de poisson industriel. Ceci a
¢té entrepris afin de valider une démarche originale impliquant 1’identification de cryptides

précédemment caractérisées, dans des hydrolysats protéiques donnés.
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1. Cryptides marins et modes de génération
1.1.Définition

Les peptides bioactifs, cachés dans la séquence des protéines, ou hommés plus récemment, les
« cryptides » (mot issu de la contraction de « Crypted peptides ») sont au cceur de 1’actualité.
Autelitano et al. (2006) ont defini en langue anglaise les CRYPTIDES comme des séquences
cachées au coeur des protéines appelées « CRYPTEINES ». Cette définition est utilisée dans

ce manuscrit et est adoptée en langue francaise.

Les ressources marines étant trés diverses, les protéines qui en sont issues contiennent tres
certainement des cryptides originaux possédant des activités spécifiques ou
multifonctionnelles (Harnedy et FitzGerald, 2012). Pour exercer leurs activités biologiques,
les cryptides doivent étre libérés par les processus de digestion des cryptéines, exploitant la
chimie (hydrolyse acide ou basique) ou la biochimie (hydrolyse enzymatique, fermentation

microbienne ou autolyse).
1.2.Génération des cryptides marins
1.2.1. Geénération des cryptides par hydrolyse chimique

L’hydrolyse des protéines par des acides ou des bases en présence ou non de solvants est
souvent réalisée dans des conditions drastiques : a des températures, pressions et pH élevés.
L’hydrolyse acide consiste a dégrader les liaisons peptidiques en présence d’un acide fort.
Aprés acidification, ’hydrolysat est neutralisé, entainant la formation d’une forte quantité de
sels dans le produit final. Cette hydrolyse acide détruit également le tryptophane et certains
autres acides aminés. De plus, I’hydrolyse par 1’acide chlorhydrique ou sulfurique oxyde la
cystéine et la méthionine, détruit la serine et la thréonine et converti la glutamine et

I’asparagine en glutamate et aspartate (Manninen, 2009).

Dans le cas de I’hydrolyse alcaline, la base forte employée entraine, des réactions délétéres.
En effet, ce type d’hydrolyse peut entrainer la racémisation des L-acides aminés en D-acides
aminés non absorbés par I’homme et la destruction de certains acides aminés tels que les

cystéines, histidines, arginines, méthionines, et thréonines.

Lorsque ces méthodes chimiques ont été employées sur les protéines marines, les produits qui

en étaient issus possédaient une pietre qualité nutritionnelle et fonctionnelle. Les utilisations
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proposeées portaient sur le role d’exhausteurs de flaveur et de goftit pour la viande, les gateaux

secs ou les soupes (Kristinsson et Rasco, 2000).

1.2.2. Génération des cryptides par fermentation

La fermentation naturelle ou contrdlée est un moyen traditionnel utilisé pour conserver les
aliments, et notamment le poisson. Le processus de fermentation implique des bactéries
naturellement présentes dans le produit ou ajoutées, telles que les bactéries lactiques, qui, lors
de leur croissance, hydrolysent les protéines et les sucres présents dans le milieu. L’hydrolyse
des protéines génére alors différentes séquences peptidiques et des acides aminés libres. Le
degré de protéolyse dépend fortement des espéces bactériennes impliquées et des conditions
de fermentation. Les peptides et les acides aminés genérés au cours de la fermentation
modifient alors les propriétés fonctionnelles, rhéologiques, sensorielles et les propriétés
biologiques du produit fermenté.

Un certain nombre d’hydrolysats protéiques d’origine marine ayant des effets bénefiques sur
la santé ont été produits a partir d’organismes marins fermentés. Wang et al. (2008) ont isolé
3 peptides inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA) : DP, GTG et ST
apres fermentation de la crevette (Acetes chinensis) par Lactobacillus fermentum SM 605. De
plus, Rajapakse et al. (2005) ont identifié un héptapeptide antioxydant de séquence
HFGBPFH, issu de la fermentation de la moule bleue (Mytilus edulis). Ce peptide s’est révélé
avoir une importante activité anti-radicalaire et inhibait la peroxydation des lipides de facon

plus importante que 1’a-tocopherol.

Les bactéries lactiques ont été largement utilisées au cours de la fermentation de plusieurs
sources protéiques marines. Le mode de génération des peptides bioactifs le plus couramment

adopté en industrie pharmaceutique ou alimentaire reste cependant 1’hydrolyse enzymatique.

1.2.3. Génération de cryptides par hydrolyse enzymatique

Le clivage des liaisons peptidiques des protéines peut étre catalysé par une ou plusieurs
protéases, spécifiques ou non, et génere des peptides d’intérét. En modifiant leur taille et leur
charge, I’hydrolyse modifie les propriétés fonctionnelles et nutritionnelles des protéines
(digestibilité, solubilité, réduction de [D’allergénicité, développement d’activités

biologiques...).
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L’hydrolyse enzymatique est caractérisée par le degré d’hydrolyse (DH) qui correspond en
théorie, au pourcentage des liaisons peptidiques clivées par rapport au nombre des liaisons
peptidiques totales. Dans la majeure partiec des cas, I’hydrolyse totale aboutissant a une
solution d’acides aminés libres, n’est pas le but recherché. Il est toutefois primordial de suivre
I’évolution d’une hydrolyse en temps réel afin de générer des peptides choisis en fonction de

leur séquence et/ou en fonction de leur masse moléculaire.

Les paramétres physico-chimiques du milieu réactionnel (pH, température, ratio
enzyme/substrat, temps d’hydrolyse) tout comme le type de protéase utilisé doivent étre
optimisés afin de produire un hydrolysat contenant un maximum de cryptides d’intérét
(Shahidi et Zhong, 2008). A ces paramétres, peut s’ajouter le prétraitement des protéines
avant hydrolyse. En effet, le traitement thermique des protéines augmente potentiellement les
interactions enzymes-protéines dues aux dépliements induits par la chaleur (Inouye et al.,
2009). De plus, le traitement des protéines par sonication et par haute pression peut accélérer

I’hydrolyse et la libération des peptides bioactifs a haute valeur ajoutée (Quiros et al., 2007).

La production d’hydrolysats riches en peptides bioactifs a partir de protéines marines a été
conduite en utilisant différentes enzymes d’origines animale, végétale, ou microbienne. Les
enzymes microbiennes sont les plus couramment utilisées car elles sont moins codteuses,
présentent une grande variét¢ d’activités catalytiques et ont I’avantage de posséder une
importante stabilité thermique (Diniz et Martin, 1996). La production d’un hydrolysat
protéique a partir de produits et co-produits de péche peut étre résumée par les étapes

présentées dans la figure 1.
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MATIERES PREMIERES _

Homogénéisation

Réglage de la température
Ajustement du pH

Réaction enzymatique

Inactivationde I’enzyte

Elévationde la ﬁ

température Finde I’hydrolyse

Refroidissement

Centrifugation/ Filtration

Concentration / séchage

Hydrolysat protéique

Figure 1: Représentation schématique des différentes étapes de 1’hydrolyse enzymatique
réalisée a partir de produits marins pour 1’obtention d’un hydrolysat protéique.

1.3.Purification et identification des peptides bioactifs

Afin de déterminer leurs activités biologiques potentielles, les hydrolysats produits sont
concentrés et/ou séchés puis soumis a des tests d’évaluation. Un fractionnement bioguidé
pourra mener jusqu’a I’identification des peptides actifs qui sont a ’origine de l’action
biologique et/ou permettra d’obtenir des fractions peptidiques possédant de meilleures
fonctionnalités (Ketnawa et Rawdkuen, 2013). Les procédés couramment utilisés pour la

purification et ’identification des peptides bioactifs sont présentés dans la figure 2.
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Hydrolysats
protéique

lChromatagraphie\ l Ultrafiltration \
——— ——

' RP-HPLC \

T
Détermination Analyse des
duPM amino-acides
T
Q-TOF-ESI-MS/ MALDI- Dégradation Analyseur automatique d’acides
TOF-MS Edman / Q-TOF- ESI-MS aminés couplé a 'RP-HPLC

Figure 2: Diagramme présentant sommairement les étapes de purification et d’identification
des peptides bioactifs dérivés de ressources marines.

PM : poids moléculaire, RP-HPLC : chromatographie liquide a haute pression en phase inverse, Q-
TOF-ESI-MS : spectrométrie de masse quadripéle/temps de vol couplé a une source d’ionisation
electrospray, MALDI-TOF-MS : spectrométre de masse couplant une source d’ionisation laser
assistée sur une matrice et un analyseur a temps de vol.

Les activités biologiques des cryptides sont trés diverses. Au cours de cette étude
bibliographique, un focus sera fait sur celles touchant les pathologies du syndrome

métabolique. Ces pathologies sont décrites dans les paragraphes suivants.

2. Le syndrome métabolique : pathologies anciennes dans un monde

moderne
2.1.Définition

Le concept du syndrome métabolique (SM) a été identifié il y a plus de 80 ans mais
formellement décrit il y a seulement une vingtaine d'années. Le syndrome métabolique
constitue une entité qui regroupe chez le méme individu plusieurs anomalies métaboliques
dont notamment une obésité dite « abdominale », des perturbations lipidiques (élévation des

triglycérides, diminution de lipoprotéines de haute densité (HDL)...), des perturbations
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glucidiques (élévation de la glycémie, résistance a I’insuline...) et une hypertension artérielle

(Lejeune et Descazeaud, 2007).

Le syndrome métabolique est actuellement un probleme de santé publique majeur. Si les
tendances actuelles se confirment, les décés précoces et les incapacités résultant de ces
pathologies gréveront les budgets de santé de nombreux pays développés et en cours de
développement. Les personnes atteintes du syndrome métabolique sont exposées a un risque
trois fois plus élevé d’avoir une crise cardiaque ou un accident vasculaire cérébral et a un
risque deux fois plus élevé d’en mourir comparativement aux personnes saines (Lakka et al.,
2002). Afin de décider des stratégies de prévention a adopter, plusieurs groupes d’experts ont
proposé des criteres de diagnostic a ’origine des diverses définitions du SM. Parmi les
nombreuses définitions existantes du SM, quatre sont les plus fréguemment citées dans la

littérature (tableau 1):
-La définition de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

-La définition du National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP
ATP II).

-La définition de 1I’American Heart Association/National Heart, Lung and Blood Institute
(AHA/NHLBI) (Grundy et al., 2005).

-La définition de I’International Diabetes Federation (IDF) (“IDF Worldwide Definition of the
Metabolic Syndrome,”2006).
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Tableau 1: Critéres et seuils de diagnostic du syndrome métabolique (selon ’OMS, NCEP
[ATPIII, AHA/NHLBI, et IDF) (Arsenault et al., 2012).

Critéres Anomalies de la régulation
d’identification
Au moins 3 criteres Au moins 3 critéres Obésité abdominale +
du glucose (diabete, AGJ, au moins 2 autres
IG et/ou insulinorésistance) + critéres
au moins 2 autres criteres
Glycémie a jeun (GJ)
aG;j : glycémie a jeun entre 6,1 > 5,6 mmol/L > 5,6 mmol/L ou > 5,6 mmol/L ou diabéte
et 6,9 mmol/L traitement hypoglycémiant  de type 2 déja diagnostiqué
ou iG : glycémie entre 7,8 et 11,0
deux heures post ingestion de 75 g
de glucose)
Pression artérielle PA systolique > 140 mmHg PA systolique > 130 mmHg  PA systolique > 130 mmHg  PA systolique > 130 mmHg
(Pa) et et ou ou
PA diastolique > 90 mmHg PA diastolique > 85 mmHg  PA diastolique > 85 mmHg  PA diastolique > 85 mmHg
ou ou ou
traitement antihypertenseur  traitement antihypertenseur  traitement antihypertenseur
Triglycérides (TG) >1,7 mmol/L >1,7 mmol/L >1,7 mmol/L >1,7 mmol/L
ou traitement contre  ou traitement contre
I’hypertriglycéridémie I’hypertriglycéridémie
C-HDL 3% <0,9 mmol/L 3% < 1,0 mmol/L 3% < 1,03 mmol/L 3% < 1,03 mmol/L
Q:<1,0 mmol/L Q:< 1,3 mmol/L Q:< 1,3 mmol/L Q:< 1,26 mmol/L
Ou traitement pour contrer un  Ou  traitement  pour
faible taux de C-HDL contrer un faible taux
de C-HDL
obésité abdominale  J: RTH > 0,90 4:TT> 102 cm 4:TT>102cm (>90cm  europoides, africains
Q:RTH> 0.85 Q: TT > 88 cm chez I’homme asiatique) subsahariens,
Q: TT > 88 cm (> 80 cm chez méditerranéens
la femme asiatique) de I’est, moyen-orientaux :
3: TT>94 cm
Q:TT >80 cm
Membres des premiéres
nations, asiatiques et sud-
asiatiques, sud ou centraux-
américains:
3:TT >90 cm
Q@: TT >80 cm
Fonction rénale excrétion urinaire sans objet sans objet sans objet
d’albumine > 20 pg/min
ou RAC > 30 mg/mmol

AGJ : anomalie de la glycémie a jeun, C-HDL : cholestérol des lipoprotéines de haute densité, TT :
tour de taille, 1G : intolérance au glucose, RTH : ratio taille/lhanche, RAC : rapport
albumine/créatinine.

Nous pouvons constater que les critéres de diagnostic du SM différent. Par exemple, selon les
criteres de I’IDF, I’obésité abdominale doit absolument étre 1’un des trois critéres observés
pour qu’on puisse déclarer un SM (en plus de deux autres facteurs), alors que pour ’OMS
c’est plutdt une anomalie dans la régulation du glucose qui est considérée comme un facteur
essentiel (en plus de deux autres facteurs). Pour le NCEP ATP Ill, et AHA/NHLBI trois

criteres suffisent, peu importe lesquels. Par ailleurs, ’OMS est la seule a mentionner

I’insulinorésistance et I’excrétion urinaire d’albumine. Il est également a noter que les valeurs
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cibles comme la pression artérielle ou le tour de taille, par exemple, varient d’un organisme a
I’autre. La définition du SM ne fait donc pas consensus. Les définitions de I’IDF et du NCEP
ATP 11l sont celles les plus couramment utilisées (Delarue et al., 2006). Les principales
différences entre ces deux définitions portent d’abord sur 1’obésité centrale comme critére
obligatoire dans la définition de I’IDF. De plus, a la différence du NCEP la définition
proposée par I’'IDF tient compte des différences de tours de taille et de la répartition du tissu
adipeux entre les populations. Le seuil de tour de taille choisi par I’'IDF a été revu a la baisse
par rapport a NCEP ATP III pour les populations blanches d’origine européenne quel que soit

leur pays de résidence dans le monde.
2.2.Epidémiologie

La prévalence du SM dépend de la définition retenue, mais aussi des caractéristiques de la
population considérée : ethnie, sexe, age et indice de masse corporelle. Elle augmente
considérablement avec 1’age (variant de moins de 10% avant 30 ans a plus de 40 % apres 60
ans) et avec I’exces de poids (de moins de 10 % chez les sujets avec poids normal a plus de 50
% cent chez les sujets obéses) (Lameira et al., 2008). Aux Etats-Unis, aprés ajustement par
rapport a I’age, la prévalence du SM était estimée a 22,1 % en 2010 selon I’étude NHANES
(“NHANES-National Health and Nutrition Examination Survey Homepage™). L'obésité
abdominale, considérée comme le principal déterminant conduisant au développement du SM

est en continuelle augmentation (Beltran-Sanchez et al., 2013).

En France, I'étude MONICA a observé une prévalence du syndrome métabolique qui varie en
fonction du territoire et du sexe. Elle était, chez les hommes agés de 35-65 ans de 26% a Lille,
22% a Strasbourg et 16% a Toulouse. Chez les femmes, les fréquences étaient respectivement
de 26%, 24% et 13% selon les criteres du NCEP/ATP Il (Junquero et Rival, 2006). Trés
récemment, 1’enquéte ObEpi 2012 a estimé que 15 % de frangais étaient obéses (“ObEpi-
Roche, enquéte épidémiologique de référence sur I’évolution de 1’obésité et du surpoids en

France”).

Au-dela des données globales de prévalence du SM au sein de différentes populations, une
analyse detaillée des différentes composantes de ce syndrome permet de mieux appréhender
certains particularismes. Ainsi, aux Etats-Unis, 1’obésité abdominale est le principal
contributeur du SM, alors qu’en France et en Europe, I’hypertension artérielle (HTA) est le

paramétre le plus fréguemment retrouvé (Hu et al., 2004). Ces nuances sont importantes car
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elles sous-entendent des profils de population incomparables, conduisant a des axes

d’intervention et de prévention différents selon les pays.
2.3.0bésité et tissu adipeux

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a qualifié 1’obésité de premiére épidémie non
infectieuse de I’histoire. C’est une pathologie du tissu adipeux due a une hypertrophie et une
hyperplasie des cellules adipocytaires (Friedman, 2000). Au-dela de ses réles de stockage de
lipides neutres et de source d’acides gras, le tissu adipeux est un organe endocrine et paracrine
qui secréte de nombreuses protéines, les adipokines, qui jouent un rdle majeur dans

I’homéostasie énergétique et I’inflammation vasculaire.
2.3.1. Le tissu adipeux

Il existe deux types de tissus adipeux, le tissu adipeux blanc et le tissu adipeux brun. Le tissu
adipeux brun assure le réchauffement de 1’organisme grace a une activité thermogeénique et le
tissu adipeux blanc joue un rdle considérable dans le maintien de la balance énergétique car il
peut stocker et libérer 1’énergie selon les besoins de 1’organisme (Casteilla et al., 1994). C’est
ce tissu qui se développe au cours de I’installation d’un surpoids et de 1’0bésité et qui fait

donc I’objet de cette étude bibliographique.
2.3.2. Origine du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est le dernier tissu a se mettre en place lors du développement de 1’€tre
humain (au cours du deuxiéme trimestre de gestation) (Poissonnet et al., 1983). Il est
constitué d'un mélange hétérogéne de cellules. En plus des adipocytes, ce tissu contient
également la fraction stroma-vasculaire composee de : pré-adipocytes, cellules vasculaires,
cellules endothéliales, cellules inflammatoires (péricytes, monocytes, macrophages) et
cellules progénitrices (Desruisseaux et al., 2007). Le tissu adipeux blanc est divisé en deux
catégories : le tissu adipeux sous-cutané (environ 80 % de la masse totale de gras corporel) et
le tissu adipeux viscéral. (Ibrahim, 2010). Des différences morphologiques et fonctionnelles
entre ces deux dépdts ont été rapportées chez I’homme (Ibrahim, 2010). Les adipocytes du
tissu viscéral expriment moins de facteurs de transcription favorisant I’adipogenése, comme la
CCAAT/enhancer binding protein-a (C/EBP-a), et plus de facteurs associés avec la répression
de la différentiation, comme les genes du systeme Wnt, comparativement aux adipocytes du

tissu sous-cutane (\Vohl et al., 2004).
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Au niveau de la sécrétion d’adipokine, le tissu viscéral est généralement plus actif que le tissu
sous-cutané. Ainsi, I’adiponectine, la protéine C réactive (CRP), le facteur de nécrose
tumorale (TNF: tumor necrosis factor), I’interleukine-6 (IL-6), le monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), I’angiotensinogéne et le plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) sont
plus fortement exprimés dans le tissu viscérale que dans le sous-cutané (lbrahim, 2010).
Toutefois, I’expression de la leptine est plus importante dans le tissu adipeux sous-cutané que

dans le tissu adipeux viscéral (Lefebvre et al., 1998).

La masse du tissu adipeux blanc peut varier de maniére considerable en fonction du statut
énergétique de 1’organisme et dans des situations pathologiques comme 1’obésité.
L’augmentation de la masse des tissus adipeux blancs est due a I’augmentation de la taille
et/ou du nombre des adipocytes durant le processus de 1’adipogenése. L’adipogenése peut
conduire a l'obésité centrale si elle se produit dans le dépdt de graisse abdominale viscérale et

a l'obésité périphérique si elle se produit dans le tissu sous-cutané (Ali et al., 2013).
2.3.3. Développement du tissu adipeux et adipogenése

L’adipogenése est un processus de développement en deux étapes : 1’étape de détermination
dans laquelle une cellule mésenchymateuse indifférenciée se différencie en pré-adipocyte. Ce
pré-adipocyte subit ensuite une étape de différenciation secondaire pour devenir un adipocyte
mature. Tout au long du processus d’adipogenése, se produit des changements chronologiques
dans I’expression de nombreux génes. L’apparition de marqueurs précoces, intermédiaires et
tardifs d’ARNm ou de protéines aboutissent a I’accumulation de TG. Ces changements sont
principalement transcriptionnels. L’adipogenése se décompose donc en une série d’étapes

cellulaires bien caractérisées présentées dans la figure 3.

L’adipogenése est devenue I'un des processus de développement cellulaire les plus étudie
pour au moins deux raisons : (1) La prévalence croissante de l'obésité dans notre société a
attiré l'attention sur de nombreux aspects de la biologie des cellules adipeuses; et (2) la
disponibilit¢ de bons modeles de culture cellulaire permettant 1’étude détaillée de la

différenciation adipocytaire (Ali et al., 2013).
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Figure 3: Détermination et différenciation adipocytaire d’aprés Gregoire et al., (1998).
e L’étape de détermination

L’étape de détermination désigne la conversion des cellules souches mésenchymateuses,
cellules pluripotentes en pré-adipocytes. Suite a cette étape, la cellule n’est pas complétement
différenciée. Ce processus nécessite encore une étape de stimulation adipogénique par des
facteurs spécifiques pour compléter la différenciation terminale, formant ainsi un adipocyte
mature. La régulation de cette étape fait intervenir un ensemble de facteurs. Il a été démontré
que les voies de signalisation du gene Wnt, la composition et la rigidité de la matrice
extracellulaire, et le contact cellule-cellule, ont tous un rdle dans la détermination (Cristancho
et Lazar, 2011).

e L’étape de différenciation

Les pré-adipocytes, aprées avoir subi une phase d’expansion clonale, se dirigent vers 1’étape de
la différenciation proprement dite. Cette étape nécessite 1’expression de certains marqueurs
clés dits marqueurs de différenciation, qui vont induire 1’apparition des changements
morphologiques. Les principaux facteurs de transcription qui stimulent le mécanisme de la
différenciation sont le peroxysome proliferator-activated receptor-y (PPARy), C/EBPa,
C/EBPB et C/EBPS (Lefterova et al., 2008). Pendant la différenciation, les cellules
adipocytaires passent d’un phénotype fibroblastique allongé a des cellules de forme

sphérique, capables de stocker de la matiere grasse.

38



Chapitre | : Etude bibliographique

Lors de la phase terminale de différenciation, la lipogenese de novo s’installe et les adipocytes
acquiérent leur sensibilit¢ a I’insuline (Gregoire et al., 1998). L’activité des enzymes
impliquées dans le métabolisme des TG : ATP citrate lyase, enzyme malique, acétyl CoA
carboxylase, stearoyl-CoA désaturase, acyltransférase, glycérol-3-phosphate déshydrogénase
(GPDH) augmente. Les transporteurs au glucose (GLUT4) et a I’insuline sont exprimés, tout
comme d’autres génes spécifiques de ’adipoCyte dont I’expression augmente: adipocytes

protéines 2 (aP2), cluster de différenciation (CD36), périlipine, adipsine, leptine...
2.3.4. Le contréle de la différenciation adipocytaire

Les changements morphologiques majeurs qui accompagnent la différenciation adipocytaire,
tels que I’arrondissement des cellules et I’accumulation progressive de vacuoles lipidiques
dans le cytoplasme, sont la conséquence de variation d’expression d’un trés grand nombre de
génes. Cette reprogrammation génétique profonde est sous le contrdle de facteurs de
transcription pro- ou anti-adipogéniques dont les principaux sont les Peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARSs), les CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) et le sterol
regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c). Les différentes interactions entre ces

facteurs sont resumées dans la figure 4.

Pré-adipocyte

% Induction hormonale

@]
/@\A
@
C/EBPa PPARY
\(_-D/

l

Adipocyte
Figure 4: Interactions entre les principaux facteurs de transcriptions de la différentiation
adipocytaire.

PPAR : Peroxisome proliferator-activated receptors, C/EBPs: CCAAT/enhancer binding proteins,
SREBP-1c : Sterol regulatory element binding protein-1c.
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2.3.4.1. Larégulation transcriptionelle
-C/EBPs

Il existe trois isoformes de C/EBPs, a, B 6 et de la famille des C/EBP qui sont exprimés dans
les adipocytes et qui agissent comme facteurs de transcription importants dans 1’activation de
génes impliqués dans 1’adipogenése (Rosen et Spiegelman, 2000). C/EBPp et C/EBPS sont les
premiers facteurs de transcription adipogéniques a étre exprimés lors de 1’adipogenése et
C/EBPo I’est seulement de fagon transitoire au début de la différenciation. L’expression de
ces protéines est suivie rapidement par I’expression de C/EBPa et de PPARYy (figure 4). La
séquence d’activation de C/EBPJ et C/EBPS et ensuite de C/EBPa et de PPARY indique que
C/EBPp et C/EBPS augmenteraient 1’expression de C/EBPa et de PPARy (Darlington et al.,
1998). L’induction de C/EBPa, qui se fait plus tardivement, permet de transactiver différents
génes marqueurs de la différenciation adipocytaire tels que 1’aP2 et la leptine mais également

d’activer sa propre expression (Rosen et Spiegelman, 2000).
-Les PPARs

Les facteurs de transcription PPAR appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires.
Ces récepteurs sont activés par la liaison a leur ligand, ils forment des hétérodiméres avec les
récepteurs de 1’acide 9-cis-rétinoique (RXR) qui reconnaissent spécifiquement des éléments
de réponse : PPAR Responsive Element (PPRE) situés dans les régions promotrices de genes
cibles (Issemann et al., 1993). Plusieurs cofacteurs protéiques, coactivateurs ou corépresseurs

modulent la capacité des récepteurs nucléaires a initier ou réprimer la transcription (figure 5).

Chez les mammiferes, trois isoformes de PPARs : a, B, et y ont été décrits. Chacun est codé
par un gene différent et caractérisé par une distribution tissulaire, des ligands, des cofacteurs
et des fonctions qui leurs sont propres (Wahli et al., 1995). De nombreuses études démontrent
que le PPARY, est préférentiellement exprimé dans les adipocytes. Le PPARYy est considéré
comme « le maitre régulateur » de 1’adipogenése par sa fonction d’activation des genes
nécessaires a ce phénomeéne. En effet, il est responsable de la transcription de nombreux
marqueurs de la différenciation adipocytaire, comme celui de la lipoprotéine lipase (LPL) ou
celui codant pour la protéine de transport des acides gras, 1’adipocyte protéine 2 (aP2) (Rosen
et Spiegelman, 2000).
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Figure 5: Mécanisme d’action des PPAR dans le noyau des cellules adipocytaires d’apres
Laracine (2009).
Le récepteur nucléaire PPAR forme un dimére avec le récepteur aux rétinoides RXR. Ce

dimere se lie a une séquence d’ADN spécifique PPRE.
PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptors, PPRE : PPAR Response Element, RXR :
Retinoid X Receptor.

-Les SREBP-1

Le facteur SREBP1 fait partie de la famille des facteurs a motifs hélice-boucle-hélice. Son
expression est induite tres tot au cours de la différenciation (Tontonoz et al., 1993). Son
implication au niveau hépatique et adipocytaire dans la régulation de nombreux génes
impliqués dans le métabolisme du cholestérol, des TG et des acides gras a été publié (Horton
et al., 2002). De plus, ce facteur présente une expression étroitement dépendante du processus
de différenciation en exercant un effet adipogénique discret (Casteilla et al., 2005). Au niveau
du tissu adipeux, il favoriserait 1’adipogenése en induisant I’expression de PPARy (Fajas et
al., 1999).

- Autres facteurs de transcription

En dehors de ces intervenants essentiels dans [’adipogenése, d’autres facteurs
transcriptionnels aux fonctions pro- ou anti-adipogéniques constituent potentiellement des
régulateurs importants de la differenciation adipocytaire. Ces différents facteurs sont

identifiés et présentés dans la figure 6.
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Facteurs de transcription
pro-adipogénique

C/EBPa, B, et 8, PPARy et §,
SREBP-1, CREBs, STATSs,
NFATs, FOXC2, HMGs, LXR,
KLF5, Notch Facteurs de transcription
anti-adipogénique

CHOP, CUP, GATA2 et 3,
RARa, SMADs, TCF/LEF,
KLF2

Figure 6 : Balance entre les facteurs de transcriptions pro- et anti-adipogéniques d’apres Feve
(2005).

CHOP : C/EBP homologous protein, CUP : C/EBP unidentified protein GATAZ2 et 3: GATA binding
protein 2 et 3, RARa : Retnoic acid receptor a, TCF/LEF : T-cell factor/Lymphoid enhancer factor,
KLF 2 : Kruppel like factor 2, CREBs : Camp responsive element binding protein, STATSs : Signal
transducers and activators of transcription, NFATSs : Nuclear factor of activated T cells, FOXC2 :
Forkhead box C2, HMGs : High mobility group proteins, LXR : Liver X receptor.

2.3.4.2.  Régulation hormonale et intracellulaire de [’adipogenese

En plus des facteurs de transcription qui viennent d’étre présentés, 1’adipogenése est controlée
par de nombreux facteurs de nature trés variée : hormones, cytokines, nutriments et molécules
de signalisation cellulaire. Les principaux facteurs connus sont présentés dans le tableau 2,
classés selon leurs effets pro- et anti-adipogénique ou mixte. Leurs mécanismes d’action sont

également indiqués.
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Tableau 2: Facteurs physiologiques régulant 1’adipogenése et mécanismes d’action, d’aprés
Casteilla et al. (2005).

Nature de ’effet Agent Commentaires et mécanismes d’action
Adipogénique GH -Intervient au moment de ’engagement
-Induit la synthése de la sécrétion d’IGF-1 par le pré-adipocyte
IGF-1 -Permet I’amplification clonale des préadipocytes
Insuline -Potentialise ’action transactivatrice de PPARY et a ainsi que la

Triiodothyronine

Acides gras

Glucose et acides
aminés

phosphorylation de ces facteurs
-Augmente 1’expression des C/EBPJ et § et de ADD1

-Controle la multiplication des cellules engagées

-Activent la croissance et la différenciation des pré-adipocytes
-Activent les PPAR

-Inhibent I’expression de CHOP-10

Effet mixte

AMPc

Corticostéroide

Acide rétinoique

Prostaglandines

-Induit la différenciation des cellules (3T3-L1 et Ob17) avec une
synergie entre AMPc et Ca?*.

-Induit la C/EBPB-

-Inhibe la maturation terminale des cellules 3T3-F442A

- Induit la différenciation des cellules (3T3-L1 et Ob17) sans doute
par induction de PLA2 avec production de certaines prostaglandines
- Induit la C/EBPS

-inhibe la maturation terminale des cellules 3T3-F442A

-Effet dépendant de la dose (inducteur de la différenciation a faibles
doses, inhibiteurs a forte dose)

-Effet inhibiteur relayé par RARa, et peut étre 1ié a une compétition
entre PPAR et RARa pour I’hétérodimérisation avec RXR.

-PGI2, carbacycline et PGJ2 (ligand potentiel de PPARYy favorisent
la différenciation
-PGF2a inhibe la différenciation

Anti-adipogénique

EGF, PDGF

TGFp

TNFa

-Réduisent I’activité transactivatrice de PPARY, a la suite de sa
phosphorylation

-Préviennent la différenciation indépendamment de leur effet
mitogénique

-Inhibe la différenciation et peut méme « dédifférencier » des
adipocytes constitués
-Inhibe I’expression de C/EBPa et de PPARy

GH : Growth Hormone, IGF-1 : Insulin-like growth factor-1, ADD1 : Alpha-adducin; CHOP-10 :
C/EBP homologous protein 10, AMPc : Adénosine monophosphate cyclique, PLA2 : Phospholipase
A2, RXR : Retinoid X receptor, RARGw. : Retinoic Acid Receptor o, PGI2 : Prostaglandin analogue,
PGJ2 : Prostaglandin J2, PGF2a : Prostaglandin F2a, EGF : Epidermal growth factor, PDGF :
Platelet-derived growth factor, TGFp : Transforming growth factor beta, TNFa : Tumor necrosis
factor alpha.
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2.3.5. Les fonctions du tissu adipeux

Les premiers roles attribués au tissu adipeux blanc étaient : la protection et 1’isolement
mécanique, le maintien de I’homéostasie énergétique (stockage de lipides sous forme de
triglycérides (TG) et la libération de substrats énergétiques sous forme d’acides gras non
estérifies (AGNE)). En plus de ses fonctions métaboliques, il est maintenant largement
démontré que le tissu adipeux posséde une riche activité sécrétoire et communique avec les
cellules des différents organes tels que le pancréas, le foie, les reins ainsi que les muscles

squelettiques (Fain et al., 2004).

2.3.5.1. Mécanismes et voies de régulation des fonctions métaboliques

L’adipogenése

Les TG stockés dans les adipocytes sont synthétisés a partir des AGNE et de glycérol
préalablement activés respectivement en acyl-Co-enzyme-A (Acyl-Co-A) et glycérol-3-
phosphate (G3P). Les AGNE proviennent de deux voies majeures (figure 7). La voie
dominante est représentée par le captage des AGNE préexistant sous la forme de TG

plasmatique associé aux chylomicrons et aux lipoprotéines de trés faible densité (VLDL).

44



Chapitre | : Etude bibliographique

Glycerol -3-p—— DHAP
_____ Glucose-6-

Pyruvate

Estérification
=2 TG Acetyl -COA
ACC

Glucose

Malonyl -COA
FAS
Palmnale

Glucose

Acyl -coA

AGNE
5

Transport passif Transporteur : AP2, FATP, CD36

N

4
AGNE =
GPIHBPl /

TG: Chylomicrons VLDL ----¥---eueo- > AGNE
Vaisseau capillaire

Figure 7: Lipogenése et synthése des triglycérides dans 1’adipocyte d’aprés De Barros (2007).

1 : Ancrage de la LPL a la surface endothéliale, 2 et 3 : Coopération de la LPL avec
GPIHBPI pour I’hydrolyse des lipoprotéines, 4 : transport des AGNE vers I’adipocyte, 5
Transformation des AGNE en Acétyl Co-A. 6 : Transport du glucose pour la lipogenese de
novo. 7 : Ré-estérification en présence du glycérol en TG.

TG : Triglycéride, LPL : Lipoprotéine lipase, AGNE : Acide gras non estérifié¢, GPIHBPL1 :
Glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein 1, VLDL :Very low
protein density, GLUT : Transporteur de glucose ; DHAP : Dihydroxyacétone phosphate, FAS : Fatty
acid synthase, ACC : Acetyl coenzyme A carboxylase, FATP : Fatty acid transport protein.

La lipoprotéine lipase (LPL), enzyme produite et sécrétée par les adipocytes, est transférée au
niveau de la lumiére des capillaires du TA et se fixe a la surface endothéliale par des liaisons

avec des glycosaminoglycans (comme des proteoglycans héparine sulfate) (Lafontan, 2012).

Une protéine ancrée aux cellules de I’endothélium capillaire du TA par un groupement
glycosylphosphatidylinositol, la GPIl-anchored high-density lipoprotein-binding protein 1
(GPIHBP1) a éte découverte récemment. Localisée a la surface basolatérale de la cellule
endothéliale capillaire, elle joue un rdle crucial en assurant la transcytose de la LPL dans la
lumiere des capillaires. De plus, elle faciliterait ’hydrolyse de TG en se liant auXx
chylomicrons (Young et al., 2007 ; Davies et al., 2010). Les AGNE libérés par 1’action de la
LPL vont étre captures par les adipocytes. lls peuvent diffuser passivement via un systéme de

transport passif ou étre véhiculés par certaines protéines membranaires.

45



Chapitre | : Etude bibliographique

Les adipocytes blancs humains expriment différents transporteurs des AG, qui facilitent et
contrélent leur entrée dans la cellule tels que : la protéine CD36 (homologue du transporteur
des AG murin Fatty Acid Transporteur (FAT)), la protéine de transport des AG : « Fatty Acid
Transport Protein » (FATP), et I’adipocyte protéine 2 (aP2). Ces protéines transportent les
AGNE jusqu’au site d’action de I’enzyme acyl-Co-A synthétase, qui les transforme en acyl-

Co—A puis les estérifie en TG en présence de glycérol.

La deuxieme voie est la lipogenese de novo: néosynthése d’acide gras principalement a partir
du glucose. Le glucose entre dans ’adipocyte grace aux transporteurs spécifiques GLUT1 et
GLUTA4. 1l est transformé via le processus de la glycolyse en pyruvate puis en AG a longue
chaine par I’action de 1’acétyl-CoA carboxylase (ACC) et la fatty acid synthase (FAS), puis
en Acyl-CoA. Comme précédemment, ces derniers sont ensuite estérifiés pour donner les TG.
La lipogenése de novo est moins active chez I’homme que chez le rongeur et contribue bien
moins aux stocks lipidiques de I’adipocyte que les TG alimentaires (Marin et al., 1992). De
nombreux facteurs tels que les catécholamines, I’hormone de croissance et la leptine sont
capables de contrdler le stockage des TG, mais le facteur majeur est 1’insuline. Elle stimule
cette voie en augmentant le captage du glucose via le recrutement du transporteur GLUT4 a la

membrane, et active les enzymes glycolytiques et lipogéniques (Kersten, 2001).

La lipolyse

La fonction lipolytique de I'adipocyte correspond au catabolisme des triglycérides qui conduit
a la libération dans le compartiment interstitiel puis plasmatique, le glycérol et les acides gras
non estérifiés. La lipolyse est régulée par la lipase hormono-sensible (LHS). Cette enzyme
hydrolyse les triglycérides en 1,2-diacylglycérol et 2-monoacylglycérol. Les monoglycérides
sont ensuite hydrolysés en acide gras et en glycérol par la monoacylglycérolipase.

Cependant, la mise en évidence d’une activité lipolytique diminuée mais toujours présente
chez des souris invalidées pour le géne de la LHS laisse supposer I’existence d’au moins une
autre lipase capable d’hydrolyser les TG dans les adipocytes : 1’adipocyte triacylglycerol
lipase (ATGL) (Osuga et al., 2000). L’ATGL jouerait un rdle clé dans la lipolyse basale, mais
I’hydrolyse des TG et des diglycérides par la LHS demeurerait 1’étape limitante dans la
lipolyse stimulée par les principaux agents lipolytiques chez I’homme: les catécholamines et
les peptides natriurétiques (Langin et al., 1996 ; Langin et al., 2005). Les mécanismes
d’activation de la LHS sont désormais bien connus : Les catécholamines (noradrénaline,

adrénaline (B1, B2-AR)) agissent via leurs récepteur couplé a la protéine G en activant
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I’adénylyl cyclase qui hydrolyse I'ATP en AMPc (Lafontan, 2005). Les concentrations
intracellulaires d’/AMPc dépendent de I'nydrolyse de I'ATP en AMPc par I'adénylyl cyclase,
mais également de la dégradation de I'AMPc en 5’AMP par la phosphodiestérase (POE). La
LHS est activée par phosphorylation d'un seul résidu sérine de la protéine. Cette réaction est
catalysée par une protéine kinase AMPc dépendante (PKA) ou GMPc dépendante (PKG)
(Sengenes et al., 2003).

La phosphorylation de la LHS démasque le site catalytique et active 1’enzyme. Cette
phosphorylation entraine une redistribution de la lipase du cytoplasme vers la vacuole
lipidique. La phosphorylation des périlipines (protéines abondamment exprimées a la surface
des gouttelettes lipidiques, et intervenant dans la localisation et la stabilisation de la LHS a la
surface des vacuoles) provoque leur détachement des lipides qui deviennent plus accessibles a
au LHS ce qui, finalement, déclenche la lipolyse. L’ensemble de ces réactions est présenté

dans la figure 8.

Figure 8: Les étapes de la lipolyse.

1 : Fixation des catécholamines ou peptide natriurétique atrial (ANP) sur leur
recepteur, 2 : Activation de I’ADNC, 3 : Hydrolyse de I’ATP en AMPc ou hydrolyse du GTP
en GMPC, 4 : Phosphorylation de la LHS et du périlipine via PKA/ou PKG, 5 : Passage de la
LHS-P vers la vacuole lipidique, 6 : Hydrolyse des TAG en DAG, 7 : Hydrolyse des DAG en
MAG , 8 : Libération du glycérol, 9 : Expulsion des acides gras libres vers le plasma.

ADNCc : Adényl cyclase, ANP : Peptide natriurétique atrial (atrial natriuretic peptide), NPRA :
Récepteur du peptide natriurétique atrial, GTP : Guanosine triphosphate, GMPc : Guanosine
monophosphate cyclique, ATP : Adénosine Triphosphate, AMPc : Adénosine monophosphate
cyclique, PKA : Protéine kinase A, PKG : Protéine kinase G, LHS : Lipase hormono sensible, TAG :
triacyl glycérol, AG : Acide gras, DAG : Diacyl glycérol, MAG : Monoacyl glycérol, ATGL :
Adipocyte triglycérol lipase, MGL : Monoglycéride lipase.
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2.3.5.2.  Les fonctions sécrétoires du tissu adipeux blanc

Le TA est capable de synthétiser et de sécréter une multitude de facteurs qui agissent soit
localement de fagon autocrine et/ou paracrine, soit de facon endocrine. On désigne sous le
terme « adipokines », I’ensemble des facteurs bioactifs produits et sécrétés par le TA. Les
principaux adipokines sont présentées dans la figure 9. Historiquement, la LPL est la premiere
adipokine découverte (Lafontan et Berlan, 2003). Toutefois, c’est la découverte de la leptine,
hormone synthétiseée par le TA et intervenant dans le contréle de la prise alimentaire, qui a
permis au TA d’acquérir le statut d’organe endocrine. Par la suite, d’autres facteurs produits
et sécrétés par le TA ont été décrits. Il en est compté actuellement plus d’une cinquantaine qui
différent tant au niveau de leurs structures que de leurs fonctions : des hormones (stéroides et
glucocorticoides), des cytokines (TNFa, IL-6, IL-8), des facteurs de croissance (TGF-pB), des
protéases (MMP-2 et 9) et des inhibiteurs de protéase (TIMP, PAI-1) (Frayn et al., 2003). Ces
adipokines possédent des fonctions physiologiques différentes, allant du contrdle du
métabolisme lipidique, a I’inflammation. Il est a noter qu’a part la leptine et I’adiponectine
considérées comme spécifiques des adipocytes, les adipokines seraient également exprimées
et produites par les cellules de la fraction non adipocytaire du TA (la fraction stroma-

vasculaire) (Gregoire et al., 1998).

Réponse immunitaireet inflammatoire Tonus vasculaireet angiogenése

Monocyte chemoattractant protein (MCP-1) Vascular endothelial growth factor (VEGF)
Plasmogen activator inhibitor-1 (PAI-1}) / Angiotensinogéne et Angiotensinell

Metalloprotéases detype2
etd (MVIP-2 et 9)

Tumor necrosis factor a (TNFa

Interleukines et & {l1-6 et 11-8)

#——* Angiopoietin 2

Leptine g Retinol binding protein (REF)

Prostaglandines

Résistine Lipoproteine lipase(LPL)

Adiponectine Acylation stimulating protein (ASP)

Metabolismeet homeéostasie énergétique Meétabolismelipidique et des lipoprotéines

Figure 9: Adipokines produites par le tissu adipeux et leurs principaux rdles dans le contréle
des grandes fonctions metaboliques d’aprés De Barros (2007).

Un dysfonctionnement métabolique et sécrétoire des adipocytes influence grandement

I’apparition des anomalies associées au développement du SM.
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2.4.Physiopathologie générale du Syndrome Métabolique

Les causes du développement du SM sont mal connues et la physiopathologie de ce syndrome
n’est encore aujourd’hui que partiellement comprise. Des prédispositions génétiques
(particulierement celles déterminant la corpulence, la répartition de la masse grasse,
I’hyperinsulinisme) et des facteurs environnementaux tels que la sédentarité, le tabagisme, le
stress, 1’alimentation riche en lipides et glucides constituent des facteurs en faveur du

développement du SM.

Si I’insulinorésistance semble étre au cceur des anomalies parce qu’elle prédispose au diabéte
de type 2, aux dyslipidémies qui lui sont associées et a un état pro-inflammatoire, elle n’est
toutefois pas directement corrélée a I’hypertension. En revanche, 1’obésité représente le
facteur le plus important dans [’étiologie du syndrome métabolique, contribuant a
I’hyperglycémie, I’hypertension et I’hypercholestérolémie. La survenue d’une obésité
abdominale qui se traduit par un dysfonctionnement du tissu adipeux contribue grandement a
I’apparition du syndrome métabolique. Ceci est réesumé dans la figure 10.

Facteursenvironnementaux 5  Facteursgénétiques
Stress-sédentarité- Phénotype-génotype

suralimentation \

Hyperplasie et
hypertrophie du tissu
adipeux

Dérégulation du métabolisme des AGNE > Dérégulation dans la production des adipokines
1 dela libération des Insulinorésistance Qg:ﬁ“::;gg]ssﬁr:i . stress oxydatif et
AGNE Dysfonctionnement des . dysfonctionnement
. T systéme nerveux centrale o
ﬁ ‘;i;pl; tsgfiﬁg;ese de p dup P —— endothélial
8 & Hyperglycémie iU .
fi e Begaiese VRerdly Vasoconstruction
¥ ¥ ¥ Etat pro-inflammatoire et
Dyslipidémie Diabéte de type 2 Hypertension prothrombotique

L l l
v

Syndrome métabolique

Figure 10 : Présentation schématique des facteurs de risques menant au développement du
syndrome métabolique d’aprés Kaur (2014). AGNE : acides gras non estérifiés

L’implication du tissu adipeux abdominal dans la régulation de la balance glucidique, et de
maniere plus large dans la physiopathologie du syndrome métabolique, emprunte
schématiquement au moins deux voies : une altération du métabolisme des AGNE et la
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production d’adipokines. En cas d’obésité, le tissu adipeux et particuliérement I’adipocyte
devient moins sensible a 1’action anti-lipolytique de I’insuline. L’insulinorésistance
s’accompagne d’une diminution de la lipogenése habituellement observée en situation
d’hyperglycémie, d’une levée de I’inhibition de la lipolyse dans le tissu adipeux, et d’une
réduction du transfert des acides gras non estérifiés (AGNE) des lipoprotéines circulantes vers

le tissu adipeux.

L’exces de catécholamines associés a la moindre inhibition de la lipase hormonosensible du
fait de I’insulinorésistance du tissu adipeux favorise cette lipolyse, en particulier au niveau du
tissu adipeux viscéral (Wajchenberg, 2000). La libération des AGNE en exces entraine une:
. Stimulation de la néoglucogeneése, altération du métabolisme des
lipides, des lipoprotéines de la dégradation de I’apolipoprotéine B et une
élévation de production des lipoprotéines riches en TG contribuant ainsi a
I’hypertriglycéridémie.
o Accumulation des graisses dans des localisations ectopiques
(pancréas, muscle, foie, ceeur) altérant ainsi 1’insulino-sécrétion par les cellules
B du pancréas et de I’insulino-sensibilité au niveau musculaire en inhibant
I’entrée du glucose médiée par 1’insuline.
. Diminution de I’extraction hépatique de I’insuline, accroissant

I’hyperinsulinémie déja induite par 1’insulino-résistance.

Au travers de mécanismes impliquant 1’augmentation de 1’activité du systeme nerveux
sympathique, la perturbation du métabolisme hydrosode, et la limitation de la vasodilatation
périphérique, I’insulino-résistance et 1’hyperinsulinémie contribuent également a 1’élévation
de la tension artérielle (Reaven, 2005 ; Cooper et al., 2007). Parallelement a ces
dysfonctionnements accompagnant la libération abondante des AGNE par le tissu adipeux, les
adipokines auraient un rdle d’interface entre 1’obésité et les événements moléculaires qui
conduisent & la résistance a I’insuline, I’inflammation, la dyslipidémie, I’hypercoagulabilité et

les anomalies endothéliales associées a I’athérosclérose et au SM (Jullien, 2008).

Le tissu adipeux d’un individu obése produit des cytokines pro-inflammatoires: le TNF a,
I’IL-1pB et I'IL-6 (Jullien, 2008). La production excessive de TNFa observée chez 1’obése et
dans les autres états de résistance a I’insuline comme le sepsis, pourrait jouer un réle central
dans le développement du SM. Le TNFa semble agir localement dans les adipocytes en

stimulant la lipolyse, favorisant ainsi la résistance a I’insuline, I’hyperinsulinémie, 1’élévation
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de la pression systolique et la dyslipidémie athérogéne (Porter et al., 2002 ; Krauss, 2004). Le
TNFo module également la production d’autres adipokines. Il augmente ainsi la production

d’IL-6, de leptine, de résistine et diminue celle de 1’adiponectine (Hutley et Prins, 2005).

La leptine est impliquée dans la régulation de la satiété et de la consommation d'énergie (Lau
et al., 2005). Les niveaux de leptine augmentent au cours du développement de I'obésiteé.
Outre son effet sur I'appétit et le métabolisme énergétique, la stimulation de I'hypothalamus
par la leptine peut augmenter la pression du sang a travers l'activation du systeme nerveux
sympathique (Carlyle et al., 2002). A 1’opposé de la leptine, I’adiponectine, dont les taux
sanguins sont diminués chez 1’obése, a une action antidiabétique, antiathérogéne et pourrait
limiter le développement du SM. Elle sensibilise I’organisme a [I’insuline, régule
I’homéostasie glucidique et lipidique et exerce une action anti-inflammatoire et
immunosuppressive sur le systeme immunitaire (Kadowaki et al., 2006). L’adiponectine
réduit notamment la prolifération des lymphocytes B et T, la production de TNFa et d’IL-6 et
induit la production de molécules anti-inflammatoires comme 1’IL-10 et I’'TL-1RA (Jullien,
2008). D’autres adipokines interviennent dans la physiopathologie du SM. Par exemple, le
retinol binding protein-4 (RBP4) dont le taux sérique augmente chez les individus obéses et
les sujets atteints du diabéte de type I, induit au travers différents mécanismes, une résistance
a I’insuline dans les cellules musculaires et hépatiques (Yang et al., 2005). D’autre part, le
plasminogen-activator inhibitor 1 (PAI-1), protéine régulatrice de la cascade de la
coagulation, notamment produite par le tissu adipeux (Shimomura et al., 1996), semble
augmenter chez 1’obése favorisant ainsi 1’état d’hypercoagulabilité, prédisposant a
I’athérosclérose.

Les adipokines comme la visfatine, 1’omentine, 1’apeline ou la vaspine, sont potentiellement
impliquées dans la physiopathologie du SM, mais leur réle n’est pas encore clairement établi.
Tous ces mécanismes conduisent a 1’évolution du syndrome métabolique vers les

complications cardiovasculaires.

2.5.Quelle prise en charge pour les patients souffrant du syndrome

métabolique ?

La prise en charge du SM, idealement préventive, repose en premier lieu sur des mesures
hygieno-diététiques (activité physique, alimentation équilibrée), éventuellement au sein de

structures spécialisées. La prise en charge d’un patient présentant un syndrome métabolique
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est notamment basé sur une perte de masse grasse abdominale (Battu, 2014). Une perte de
poids modérée (5 a 10 % du poids initial) mais durable est recommandée en réduisant 1I’apport
énergétique total, avec notamment une diminution des glucides (principalement ceux & index
glycémique éleveé) et en normalisant 1’apport lipidique (Battu, 2014). En effet, cette perte de
poids s’accompagne aussi d’une baisse du taux de triglycérides et du taux plasmatique de
protéine C réactive, considérée comme un marqueur d’inflammation. Notons que sur le plan
diététique, la réduction de I’apport lipidique au profit de I’apport glucidique aggrave le SM.
La prévention du diabéte de type Il chez les sujets intolérants au glucose bénéficie beaucoup
plus de I’association « exercice physique et reduction pondérale » que de la mise en ceuvre

d’une seule de ces mesures.

En plus des mesures hygéno-diététiques, certains patients atteints du syndrome métabolique
nécessitent une thérapie médicamenteuse. Cette prise en charge clinique est difficile car aucun
protocole de soin n’est reconnu pour prévenir ou améliorer le syndrome métabolique dans son
ensemble. Néanmoins, quelques stratégies multifactorielles pourraient étoffer 1’arsenal
thérapeutique existant, essentiellement constitué de composes ciblant un facteur de risque
specifique. La figure 11 résume les traitements médicamenteux et leurs modes d’action

thérapeutiques susceptibles d’étre proposes pour réduire chacun des facteurs de risque.
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Facteurs métabolique

Inhibiteurs de 'absorption de graisses (orlistat)

Obésité -Inhibiteurs de I’a-glucosidases (acarbose, miglitol, voglibose)
-Insulinosensibilisateurs (biguanide: metformine)
-Simulateurs de la libération d’insuline (Sulfamides hypoglycémiants : glipizide,
; gliclazide, glibenclamide, gliquidone, glyclopyramide, glimépiride. ...)
Intolérance au glucose -Stimulateurs de la synthése d’insuline (glitinides, repaglidine);
Diabeéte de type 2 -Analogues du GLP-1 (exenatide , liraglutide)
-Inhibiteursde la DPPIV (sitagliptine, la vildagliptine et la saxagliptine)
- Insulines : (insulines humaines et analogues de l'insuline)
Dyslipidémie

-Inhibiteurs de la HMG-CoA réductase (statines : fluvastatine, pravastatine...)
-Activateursde la PPARa (fibrates: bezafibrate, gemfibrozil, ciprofibrate ...)
-Les inhibiteurs de ’'absorption du cholestérol total (ézétimibe)
-Séquestrant desacides biliaires (cholestyramine)
-Les inhibiteurs de I’absorption du cholestérol total: ézétimibe

Facteurs métabolique -Inhibiteurs de la synthese des VLDL (niacine)

-Diurétiques (furosémide,indapamide...)
-B-bloquants (proparanol, aténolol...)

Hypertension -Inhibiteurs de ’enzyme de conversion de I'angiotensine (captopril, enalapril...)
-Antagonistes des récepteurs de 'angiotensine (telmisartan, losartan...)
-Antagonistesde Ca 2* (ditlthiazem, nifédipine...)
Etat prothrombotique

-Fluidifiants (aspirine)
-Agents anti-plaquettaires (clopidogel, tirofiban)

Etat pro-inflammatoire
Pasde traitements spécifiques

Figure 11: Composantes du syndrome métabolique, traitements médicamenteux pratiqués et
mécanismes d’action (Junquero et Rival., 2006).

Pour la plupart des patients atteints du syndrome métabolique, les tentatives d'adhérer a un
régime alimentaire et un mode de vie « sain » ne sont pas suffisants, conduisant a la chirurgie
et/ou & un traitement médicamenteux. A ces deux mesures extrémes pourrait s’ajouter une
mesure intermédiaire : la consommation d'aliments fonctionnels qui pourraient aider a
controler ’homéostasie énergétique. En plus de leur bonne image auprés du public, ces
aliments, notamment d'origine marine, peuvent contenir des molécules bioactives naturelles.
En effet, les ressources marines et, en particulier, les protéines marines ont un potentiel
thérapeutique prometteur.

La teneur protéique brute moyenne dans les poissons crus varie entre 17 et 22% (p/p). Chez
les crustacés et les mollusques ce taux est compris entre 7 et 23% (Harnedy et FitzGerald,
2012). Les hydrolysats et les peptides biologiquement actifs libérés a partir de ces protéines,
que ce soit lors de la digestion ou pendant la transformation des aliments, peuvent avoir des

influences cruciales sur la régulation et la modulation du métabolisme de I'étre humain.
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De nombreuses études ont montré que des peptides de poisson pouvaient avoir des effets
bénéfiques sur de nombreuses maladies y compris I’hypertension artérielle, lI'obésité, le
diabéte, le cancer, les maladies coronaires vasculaires, l'inflammation et les maladies
immunologiques (Kristinsson et Rasco, 2000). Dans la partie qui suit, nous insisterons plus
spécifiqguement sur les cryptides marins évoqués dans la littérature comme potentiellement

capables de cibler un ou plusieurs facteurs de risque associés au développement du SM.
3. Cryptides marins et syndrome metabolique
3.1.Cryptides marins et dyslipidémie

Les protéines alimentaires et leurs hydrolysats peuvent jouer un role dans la réduction des
risques des maladies coronariennes en abaissant les taux de cholestérol et de triglycérides
plasmatiques (Bakhit et al., 1994).

Wergedahl et al. (2004) ont comparé les effets hypocholestérolémiants des hydrolysats de
protéines issues de co-produits du saumon de I’atlantique avec celles du soja et des caséines.
Ces hydrolysats ont été testés chez les rats obeses Zucker (fa/fa). Ces travaux ont montré que
le régime alimentaire supplémenté par les peptides du saumon donné pendant 22 jours aux
rats Zuckers affectait de facon bénéfique la composition en acides gras plasmatiques et
hépatiques ainsi que le taux des VLDL. De plus, ces auteurs ont montré que la concentration
du cholestérol plasmatique des rats ayant recu les peptides du saumon ou de soja dans leur
alimentation était moins élevée que ceux traités avec des hydrolysats de caséine. Les
hydrolysats protéiques de saumon diminueraient le taux de cholestérol plasmatique via la
réduction de I’activité de I’Acyl-CoA Cholestérol Acyl Transférase (ACAT). Les hydrolysats
de soja agiraient sur I’activit¢é de ACAT et en stimulant I’excrétion fécale des acides

biliaires.

Chez le rat, il a été montré que les protéines de poisson potentialisent 1’effet hypolipidémiant
des huiles de poisson. En effet, en combinaison, les protéines et les huiles de poisson
abaissent sensiblement le taux de cholestérol total. Ceci serait d( principalement a

I’augmentation de la concentration du cholestérol-HDL (Wergedahl et al., 2009).

Récemment, Hosomi et al. (2012) ont eux aussi comparé les effets d’hydrolysats de protéines
prépares a partir de filet de lieu d’Alaska et de caséine. Les expérimentations in vivo menées

sur des rats males Wistar nourris avec les hydrolysats de poisson ont présenté des
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concentrations plasmatiques de TG et de cholestérol-LDL ainsi qu’un taux de cholestérol
hépatique inférieur a celui des rats nourris avec des hydrolysats de caséine. L’excrétion fécale
du cholestérol était beaucoup plus importante chez le groupe traité avec 1’hydrolysat de
poisson. Ces données suggerent que 1’hydrolysat de lieu d’Alaska exercerait des effets sur les
teneurs en lipides du plasma et du foie. Ces effets ont éte, au moins partiellement, médiés par
une altération de I'expression des génes hépatiques impliqués dans I'homéostasie lipidique tels
que celui codant pour le cholestérol 7-alpha hydroxylase (Hosomi et al., 2012).

Au cours d’autres travaux, des hydrolysats protéiques du muscle de la sardinelle (Sardinella
aurita) élaborés en utilisant trois différentes préparations protéolytiques : extrait enzymatique
endogene de sardinelle (SPHEE), préparations enzymatiques de Bacillus mojavensis A21
(SPHAZ21) et de Bacillus pumilus Al (SPHAZL) ont montré un effet hypolipidémiant chez les
rats Wistar (Ben Khaled et al., 2012). Dans cette étude, les rats ont été nourris avec une
alimentation riche en cholestérol ce qui a provoqué une augmentation du cholestérol sanguin
(67,8%) et de triglycérides (53%) par rapport au témoin. Le ratio LDL/HDL a également
augmenté de maniére significative par rapport a celui du témoin. L'administration des 3 types
hydrolysats protéiques de sardinelle & une concentration de 5% (p/v), en concomitance avec
I'alimentation riche en cholestérol a permis la correction : des taux de cholestérol total de 11
% (SPHAL), 20% (SPHA21) et 31% (SPHEE) et des taux des triglycérides de 22% (SPHA1),
32% (SPHAZ21) et 46% (SPHEE), comparé au groupe témoin. Une diminution significative du
ratio LDL/HDL a été observée avec les 3 groupes traités avec les hydrolysats SPHEE,
SPHA21 et SPHEE. Cette correction n'est pas si importante pour le groupe traité par les

protéines de sardinelle non hydrolysées (Ben Khaled et al., 2012).

Les hydrolysats de protéine de poisson ne sont pas la seule source de peptides bioactifs
potentiellement capables de moduler le métabolisme lipidique. En effet, Rhopilema
esculentum, une méduse largement consommée par les Chinois depuis plus de mille ans se
révele étre riche en cryptides régulant le syndrome metabolique. Une étude récente a montré
que l'administration orale de I’hydrolysat protéique de cette méduse riche en peptides (PM <2
kDa) pendant 30 jours engendrait une diminution du niveau du cholestérol total et des
triglycérides et une augmentation significative de lipoprotéine de haute densité par rapport a

des rats nourris avec un régime riche en graisse (Liu et al., 2012).

Les données publiées précédemment proposent des mécanismes d’action multiples et variés

par lesquels les cryptides marins peuvent agir sur la distribution du profil lipidique. La
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réduction du taux du cholestérol plasmatique et/ou hépatique, la diminution des TG et des
LDL-C, I’élévation du HDL-C ou encore 1’excrétion des acides biliaires figurent parmi ces
mécanismes. La plupart de ces études ont été menées sur des modeles de rats et les études
cliniques sur les humains sont limitées ou inexistantes. De plus, il est a noter que les
concentrations plasmatiques optimales des peptides bioactifs conduisant a une activité

biologique n'ont pas encore été déterminées.
3.2.Cryptides marins et diabéte

Le diabete est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas
suffisamment d’insuline ou que 1’organisme n’utilise pas correctement I’insuline qu’il produit.
Sa prévalence augmente fortement et rapidement dans tous les pays. 347 millions de
personnes sont diabétiques dans le monde (Danaei et al., 2011) et I’OMS prévoit qu’en 2030,
le diabete sera la septiéme cause de déces dans le monde (“WHO | Global status report on
noncommunicable diseases 2010°’). L'hyperglycémie est un effet courant du diabéte. Elle
provoque, avec le temps, de graves lésions affectant de nombreuses parties du corps, en
particulier les nerfs et les vaisseaux sanguins (définition OMS).

Les maladies cardiovasculaires, le syndrome métabolique et le diabete de type Il sont tous
associés a une augmentation de la concentration des cytokines circulatoires produites a la
suite de l'inflammation. Ces cytokines inflammatoires, sont produites par différents types de
cellules et libérés dans la circulation sanguine, ou elles régulent les différents tissus par leurs
actions locales, centrales et periphériques. La meilleure stratégie permettant de réguler

efficacement la réponse inflammatoire est encore un sujet a débats (Calle et Fernandez, 2012).

Dans le diabéte de type I, le systeme immunitaire attaque les cellules productrices de
I'insuline alors que dans le diabéte de type I, le type le plus commun, les cellules deviennent
résistantes a 1’action de I’insuline et le pancréas est incapable de produire suffisamment
d’insuline pour surmonter cette résistance. Cette résistance a l'insuline appelée couramment «
insulinorésistance» est associée a une inflammation chronique et a la libération de la cytokine

pro-inflammatoire tels que le TNFa (Shoelson et al., 2006).

Le diabete pourrait donc étre assimilé a une maladie inflammatoire. Dans ce type de
pathologie, le systtme de défense antioxydant est compromis, ce qui se traduit par une

augmentation des marqueurs de stress oxydatif, et une diminution de la production d'enzymes
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antioxydantes. L’utilisation de composés permettant de rétablir 1’équilibre de la balance

antioxydants/oxydants pourrait s’avérer bénéfique.
3.2.1. Cryptides marins et stress oxydatif

Les antioxydants dérivants de ressources naturelles, en particulier, ceux d'origine marine,
peuvent avoir un effet protecteur contre le deéveloppement de maladies inflammatoires
(D’Orazio et al., 2012). Plusieurs hypotheses sont proposées pour élucider le mécanisme
exact par lequel les peptides exercent leur potentiel antioxydant. Des études ont montré que
les hydrolysats de protéines et les peptides purs peuvent agir comme piégeurs de radicaux
libres, chélateurs des métaux de transition, ou encore inhibiteurs de la peroxydation lipidique
qui se produit chez les diabétiques (Sarmadi et Ismail, 2010). De plus, certains peptides
allégeraient le stress oxydatif en activant des génes spécifiques d’enzymes antioxydantes et de
composants antioxydants non enzymatiques dans des modéles cellulaires in vitro (Erdmann et
al., 2006).

Les peptides antioxydants d'origine marine sont bien documentés et il est a noter leur
intégration dans de nombreux produits commercialisés pour des applications nutraceutiques,
tels que : Stabilium 200, un autolysat de poisson de I'Atlantique (Compagnie Générale de
Diététique-Yalacta F-14000 Caen, www.yalacta.com) et PROTIZEN®, un hydrolysat de
poisson blanc de Copalis (F-62480 Le Portel www.copalis.fr). Ces deux produits
revendiquant des effets relaxants. Fortidium Liquamen® est un autolysat de poisson blanc
(Molva de molva) des laboratoires Duchange (F-14120 Mondeville, www.biothalassol.com)
présentant des effets multiples, tels que la réduction du stress oxydatif, I'abaissement de

I’index glycémique et un effet anti-stress.

Les produits et co-produits de péche contiennent des peptides a activité antioxydante qui
pourraient avoir un role dans la prévention des dommages oxydatifs liés au développement du
SM (Ryan et al., 2011 ; Najafian et Babji, 2012). D'autres peptides dérivés d’hydrolysats
protéiques d’origine marine peuvent avoir des propriétés antidiabétiques et moduler le

métabolisme lipidique en agissant sur la sensibilité a I'insuline et I'absorption du glucose.

3.2.2. Cryptides marins et modulation du métabolisme glucidique

Les propriétés antidiabétiques des cryptides ont recemment été mises en évidence. En effet,

un certain nombre d’études ont montré que ces derniers pouvaient exercer leur potentiel
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antidiabétique en modulant la sensibilité a I'insuline, en retardant I'absorption du glucose ou
encore en favorisant le maintien de I’équilibre du glucose via la diminution de la dégradation
des incrétines. Parmi les espéces de poissons concernées, la morue, le requin, la sardine et le

saumon ont été étudiés.
3.2.2.1.  Cryptides marins et modulation de la sensibilité a l’'insuline

Plusieurs auteurs ont suggéré que les protéines de poisson, auraient un effet glucorégulateur.
Lavigne et al. (2001) ont dans un premier temps démontré les effets bénéfiques de la protéine
de morue sur la résistance a l'insuline chez des rats ainsi que sur la réponse glycémique et
insulinémique. La conclusion de cette étude est qu’une ration riche en protéines de morue
diminue l'insulinorésistance musculaire induite par I'obésité chez des rats. Cette action serait
médiée par des acides aminés qui agiraient sur I'absorption du glucose stimulée par I'insuline

dans les cellules musculaires squelettiques.

D'autres études ont exploré les mécanismes cellulaires a 1’origine de cette augmentation de la
sensibilité a I'insuline. Ils ont conclu que la protéine de morue restaurerait l'activité de la P13-
kinase/AKT dans le muscle squelettique et améliorerait la translocation des transporteurs de
glucose GLUT4 dans les tubules transverses du muscle des rats obeses nourris avec un régime

riche en matieres grasses (Tremblay et al., 2003).

Des études menées par des chercheurs de I’Université Laval sur I’effet de la consommation de
protéines de morue chez 17 sujets humains obeses et résistants a 1’insuline, mais non
diabétiques, ont montré qu’un régime alimentaire riche en protéines de morue
comparativement a d'autres protéines animales (bceuf, porc, ceufs, volaille et produits laitiers),
provoquait une augmentation de 30% de la sensibilité a lI'insuline (Ouellet et al., 2007) et une
diminution de 24% de la protéine C réactive, marqueur d’inflammation chez les sujets

insulinorésistants (Ouellet et al., 2008).

Une autre équipe a évalué 1’effet thérapeutique d’hydrolysats de protéines de peau de saumon
sur un modele de rat de diabete de type Il (Zhu et al., 2010c). Les dysfonctionnements des
cellules B, qui caractérisent ce type de diabéte ont été étudiés. Les résultats ont montré que les
oligopeptides issus de peau de saumon pouvaient réduire de maniére significative les niveaux
de glycémie a jeun ainsi que l'apoptose des cellules  des Tlots pancréatiques. Les auteurs ont
suggeré que cet effet bénéfique était obtenu suite a une régulation du stress oxydatif et de

I'inflammation liée au diabéte de type II.

58



Chapitre | : Etude bibliographique

Une autre étude portant sur les effets thérapeutiques des peptides de collagene marin (MCP) a
été menee par cette méme équipe. Ces peptides obtenus a partir de la peau de poisson sauvage
(hydrolysée par la pepsine, la chymotrypsine, la trypsine et la lipase pancréatique) ont été
testés chez 100 patients chinois atteints de diabéte de type Il (Zhu et al., 2010a). Une
réduction significative de la glycémie a jeun, de I'némoglobine Alc glyquée humaine, de
Iinsuline & jeun dans le sang, accompagnée d’une augmentation des niveaux de l'indice de
sensibilité a I'insuline a été observée chez les patients apres un traitement d’une durée de 1,5
et 3 mois. En effet, il s’avére qu’un traitement a base d'hydrolysats de poisson favoriserait la
régulation du métabolisme glucidique et lipidique chez les diabétiques (Zhu et al., 2010b) et

chez les patients diabétiques et hypertendus (Zhu et al., 2010a)

Un peptide antidiabétique d’origine marine a été purifié¢ et caractérisé en 2005 (Huang et Wu,
2005). Ce peptide purifié de 8200 Da, appelé S-8300, a été découvert dans un extrait de foie
de requin. Apres avoir rendu des souris diabétiques par administration de streptozocine, agent
alkylant toxique ayant pour effet de détruire sélectivement les cellules B des ilots de
Langerhan. Les souris ont été traitées au S-8300. Leurs taux de glucose, de cholestérol et de
triglycérides sanguins ont alors diminué de fagon significative, alors que les réserves
hépatiques de glycogene ont augmenté (Huang et Wu, 2009). Ce peptide agirait
vraisemblablement en inhibant la protéine Fas, controlant 1’apoptose des cellules
pancréatiques, et aurait donc un potentiel comme agent antidiabétique. Cependant, malgré sa
stabilité a température élevée (95 °C, 30 min) et a pH entre 3 et 9, ce peptide s’avere étre
totalement inactivé par la protéinase K et par digestion a la trypsine, ce qui empéche son

utilisation directe comme ingrédient fonctionnel (Huang et Wu, 2010).

En plus de ces études in vivo suggérant un effet bénéfique des hydrolysats et protéines marins
sur la modulation du métabolisme glucidique quelques études in vitro et in silico ont proposé
d’autres mécanismes pour le controle de la glycémie post-prandiale. Ces études suggérent que
les peptides notamment d’origine marine pouvaient constituer d’éventuels inhibiteurs
d’enzymes intervenant dans la régulation de la glycémie post-prandiale telles que les enzymes

digestives (a-glucosidases et a-amylases) ou encore la dipeptidyl peptidase 1V (DPPIV).
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3.2.2.2.  Cryptides marins et glycémie post-prandiale

= Cryptides et inhibition des enzymes digestives réqulant la glycémie

Une premiére approche, pourrait consister a inhiber les enzymes digestives. L’objectif étant
de diminuer et de retarder la dégradation des sucres et ’absorption du glucose afin de

diminuer la glycémie post-prandiale.

Au cours de la digestion, les glucides absorbés sont dégradés par les a-amylases salivaires et
pancréatiques en dissacharides puis par les a-glucosidases (maltase, lactase, saccharase ou
invertase) en monosaccharides. Seuls les mono-saccharides peuvent franchir la barriére
intestinale. Les inhibiteurs de ces enzymes clés peuvent donc empécher la digestion des
sucres. Ceux ci ne pouvant étre absorbés, continuent leur périple dans 1’intestin et subissent la
fermentation colique bactérienne ou ils sont convertis en acides gras volatiles ou sont éliminés

dans les selles.

Quelques études ont rapporté 1’effet inhibiteur de peptides issus de sources naturelles sur I’a-
amylase (Yu et al., 2012) et I’a-glucosidase (Yu et al., 2011 ; Yu et al., 2012) et un nombre
tres limité de ces peptides sont issus de ressources marines. Matsui et al. (1999) présentent un
travail concernant I’identification de peptides inhibiteurs de 1’a-glucosidase provenant de
I'nydrolysat de muscle de sardine, préparé par digestion avec la protéase alcaline de Bacillus
licheniformis. Apres purification par HPLC en phase inverse, deux peptides inhibiteurs de 1’a-
glucosidase ont été isolés : VW et YYPL. Les études d'inhibition du peptide YYPL et ses
dérivés ont démontré que la longueur de la chaine, ainsi que la présence d'acides aminés
aromatiques hydrophobes a I'extrémité N-terminale et les acides aminés aliphatiques a
I'extrémité C-terminale pouvaient avoir de [l'importance pour développer une activité
d'inhibition.

= Cryptides marins et inhibition de la dipeptidyl peptidase IV (DPPIV)

La seconde approche utilisée dans le controle de 1’hyperglycémie post-prandiale chez les
diabétiques implique I’inhibition de la DPPIV. Les peptides inhibiteurs de la DPPIV de
source alimentaire sont mieux documentés dans la littérature que ceux des enzymes
digestives. La DPPIV est une serine protéase clivant préférentiellement les dipeptides Xaa-
proline ou Xaa-alanine a partir de I'extrémité N-terminale de polypeptides, ou Xaa représente
un acide aminé quelconque a l'extrémité N-terminale. Cette enzyme multifonctionnelle est

exprimée dans diverses cellules, et notamment dans le foie, le rein et I'intestin (Thoma et al.,
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2003). La DPPIV est impliquée dans la dégradation de 1’hormone glucagon-like peptide-1
(GLP-1) et de I’hormone gastric inhibitory polypeptides (GIP). Ces hormones régulent la
glycémie & jeun et post-prandiale, en stimulant la sécrétion de I’insuline et en diminuant la
sécrétion du glucagon par les cellules a-pancréatiques pour faire diminuer la production de

glucose par le foie (Addison et Aguilar, 2011).

Des séquences peptidiques inhibitrices de la DDPIV issues de différentes sources alimentaires
ont été identifiées. La plupart des peptides sont issus de protéine du lait (Nongonierma et
FitzGerald, 2014). Malgré la diversité structurale des protéines d’organismes marins, peu de
travaux ont rapporté des peptides inhibiteurs de la DPPIV dérivés de ces ressources. Les
séquences de ces peptides d’origine marine, leurs origines et leur potentiel inhibiteurs exprimé
en valeur de CI 50 (concentration en peptides nécessaire pour inhiber 50 % I’activité de la
DPPIV) sont récapitulés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Peptides inhibiteurs de la DPPIV identifiés dans les ressources marines.

Séquences Origine Cl1 50 Références
(LM)

GPAE Gélatine de peau de 49,6 (Li-Chan et al., 2012)
saumon de I’atlantique)

GPGE Gélatine de peau de 41,9 (Li-Chan et al., 2012)
saumon de I’atlantique)

PGVGGPLGPIGPCYE Jus de cuisson thon 52,3 (Huang et al., 2012)

CAYQWQRPVDRIR Jus de cuisson de thon 46,1 (Huang et al., 2012)

PACGGFWISGRPG Jus de cuisson de thon 41,7 (Huang et al., 2012)

Recemment, une approche in silico a étudié le potentiel de diverses protéines alimentaires a
contenir dans leur séquence des précurseurs inhibiteurs de la DPPIV (Lacroix et Li-Chan,
2012). Des séquences peptidiques proposées dans la littérature comme inhibiteurs de 1’activité
de la DPPIV ont été recherchées dans les protéines de différentes sources. Le potentiel de
chaque protéine a été quantifié sur la base de la fréquence de ces fragments peptidiques par
rapport a la longueur de la chaine. Les auteurs ont montré que 4 protéines de viande bovine et
4 autres dérivées du saumon du Pacifique contenaient respectivement 685 et 499 fragments

qui correspondaient a des tri et dipeptides préalablement identifiés comme ayant une activité
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inhibitrice sur la DPPIV. Les protéines du collagéne de la viande bovine et du saumon du

pacifique semblent donc étre des sources intéressantes en inhibiteurs potentiels de la DPPIV.

Le potentiel des hydrolysats protéiques de poisson a réguler le taux de glucose dans le sang a
été étudié in vivo : un hydrolysat protéique de muscle de sardine a montré un effet bénéfique
sur la tolérance au glucose chez les rats spontanément hypertensifs prédisposés aux accidents
vasculaires cerébraux. L'effet observé serait lié a la présence de peptides inhibiteurs de I'ECA
(Otani et al., 2009). Cette derniére etude indique que les cryptides marins pourraient cibler
plus d’une pathologie intervenant dans le développement du syndrome métabolique. D'autres
études sur des actions synergiques et effets multifonctionnels de cryptides marins vont

certainement confirmer leur potentiel contre le SM et les pathologies qui lui sont associés.

3.3.Cryptides marins et obésité

Autrefois considérée comme provenant d’un simple déséquilibre de la balance énergétique,
I’obésité est désormais reconnue comme une maladie complexe d’origine multifactorielle, qui
résulte d'une combinaison de facteurs génétiques, environnementaux, psychologiques, sociaux
et culturels. Les génes impliqués dans la régulation de l'appétit et du poids corporel ont été
identifiés, mais leur contribution dans le développement de I'obésité humaine semble étre trés
modeste (moins de 5%) (Barcel6-Batllori et Gomis, 2009). L'obésité implique de multiples
dysfonctionnements métaboliques, notamment une dérégulation dans le métabolisme des
lipides, la fonction des adipocytes, la thermogenése ou l'apport énergétique (Barceld-Batllori
et Gomis, 2009).

L’identification des cibles thérapeutiques potentielles passe de plus en plus souvent par
I’utilisation d’une combinaison de plusieurs technologies, y compris la protéomique.
D’importants progres ont été réalisés dans la compréhension de 1’intégration supérieure des
signaux entre le tissu adipeux, les organes périphériques et le systeme nerveux central
conduisant a la régulation de I'noméostasie énergetique. Ces travaux ont permis la synthése de
nombreuses molécules, potentiellement intéressantes pour lutter contre 1’obésité (Barcelo-
Batllori et Gomis, 2009).

A ce jour, il n'existe pas de traitements médicamenteux a action centrale contre 1’obésité sur le
marché Européen a I’exception de ’orlistat (nom commercial : Xenical®). Ce produit, est

actuellement le seul médicament anti-obésité autorisé en France. L’orlistat agit dans 1’estomac
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et dans I’intestin gréle en inhibant les enzymes gastro-intestinales (lipases gastro-intestinales).
Il limite ainsi I’absorption des triglycérides alimentaires. Ces derniers sont ensuite éliminés

par voie fécale.

Aux Etats-Unis, les seuls médicaments pouvant étre utilisés pour traiter I'obésité sont des
suppresseurs d'appétit sympathomimétiques. Cependant, ces traitements ne sont approuvés
que pendant des durées inférieures a 3 mois. Il y a quelques années, la D-amphétamine et de
la méthamphétamine ont été prescrits comme coupe-faim, mais leur mauvaise utilisation et le
risque d'accoutumance ont conduit a limiter leur prescription et a leur classement en drogues
contrélées a usage restreint. D'autres médicaments ont été retirés du marché en raison de leurs
effets secondaires. En effet, ’utilisation prolongée de certains produits tels que les dérivés de
I’ergot, la phénylpropanolamine ou encore le benfluorex plus connu sous le nom de
Mediator® a été liée a un développement d’hypertension artérielle pulmonaire et de
valvulopathies cardiaques (Heal et al., 2012). Les effets indésirables de ces médicaments
médiatisés jugés intolérables au regard de I’enjeu initial motive I’intérét du public pour les
molécules naturelles. Des produits nutraceutiques combinés a une bonne hygiene de vie

pourraient favoriser la perte de poids.

Les principaux facteurs aggravants de 1'obésité sont la consommation d’une alimentation riche
en matiéres grasses, sucre et sel combinée a un mode de vie sédentaire. Ainsi, le premier
moyen de lutte contre I'obésité reste bien évidemment la diminution de la prise alimentaire et
I’augmentation des dépenses caloriques. Le maintien a long terme d’un poids corporel stable
est régulé par plusieurs signaux endocriniens tels que I'insuline et la leptine. Cette régulation
est couplée a des sighaux a court terme qui sont directement liés a la prise alimentaire comme
la cholécystokinine (CCK). La libération de la CCK par les cellules duodénales dans la
lumiere du tube digestif conduit a la stimulation de la maotilité intestinale, la contraction de la
vésicule biliaire, l'inhibition de la vidange gastrique, et la stimulation de la sécrétion
pancréatique (Strader et Woods, 2005). Ainsi, la CCK contribue a contréler la prise

alimentaire et a réguler I'apport énergétique quotidien.

Pendant la digestion, les acides biliaires sont sécrétés par le foie a partir du cholestérol. Ils
sont la principale composante de la bile. Il semble que 1’apport hépatique en taurine et glycine
affecte la conjugaison et la sécrétion des acides biliaires qui, a leur tour, peuvent interférer

avec les récepteurs des hépatocytes. Par ailleurs, la perturbation ciblée du géne codant pour
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ces récepteurs conduit a I'accumulation de graisse et a une augmentation du poids corporel
(Maruyama et al., 2006). Ainsi, la perturbation de la sécrétion de I’acide biliaire est également
une cible thérapeutique potentielle pour le développement de médicaments dédiés au

traitement des maladies métaboliques humaines.

Il est aujourd'hui clairement établi que les signaux de satiété incluent les précurseurs d’acides
aminés ou des neurotransmetteurs comme la sérotonine et les catécholamines (noradrénaline
et dopamine). Le niveau des métabolites circulant (acides aminés, glucose...) et des hormones
insuline....) ainsi que les signaux digestifs (distension, 1’osmolarité et taux d’hormones

gastro-intestinales telle que la CCK) modulent également la satiété.
3.3.1. Cryptides marins et régulation de la satiété

Quelques études ont démontré que les hydrolysats protéiques dérivés de ressources marines
peuvent avoir une incidence sur la satiété.

En 1991, Uhe et al. (1992) ont comparé la métabolisation de trois sources de protéines
(bifteck maigre, poitrine de poulet sans peau, et requin (Mustelus antarcticus) chez six sujets
masculins maigres. Les résultats ont montré que les protéines de poisson procuraient une
sensation de satiété plus importante que celle de beeuf ou de poulet. Selon ces auteurs, ceci
pouvait étre di a leur digestion plus lente, a leur influence sur la sécrétion des hormones
digestives ou encore a la différence en taux de tryptophane post-prandial (Uhe et al., 1992).
En effet, le pic post-prandial d’acides aminés observé aprés 1’ingestion de protéine de poisson
est plus tardif que celui qui suit I’ingestion de protéines de viande, suggérant une digestion
plus lente. De plus, une augmentation plus importante de taux plasmatiques d’acides aminés
soufrés (taurine et méthionine) a été observée mais elle est restée sans signification biologique
bien établie. Cependant, d'autres signaux putatifs de la satiété (insuline, taux de glucose)
n'étaient pas significativement différents selon la consommation des trois types de protéines

étudiés.

Une autre étude a décrit 1'effet de I'nydrolysat de protéines d’une espece de requin appelée
I'émissole lisse (Mustelus mustelus), dans la régulation de la prise alimentaire (Ali Bougatef,
2010). Dans ces travaux, I'nydrolysat de protéines a été produit par des protéases digestives
intestinales de la méme espece. L'analyse des acides aminés par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) a montre que I'hydrolysat était riche en

leucine, alanine, glycine, thréonine, sérine, lysine et acide glutamique. Le poids moléculaire
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des peptides a été estimé entre 200 et 2500 Da et leur potentiel a diminuer le poids corporel et
réduire la prise alimentaire in vivo a été évalué sur des modéles de rats Wistar. Les chercheurs
ont observé qu’au bout de 21 jours de gavage quotidien avec 10 mg/ml d’hydrolysat, le gain
de poids corporel ainsi que la prise alimentaire chez les rats traités avaient significativement
diminué par rapport aux rats du groupe contrle (Ali Bougatef, 2010). L'effet satietogéne
observé n'a pas été significativement corrélé au taux de I'insuline ni avec la concentration de
CCK dans le plasma des rats nourris avec 1’hydrolysat. Cet effet a été probablement induit par
I'intermédiaire d'autres hormones. Toutefois, la réduction de la prise alimentaire par les
neuropeptides anorexigenes est I'un des mécanismes possibles par lesquels cet hydrolysat de

poisson a pu agir.

Le développement de tests in vitro pour la recherche de peptides capables d'augmenter la
sécretion de CCK s’appuie sur des similitudes entre les cellules sécrétant les CCK humaines
et la lignée cellulaire entéroendocrine STC-1. Les peptides activateurs de la sécrétion de CCK
pourraient étre liés a la suppression de I'appétit.

Il a été rapporté que 1’hydrolysat protéique du muscle de merlan bleu (Micromesistius
poutassou) et des tétes de crevettes brunes (Penaeus aztecus) stimulaient, de facon
significative les cellules STC-1 qui sécrétent les hormones de satiété GLP1 (glucagon-like
peptide 1) et CCK (Cudennec et al., 2008). Par exemple, apres une incubation de 2 heures
avec une concentration de 1% p/v d’hydrolysat de crevettes, les cellules STC-1 étaient
capables de libérer 160,7 pM de CCK tandis qu’un traitement par I’hydrolysat d’albumine

d'ceuf, utilise comme contr6le positif, libérait seulement 67,6 pM de CCK.

L’hydrolysat de merlan bleu a également entrainé la sécrétion d'une grande quantité de CCK.
La purification partielle de cet hydrolysat a permis de connaitre les masses moléculaires des
fractions estimées a moins de 1500 Da. Les résultats obtenus in vitro sur la lignée cellulaire
STC-1 ont éte confirmés par des expériences in vivo sur des rats. En effet, Cudennec et al.
(2012) ont montré que les hydrolysats produits a partir du muscle de merlan bleu possédent un
effet rassasiant chez le rat. Un tel hydrolysat était non seulement capable d'augmenter la
sécrétion par les cellules STC-1 de CCK et du GLP-1, mais également de réduire a court
terme la prise alimentaire des rats. Ce résultat a été corrélé avec une augmentation des taux de
CCK et GLP-1 plasmatiques. En outre, il a été démontré que I'administration chronique de cet

hydrolysat a conduit a une diminution du poids corporel (Cudennec et al., 2012).
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A notre connaissance, aucune séquence de peptides capables de stimuler la sécrétion de CCK
et donc présentant un effet satiétogéne n’a été caractérisée, mais ces cryptides marins

impliqués dans I’apparition de cet effet semblent étre de petite taille.
3.3.2. Cryptides marins et régulation de la sécrétion des acides biliaires

La bile est composée principalement d'acides biliaires, de cholestérol et de phospholipides.
Elle est produite par le foie et stockée dans la vésicule biliaire. En réponse a I’ingestion
d'aliments, la CCK est sécrétée par les cellules entéro-endocrines dans le duodénum. Elle
déclenche la contraction de la vésicule biliaire et la libération de la bile dans l'intestin gréle et

facilite I'absorption des nutriments lipophiles (Choi et al., 2006).

Une alimentation riche en taurine et glycine pourrait affecter le métabolisme des acides
biliaires. En effet, les acides biliaires sont conjugués avec la glycine et la taurine apres leur
synthese ce qui induit 1’augmentation de leur solubilité et I’augmentation de la sécrétion
biliaire. Liaset et Espe. (2008) ont teste différents hydrolysats issus de plusieurs sources de
protéines alimentaires et ont évalué comment ces derniers pouvaient affecter le métabolisme
des acides biliaires chez les jeunes rats. Parmi les hydrolysats testés, ’hydrolysat protéique de
lieu noir riche en taurine et en glycine a été choisi (Liaset et Espe, 2008). Les résultats ont
montré que les rats nourris avec un régime contenant 1’hydrolysat de lieu noir avaient des
concentrations d’acides biliaires plasmatiques a jeun nettement plus élevées que les rats
nourris avec des hydrolysats de soja ou de caséine. Les auteurs ont également constaté une
diminution des lipides hépatiques et des taux de TG plasmatique a jeun. La masse viscérale du
tissu adipeux a également été reduite. Ainsi, la supplémentation alimentaire en hydrolysat

protéique de poisson pourrait conduire a la diminution du tissu adipeux chez les rats.

A notre connaissance, aucune étude n'a été entreprise jusqu’a ce jour sur des sujets humains
pour démontrer si la consommation des hydrolysats protéiques de poisson pouvaient aider a

diminuer le tissu adipeux.

Les études que nous venons de citer indiquent que les cryptides marins sont capables de
contrdler le poids corporel en agissant essentiellement sur la sécrétion d’hormones satiétogéne
(GPL-1 et CCK) ou encore en augmentant la sécrétion d’acides biliaires.

Une meilleure élucidation des facteurs qui contrblent l'appétit augmenterait le nombre de
cibles potentielles a travers lesquelles les cryptides marins pourraient agir afin de controler la

prise de 