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|. LeDiabéte

A. Pathogeneése et épidémiologie

Le diabeéte, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 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. Cela se traduit par une hyperglycémie, taux
élevé de glucose dans le sang [1]. Un sujet est considéré diabétique quand sa glycémie ajeun
est supérieure ou égale a 7 mmol/L (1,26 g/L), et supérieure ou égale a 11,1 mmol/L (2 g/L) a

n’importe quel moment de le journée.

L’incidence et la prévalence du diabéte ne cessent d’augmenter dans le monde. En 2004, on a
estimé que la prévalence du diabéte dans le monde alait augmenter de 171 millions de
diabétiques (2,8%) en 2000 a 366 millions (4,4%) en 2030 [2]. Il semble que I’ampleur de la
propagation du diabéte est sous-estimée. En 2013, le nombre de diabétiques dans le monde,
agés entre 20 et 79 ans, atteint dgja 382 millions, soit une prévalence de 8,3% (Figure 1).
Actuellement |a Fédération Internationale du Diabete estime qu’en 2035 le diabete touchera
592 millions de personnes, soit une prévaence qui atteindra 10,1% de la population mondiae
[3]. En France, 3,5 millions de personnes seraient traitées pour un diabéte, soit 5,3% de la
population totale [3].

Il existe deux formes principales de diabéte: le diabéte de type 1 ou diabéte insulino-
dépendant et |e diabéte de type 2 ou diabete non insulino-dépendant.

Le premier est une maladie auto-immune, ou I’organisme ne reconnait plus les cellules béta
des ilots de Langerhans du pancréas qui produisent 1’insuline, et les détruit. Cette forme du
diabéte apparait a un &ge précoce, donc chez les enfants, adolescents et jeunes adultes, et
représente environ 10% des diabétiques.

Le deuxieme apparait généralement chez les sujets de plus de 40 ans et représente environ
85% des diabétiques. Le diabéte de type 2 est multifactoriel, et posséde une composante
génétique et une composante environnementale. Cette derniere est liée au mode de vie, la
nutrition et la classe socio-professionnelle. Ainsi, les personnes sédentaires, avec un exces de

poids et/ou afaible revenu, sont plus arisgue de développer ce type de diabéte de type 2.
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Figure 1. Prévalence* (%) du diabéte chez les adultes (20-79 ans) en 2013

Un biomarqueur de surveillance du diabéte est I’hémoglobine glyquée Alc (HbAlc). Elle se
lie avec le glucose et plus la glycémie est élevée, plus le pourcentage d’HbAlc s’éléve.
Le résultat de cette mesure donne un apercu sur la glycémie cumulée durant les deux a
trois mois précédents. Un sujet est considéré diabétique quand son taux de HbA1c est
supérieur a6,5%.

Ce biomarqueur est proportionnel au risque de développement de complications du diabéte.

B. Complications du diabéte

Les complications du diabéte s’accompagnent d’une diminution de la qualité de vie du patient
et aboutissent souvent a des répercussions fatales. Une régulation de la glycémie,
accompagnée d’une amélioration du mode de vie, retardent 1’apparition et la progression de
ces complications. Les deux types de diabéte sont des facteurs de risque importants et
indépendants de la maladie coronarienne, de 1’accident vasculaire cérébral, et de la maladie
artérielle périphérique [4-6]. L’athérosclérose représente pratiquement 80% des causes de
décés chez les patients diabétiques [4]. Plus de 75% de toutes les hospitalisations pour
complications diabétiques sont attribuables aux maladies cardiovasculaires.
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Une exposition prolongée a I'hyperglycémie est un facteur important dans la pathogenése de
I'athérosclérose dans le diabete [7-9]. L’hyperglycémie induit un grand nombre de
modifications du tissu vasculaire au niveau cellulaire qui accélerent le processus
potentiellement artérioscléreux. Des études animales et humaines ont éucidé trois
mécanismes principaux qui englobent la plupart des altérations pathol ogiques observées dans
la vascularisation diabétique. Tout d’abord, la glycosylation non enzymatique de protéines et
de lipides qui peut interférer avec leur fonction normale en perturbant leur conformation
moléculaire, modifier I'activité enzymatique, réduire la capacité de dégradation, et interférer
avec la reconnaissance de récepteurs ; de ce fait, les protéines glycosylées interagissent avec
un récepteur spécifique présent sur toutes les cellules impliquées dans le processus
d’athérosclérose, y compris les macrophages dérivés des monocytes, des celules
endothéliales et des cellules musculaires lisses. L'interaction des protéines glycosylées avec
leur récepteur conduit & l'induction du stress oxydatif et des réponses pro-inflammatoires. Une
atération de I'expression du facteur de croissance conduit enfin & 1’activation de la protéine
kinase C (PKC). De plus, ces mécanismes peuvent étre liés entre eux. Par exemple, le stress
oxydatif induit par I'nyperglycémie favorise a la fois la formation de produits terminaux de
glycosylation et I’activation de laPKC [10].

Les complications du diabéte sont réparties en deux groupes principaux : les macro- et micro-

angiopathies.

1. Les macroangiopathies

Les macroangiopathies sont des maladies liées & une atteinte des grosses artéeres, causant
principalement ’infarctus du myocarde. Le diabéte est associé a des dydipidémies
(triglycérides augmentés, HDL-cholestérol diminué, particules LDL petites et denses
augmentées) et a I’hypertension artérielle qui vont favoriser aussi la formation des plaques
d’athéromes. Le processus athéromateux est initié par une lésion endothéliale, favorisée par
I’hypertension artérielle. Celle-ci est suivie par ’adhérence et la migration de monocytes a
travers la paroi artérielle 1ésée. La transformation des monocytes en macrophages puis en
cellules spumeuses et les changements accompagnant la matrice environnante et le muscle
lisse, conduisent a la formation de la plague athéromateuse. L'athérosclérose associe
I'épaississement de la paroi des grosses artéres(aorte abdominale, coronaires, arteres

cérébrales, arteres des membres inférieurs) et leur obstruction par des plaques athéromateuses.
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Un certain nombre d'éléments sont susceptibles de favoriser I'apparition ou I'aggravation de

|'athérosclérose :

e Habitudes de vie: tabagisme, obésité, stress, sédentarité, contraception orale,
acoolisme;
o Facteurs génétiques: antécédents familiaux daccidents cardiovasculaires, sexe
masculin, ménopause.

L’infarctus du myocarde se produit lorsque le processus athéromateux empéche 1’écoulement
sanguin a travers l’artére coronaire [11]. La majorité des cas d’infarctus sont dus a la
formation sur la plaque d’un thrombus obstruant. Il y a deux causes majeures de thrombose
coronaire : la rupture de la plaque et I’érosion endothéliale. Les ruptures de plaque se
produisent préférentiellement lorsque la chape fibreuse est mince et en partie détruite. Au
niveau de ces sites, les cellules immunitaires activées sont abondantes. Les macrophages, les
lymphocytes T présents au niveau du site de rupture de la plaque produisent plusieurs types
de molécules-cytokines inflammatoires, protéases, facteurs de coagulation, radicaux libres et
des molécules vasoactives pouvant déstabiliser les 1ésions. Ils empéchent la formation d’une
chape fibreuse stable, attaguent le collagene de la plaque, et initient la formation d’un
thrombus. Deux types de protéases ont été impliqués comme des acteurs clés dans 1’activation
de la plague : les métalloprotéinases de la matrice (MMPs) et les cystéines protéases.
L’activité des MMPS et des cystéines protéases est induite par des cytokines inflammatoires.
Le processus inflammatoire dans les arteres athérosclérotiques pourrait conduire a des
niveaux sanguins augmentés de cytokines inflammatoires et d’autres réactants de phase aigue.
Les niveaux de la protéine C-réactive (CRP) et d’interleukine-6 (IL-6) élevés sont prédictifs
de I’infarctus du myocarde [12,13]. Les niveaux d’autres marqueurs inflammatoires sont aussi
¢élevés chez ces patients, incluant le fibrinogéne, I’interleukine-7, I’interleukine-8, le ligand

CD40 soluble, et la protéine pentraxine apparentée ala CRP [14,15].

2. Lesmicroangiopathies

L hyperglycémie, la dyslipidémie et I’hypertension qui sont des caractéristiques propres du
diabéte, sont auss des acteurs importants de la pathogénése des complications
microvasculaires. Cependant ces complications sont aussi causées par une dysfonction
endothéliale qui précede alafois le développement de plagues dans les arteres coronaires et la

microangiopathie diabétique [16].
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Les microangiopathies sont des maladies liées a I’obstruction de petits vaisseaux de

I’organisme. Parmi elles, on distingue les rétinopathies, les neuropathies et les néphropathies.

La rétinopathie

Elle est définie comme un ensemble de troubles non-inflammatoires de la rétine. La
rétinopathie est la conséquence d'une hyperglycémie chronique. Chez les sujets diabétiques,
cet état se manifeste sous forme de microanévrismes, hémorragies rétiniennes, zones
ischémiques, hémorragies vitréennes et peut entrainer |a perte de vue. Sa survenue est corrélée
a la durée du diabéte et au degré d'équilibre glycémique. La rétinopathie menace donc les
patients diabétiques apres quelques années dhyperglycémie mal maitrisée. Le contrdle
glycémique prévient ou retarde la rétinopathie: maintenir a long terme un taux correct
d'HbA1C (inférieure a 150 % de la normale) met a I'abri des complications microvasculaires
dont fait partie la rétinopathie. Dans les pays développés, |a rétinopathie diabétique reste la
premiere cause de cécité chez les sujets de 20 a 60 ans. Deux pour cent des diabétiques
deviennent aveugles et 10 % deviennent mal voyants. L'hypertension artérielle est un facteur

aggravant majeur de la rétinopathie diabétique.

La neuropathie

La neuropathie diabétique est un trouble de la sensibilité épicritique et profonde, parfois
accompagnée de douleurs neuropathiques principalement au niveau des membres inférieurs.
Ces troubles de la sensibilité peuvent entrainer un retard de prise en charge de plaies du pied.
Le diabétique ne se rendant pas compte quiil a une blessure, par I'absence de sensibilité
douloureuse, la laisse évoluer jusqu’a 1’escarre, voire jusqu’a un authentique mal perforant

plantaire.

La néphropathie

La néphropathie diabétique se définit comme une glomérulopathie spécifique du diabete, elle
expose a deux risques principaux : d'une part l'insuffisance rénale jusqu'au stade ultime
terminal nécessitant la dialyse ou la transplantation, d'autre part un pronostic vital beaucoup
plus défavorable chez certains diabétiques (déces précoce par coronaropathie surtout) avant

méme le stade de I'insuffisance rénale terminale.

La néphropathie diabétique, au sens strict du terme, est causée par une é évation de la pression

hydrostatique intra-capillaire, provoguée par le diabéte mal contrdlé, faisant face aux
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résistances glomérulaires constitutives. L’apparition de la néphropathie augmente avec le
temps et d’autant plus que le diabéte est mal équilibré. Une néphropathie commence par une
microalbuminurie, évolue vers une protéinurie franche, puis se termine par une insuffisance
rénale. La néphropathie diabétique est 1’étiologie la plus fréquente d’insuffisance rénale
terminale et sa prévalence ne cesse d’augmenter ces derniéres années. Elle représente selon
les pays, la cause de I’atteinte rénale de 20 a 45 % des nouveaux patients débutant la dialyse.
L’insuffisance rénale a elle seule est responsable de la surmortalit¢ de la population
diabétique, les patients sans atteinte rénale ayant une mortalité semblable a celle de la

population générale.

La lutte contre ces complications, souvent fatales, se fait par des traitements spécifiques s’ils
existent. Un autre moyen de lutter contre les complications du diabéte est d’éviter 1es facteurs

derisque.

C. Facteursderisque

Les facteurs de risque sont des terrains qui favorisent I’apparition et le développement d’une
pathologie. Les facteurs de risque du diabéte difféerent selon le type de diabete.

Pour le diabéte de type 1, en résumé, ces facteurs se limitent a I’hérédité, ou le fait d’avoir un
parent atteint augmente le risque de développer ce type de diabéte, certaines maladies du foie
ainsi que des infections virales.

Le diabéte de type 2, dépend aussi de I’héritabilité et d’une multitude d’autres facteurs de
nature environnementale. Parmi ces facteurs, certains ne sont pas modifiables comme
I’ethnie, 1’age et le sexe, mais d’autres sont modifiables comme le surpoids, le régime

alimentaire, I’inactivité physique.

La plupart des facteurs de risqgue modifiables sont des causes ou des conséquences de
’obésité. A 1’échelle mondiale, le nombre de cas d’obésité a doublé depuis 1980. En 2014,
plus de 1,9 milliards d’adultes souffrent de surpoids (IMC>25), représentant plus du tiers de
la population mondide (=39%) [17]. Parmi eux, plus de 600 millions seraient obéses
(IMC>30). Aujourd’hui, la mortalité consecutive au surpoids et a I’obésité est supérieure a

celle provoquée par la malnutrition.

La plupart des patients atteints de diabéte de type 2 sont obeses, et I'épidémie mondiae

d'obésité explique en grande partie I'augmentation spectaculaire de l'incidence et de la
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prévaence du diabéte de type 2 au cours des dernieres années. L'exces de poids est un facteur
de risque établi pour le diabete de type 2, mais la plupart des personnes obéses ne dével oppent
pas de diabéte de type 2. Des études récentes ont identifié des liens entre I'obésité et |e diabete
de type 2 impliquant la résistance a I'insuline, des cytokines pro-inflammatoires (facteur de
nécrose tumorale et l'interleukine-6), le métabolisme des acides gras et les processus
cellulaires tels que la dysfonction mitochondriale et le stress du réticulum endoplasmique. Ces
interactions sont complexes, avec une importance relative de chacun des facteurs mal définie.
Des ¢études génétiques décortiquent aussi les voies physiopathologiques communes a 1’obésité
et au diabéte et identifient a 1’échelle nucléotidique des variations constituant des cibles

thérapeuti ques potentielles et prometteuses.

L'influence de I'obésité sur le risque de diabéte de type 2 dépend non seulement du degré
d'obésité, mais aussi de 1’endroit d’accumulation de la graisse. L’augmentation de la graisse
dans la partie supérieure du corps, y compris l'adiposité viscérale, mesurée par une
augmentation de la circonférence abdominale ou du rapport taille-hanches, est associée au
syndrome métabolique, au diabéte de type 2 et aux maladies cardiovasculaires [18]. Au-dela
des différences dans la répartition de la masse grasse, les différents sous-types de tissu
adipeux peuvent étre fonctionnellement distincts et affecter I'homéostasie du glucose de
différentes manieres. Les individus adultes ont un nombre limité et variable de cellules de
tissu adipeux brun [19], qui jouent un réle dans la thermogenése et influence potentiellement
la dépense énergétique et I'obésité [20]. De méme, le tissu adipeux est constitué de types de
cellules hétérogenes. Les cellules immunitaires dans le tissu adipeux contribuent également

aux voies métaboliques systémiques.

Sur le plan métabolique, 1’obésité est le plus souvent associée a I’insulino-résistance, étape
qui précéde I’apparition du diabéte de type 2. Cette insulino-résistance est liée a 1’infiltration
des tissus, notamment musculaires, par les lipides en raison d’un flux permanent et accru
d’acides gras libres plasmatiques dans ces tissus. Au moins trois mécanismes différents ont
€été proposés pour lier I'obésité a larésistance al'insuline et prédisposer au diabéte de type 2.
Tout d’abord, I’obésité entraine une production accrue d'adipokines ou de cytokines, comme
le facteur de nécrose tumorae-a, la résistine, et le retinol-binding protein 4, ainsi que des
niveaux réduits d’adiponectine, qui contribuent a larésistance a l'insuline [21]. Des dépobts de
graisse ectopique, en particulier dans le foie et peut-étre aussi dans le muscle squelettique,
entrainent des séquelles dysmétaboliques [22]. Le dysfonctionnement mitochondrial

(diminution de masse et/ou de fonction mitochondriales) pourrait ére |'un des défauts
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importants sous-jacents qui relient I'obésité au diabete, a la fois en réduisant la sensibilité a
l'insuline et en compromettant la fonction B-cellulaire [23]. La qualité du dialogue entre le
tissu adipeux et le muscle peut donc participer a I’induction ou a la correction du

dysfonctionnement mitochondrial et contribuer au déséquilibre métabolique (Figure 2).

Muscle squelettique

\""«. e
% g, oxydation
== :‘5:_.. _ac. gras

2 Obésité
Insulino- abdominale
re5|stance

Syndrom
metabollque
ac. gras

adipokines

Tissu adipeux

Figure 2. Dialogue adipo-musculaire pour le contr6le du métabolisme des acides gras [24]

Cette figure illustre une certaine communication entre le tissu adipeux et e muscle squelettique.

Le lien entre I'obésité et I'hyperinsulinémie, identifié il y a environ 50 ans [25], refléte la
compensation par les cellules 3 sécrétrices dinsuline a la résistance systémique a l'insuline.
Les individus normoglycémiques obeses ont a la fois une augmentation de la masse et de la
fonction de cellules B [25-28]. L’intolérance au glucose induite par I'obésité reflete
I'incapacité a augmenter un ou plusieurs de ces réponses compensatoires [29]. Les facteurs
prédisposant a la décompensation des cellules 3 pourraient également étre principalement
génétiques ou épigénétiques. Des études génétiques ont permis d'identifier le réle de certaines

molécules clés dans la biologie des cellules f qui peuvent étre importantes a cet égard.

Des études d’association pangénomique (GWAS) et des approches de genes candidats ont
maintenant identifié plus de 80 genes associés au diabéte de type 2 [30-36] et un nombre
similaire de genes, différents pour la plupart, associé a l'obésité [37]. La plupart des génes du
diabéte de type 2 semblent étre liés a un dysfonctionnement des cellules 3, et beaucoup moins
sont liés a la résistance a l'insuline indépendamment de I'obésité [38,39]. Il n’est pas

surprenant que de nombreux variants du gene de I'obésité soient impliqués dans des voies
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affectant I'homéostasie énergétique. Bien que de nombreux genes associés au diabéte et a
I'obésité aient été identifiés, ils prédisent seulement 15% du risque de diabéte de type 2 et 5%
du risque d'obésité [40]. Ce pouvoir prédictif faible peut refléter I'importance des facteurs
environnementaux, de variants génétiques rares a effets forts, ou d’interactions genes-
environnement, gene-gene, ou avec 1’épigénétique. Ces interactions ne sont pas facilement
identifiables par les méthodes de génétique épidémiologique. Des méthodes pour la détection
des interactions entre genes existent, mais la taille de la population nécessaire pour les

détecter est encore plus grande que celle requise pour la détection d’effets génétiques simples.

Il. Adiponectine

L’adiponectine est une molécule essentielle dans la compréhension des mécanismes régissant
les différents acteurs du syndrome métabolique dont I’obésité, 1’insulino-résistance, le diabéte
de type 2 et ses complications. Cette hormone est devenue incontournable pour établir le lien
entre ces facteurs.

A. Structure générale

L’adiponectine a éé découverte simultanément par quatre groupes de recherche différents, ce
qui explique les différents noms qui lui sont attribués : AdipoQ [41], ACRP30 (Adipocyte
Complement-Related protein of 30 kD) [42], APM1 (AdiPose Most abundant gene transcript
1) [43] et GBP28 (Gelatin-Binding Protein 28) [44]. L’adiponectine appartient alafamille du
complément 1g (C1Q) (figure 3) [45]. Elle forme plusieurs types de multiméres circulants
comme les triméres (3-plex), ou adiponectine de bas poids moléculaire (LMW), les
hexameéres (6-plex), ou adiponectine de poids moléculaire moyen (MMW), et auss des
regroupements de ces multiméres formant I’adiponectine de haut poids moléculaire (HMW)
(12- et 18-plex) [46] (

Figure 3). Les triméres sont formés par 1’assemblage de trois monomeéres au niveau de la
partie globulaire. Les isoformes supérieurs sont formés par 1’assemblage de plusieurs trimeres
gréce a des ponts disulfures au niveau de la cystéine 39 dans |a partie collagéne. Larégulation
du processus de multimérisation et du réle biologique des isoformes de 1’adiponectine n’est

pas tout a fait éablie. Cette hormone circule aussi en faible proportion sous forme globulaire

(gAdiponectin) obtenu par clivage protéolytique de I’adiponectine [47] (

Figure 4).
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Figure 3 Formation des multiméres de |'adiponectine [45]
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Figure4. Struturedel'adiponectine [45]

Le géne de I’adiponectine, ADIPOQ), est situé sur le chromosome 3927, il est composé de 3
exons, mesure 15,8 kb de long et code pour une protéine de 244 acides aminés ayant une
masse moléculaire de 26 kDa [48]. La région alant de -676 a +41 parait suffisante pour
I’activité transcriptionnelle de base du promoteur. Le gene ADIPOQ contient plusieurs sites
de liaison a des facteurs de transcription : C/EBP, SREBP, PPARy. Ces différents sites de

liaison ainsi que les facteurs de transcription correspondants sont représentés dans la Figure 5.
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Figure 5. Régulation de la transcription de ’adiponectine par différents signaux d’induction [49].

B. Role de ’adiponectine

a  Variations des concentrations d’adiponectine plasmatique

L’adiponectine est abondamment exprimée par le tissu adipeux mais, paradoxaement, les
niveaux plasmatiques d’adiponectine sont réduits chez les patients obéses [50], diabétiques de
type 2 et les malades coronariens [51-53], trois pathologies étroitement liées a 1’insulino-

résistance.

Une diminution des concentrations plasmatiques d’adiponectine est associée a une
détérioration des différents paramétres du syndrome métabolique [54-56]. Les concentrations
d’adiponectine sont négativement corrélées avec les facteurs de risque cardiovasculaires et les
marqueurs d’inflammation : pression artérielle, cholestérol total, apolipoprotéines B-100,
triglycérides, LDL-cholestérol petites et denses, HbAlc, protéine C réactive, IL-6, PAI-1,
tPA, acide urique, fibrinogéne, et positivement corrél ées au HDL-cholestérol.
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Le promoteur du géne de D’adiponectine contient des éléments de réponse pour
PPARYy (PPRE) [49], régulateur clef du métabolisme lipidique et glucidique [57,58] [59].
Ains les thiazolidinediones (TZD, ou glitazones), agonistes de PPARYy, qui améliorent la
sensibilit¢ a I’insuline, augmentent 1’expression de 1’adiponectine. L’expression de
I’adiponectine est également sous contréle des glucocorticoides, de la prolactine, de
I’hormone de croissance et des catécholamines, via les récepteurs 3. Ces hormones ont toutes

un impact sur I’insulino-sensibilité.

Plusieurs études indiquent un role plus important de I’adiponectine HMW dans la sensibilité a
I’insuline [65]. Les niveaux d’adiponectine HMW semblent étre régulés négativement par
I’insuline. Les TZD augmentent les niveaux circulants de 1’adiponectine HMW et |e rapport
[adiponectine  HMW/adiponectine totale]. Ainsi, 1’adiponectine HMW, plus que
1’adiponectine totale, est corrélée avec 1’amélioration de la sensibilité a 1’insuline dépendante
des TZD [60,61]. Cependant, il existe une trés forte corrélation entre I’adiponectine HMW et
I’adiponectine totale [62,63]. Ceci suggere que 1’adiponectine HMW et 1’adiponectine totale
pourraient étre régulées de maniére synchrone. L’adiponectine HMW, comme I’adiponectine
totale, est éroitement liée a I’indice de masse corporelle (IMC), aux lipides sanguins, a
I’indice HOMA-IR et alafonction rénale [63].

Le rapport [adiponectine HMW/adiponectine totale] est également plus bas chez les patients
ayant une maladie coronarienne que chez les sujets sains [64]. Les hommes diabétiques
coronariens ont des concentrations d’adiponectine HMW et un rapport [adiponectine
HMW!/adiponectine totale] significativement plus bas que celui d’hommes diabétiques non
coronariens [63]. Ainsi chez les hommes, 1’adiponectine HMW serait plus associée a la
maladie coronarienne que 1’adiponectine totale et le rapport [adiponectine HMW/adiponectine

totale] serait un déterminant indépendant de maladie coronarienne.

Les concentrations d’adiponectine totale sont plus é€levées chez les femmes que chez les
hommes. La différence dans les concentrations d’adiponectine totale entre les deux sexes
pourrait s’expliquer par un effet direct des androgénes sur la synthése d’adiponectine [58]. La
différence entre sexes pour 1’adiponectine totale semblerait n’étre due qu’a 1’adiponectine
HMW][57,60], puisque aucune différence n’est décrite, entre sexes, pour les adiponectines
LMW e MMW. Des études ont montré que la testostérone réduisait sélectivement
I’adiponectine HMW en inhibant sa sécrétion par ’adipocyte, ce qui expliquerait alafoisle

dimorphisme sexuel pour les formes oligomériques des complexes, et, le risque plus

16



Introduction

important d’insulino-résistance chez les hommes [65,66]. Le dimorphisme sexuel est
également retrouve chez les diabétiques [63].

Alors que des niveaux bas d’adiponectine sont associés au diabéte de type 2 et aux maladies
cardiovasculaires, I’adiponectine circulante est fortement associée positivement au diabéte de
type 1. Les facteurs habituels de modification des concentrations d’adiponectine, comme
I’insuline plasmatique, I’'IMC et le controle glycémique, n’influencent pas cette association
[67]. Cet effet inverse pourrait étre di a une sensibilité a I’insuline peu affectée et a I’insuline
exogene dans le traitement du diabéte de type 1. L’effet de I’insuline exogéne sur
I’adiponectinémie chez les diabétiques de type 1 pourrait étre important, compte tenu de doses
répétées quotidiennement. En effet, I’administration d’insuline stimule 1’expression du géne
ADIPOQ dans les adipocytesin vitro [68].

Des niveaux ¢élevés d’adiponectine sont aussi observés chez les sujets souffrant de
néphropathie diabétique [69-72]: les niveaux d’adiponectine augmentent avec le degré
d’atteinte rénale [73,74]. Bien que les niveaux d’adiponectine soient remarquablement élevés
chez les patients sous dialyse [75], la corrélation négative entre les niveaux d’adiponectine et
I’indice de masse corporelle persiste aussi bien chez les sujets ayant une insuffisance rénale
modérée [76], et chez les pré-dialysés que chez les patients dialysés [77,78]. La clairance
sérique de I’adiponectine est principa ement rénale. Les niveaux de clairance augmentent avec
le développement d’une insuffisance rénale chronique et chez ceux subissant une
transplantation rénale [78]. L’adiponectine urinaire et 1’adiponectinémie sont augmentées
chez les patients diabétiques de type 2 ayant une néphropathie a un stade avancé, caractérisée
par une macroalbuminurie. Cette observation suggere que la synthese et la sécrétion de
I’adiponectine pourrait en étre augmentée en vue de diminuer les dommages microvasculaires
chez les diabétiques de type 2 ayant une néphropathie a un stade avancé. L’adiponectinurie est
corrélée positivement a 1’albuminurie, marqueur de 1’atteinte rénale, chez les sujets ayant une
macroalbuminurie, alors que cette corrélation n’est pas observée chez les sujets ayant une

microalbuminurie.

b. Mécanismes de 1’action insulino sensibilisatrice

L’¢étude des souris transgéniques et invalidées pour le géne de 1’adiponectine démontre le role

fonctionnel de 1’adiponectine sur les différents composants du syndrome métabolique,
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notamment le diabéte de type 2 [70], [71]. Les souris hétérozygotes partiellement déficientes
en adiponectine présentent une faible insulino-résistance, aors que les souris homozygotes
présentent une insulino-résistance plus importante et une intolérance au glucose [79]. Cette
étude apporte la preuve directe que 1’adiponectine joue un réle protecteur, in vivo, vis-aVvis de
I’insulino-résistance. Chez I’homme ou dans les lignées de cellules humaines, 1’adiponectine
augmente 1’efficacité du signal insulinique, prédit le contenu intramusculaire et intra-
hépatique en triglycérides, diminue la production hépatique de glucose, augmente la capacité
d’oxydation des graisses et augmente le captage et I’utilisation du glucose par les graisses

[58].

L’adiponectine participe a la réduction des triglycérides tissulaires et a I’induction du signal
de I’insuline. Cette action de I’adiponectine résulte de 1’activation de PPARa, un deuxieme
type de PPARs retrouvé dans le foie, le muscle, le rein et le cceur. Le traitement par
I’adiponectine ou sa surexpression montre des niveaux augmentés de 1’expression des genes
cibles de PPARa tels que CD36, acyl-coA oxydase, UCP2 dans le muscle squelettique. Ceci a
€été observé in vivo chez des souris lipoatrophiques KO pour PPARYy et des souris ob/ob,

diabétiques obéses déficientes en leptine [80].

L’activité des ligands endogénes de PPARa a été mesurée in vitro afin de mieux clarifier les
mécanismes a la base de I’activation de PPARa par 1’adiponectine [81]. Dans cette éude, le
traitement des myocytes avec 1’adiponectine pendant 6h augmente significativement I’activité
des ligands PPARa et I’oxydation des acides gras in vitro. Le PPARa augmente également les
expressions de la FATP1 (fatty acid transport protein 1), de la FAT/CD36 (fatty acid
translocase), mais également de I’ACS (acyl-CoA synthétase) [82,83] et de la CPT-1
(carnitine palmitoyl acyl transférase-1) [84]. Ces effets entrainent une moindre disponibilité
des acides gras (AG) pour la synthese des triglycérides (TG) et, par conséquent, moins de
lipoprotéines riches en triglycérides. Le PPARa, suite a son activation par 1’adiponectine,
augmente les expressions des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 de I’adiponectine [85].
L’activit¢ de PPARa, dans les muscles sguelettiques, fait suite & une cascade de
phosphorylations impliquant /’AMP-activated Protein Kinase (AMPK) [86]. L’AMPK est
également une protéine nécessaire aux effets cellulaires et moléculaires de I’adiponectine. Son

action est souvent indépendante de PPARa.

L’AMPK est une enzyme ubiquitaire. Elle existe dans la cellule sous la forme d’un complexe

hétérotrimérique avec une sous-unité catalytique (o) et deux sous-unités régulatrices (B, v).
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Plusieurs isoformes ont été identifiées pour chacune des sous-unités (al,a2,31,52,y1,y2,y3),
pouvant conduire a la formation de complexes différents. Les cellules musculaires expriment
ainsi des complexes AMPK contenant la sous-unité a.2, alors que le foie exprime alafoisles

isoformes a1 et a2 [87].

Le traitement des cellules musculaires avec 1’adiponectine pendant une heure stimule
I’oxydation des acides gras [88]. Bien que I’actinomycine D supprime 1’oxydation des acides
gras stimulée par un agoniste de PPARGa, elle n’inhibe pas 1’action de 1’adiponectine sur cette
oxydation. Le traitement par 1’adiponectine stimule également 1’absorption du glucose par les
myocytes. Ainsi, I’adiponectine peut stimuler la béta-oxydation et 1’absorption du glucose par
I’intermédiaire de la protéine kinase activée par ’AMP en moins de 6 heures [88].
L’adiponectine globulaire et I’adiponectine entiére stimulent la phosphorylation et 1’activation
de ’AMPK dans les muscles squelettiques, mais seule I’adiponectine entiére a cette capacité
dans le foie [88]. En parallele a I’activation de I’AMPK, I’adiponectine stimule la
phosphorylation de 1’acétyl coenzyme-A carboxylase (ACC), la combustion d’acides gras,
I’absorption du glucose et la production du lactate dans les myocytes. Une diminution de
I’activité¢ de I’ACC réduit les niveaux intracellulaires de malonyl-CoA et 1éve I’inhibition de
la CPT1, enzyme nécessaire au transport des acides gras dans la mitochondrie, en vue de leur
oxydation. Dans le foie, I’adiponectine provoque aussi la réduction des molécules impliquées
dans la gluconéogenese, ce qui montre les effets hypoglycémiants de 1’adiponectine in vivo.
L inhibition de I’AMPK inhibe chacun de ces effets, démontrant le fait que la stimulation de
I'utilisation du glucose et la combustion des acides gras par I’adiponectine se fait a travers
I’activation de ’AMPK. Le groupe de Scherer a aussi montré que dans des souris
transgéniques pour 1’adiponectine, 1’expression réduite des enzymes gluconeogéniques,
comme la phosphoenolpyruvate carboxykinase et le glucose-6-phosphatase, était associée a
1’élévation de la phosphorylation de I’AMPK dans le foie [89].

La leptine active également I’AMPK dans les muscles squelettiques. L’activation de I’AMPK
pourrait étre un mécanisme commun par lequel les adipokines comme 1’adiponectine et la

leptine augmentent la sensibilité a 1’insuline [90].

Les différentes formes de I’adiponectine - globulaire, trimérique et & haut poids moléculaire -
activent des voies de transduction différentes [91]. Les formes HMW influencent la voie NF-
kappa B, alors que la forme trimérique active plutot la voie AMPK. Pourtant d’autres auteurs

évoguent que seule 1’adiponectine HMW induit une activation de I’AMPK musculaire [57].
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On a parfois émis I’hypothése que 1’adiponectine HMW pourrait représenter un pool de
précurseurs qui, aprés avoir été clivés, donne une forme active, 1’adiponectine LMW,
responsable des effets sur I’activité de ’AMPK [91]. Cependant, un consensus semble se
dégager pour affirmer que 1’adiponectine HMW a une activité biologique plus importante que
celle de I’adiponectine LMW ou MMW.

L’augmentation du contenu tissulaire en triglycérides interfére avec 1’activation de la
phosphoinositide-3-kinase (PI3K) par I’insuline, la translocation du transporteur de glucose
GLUT-4 et le captage de glucose, le tout menant a I’insulino-résistance [92]. Les effets
insulinosensibilisateurs de 1’adiponectine résultent, en partie, d’'une amélioration de la
transduction du signal insulinique via une diminution du contenu musculaire et hépatique en
triglycérides. L’adiponectine agit en premier lieu sur le muscle squelettique de maniére a
augmenter 1’influx et I’oxydation des acides gras libres, ce qui réduit le contenu musculaire en
triglycérides [93]. La baisse des concentrations en triglycérides musculaires et en acides gras
libres circulants diminue I’expression de molécules impliquées dans le transport d’acides gras
vers le foie. Ceci aboutit ains a la diminution des triglycérides hépatiques [93]. En plus de
son action sur les niveaux de triglycérides musculaires et hépatiques, 1’adiponectine diminue
également la néoglucogenése hépatique [94-97] et augmente le captage et I’utilisation
musculaire du glucose [94,98,99]. Ainsi 1’adiponectine est-elle une hormone insulino-
sensibilisatrice dont les effets pléiotropiques aboutissent a diminuer la lipotoxicité, a inhiber
la néoglucogénése hépatique et a favoriser le captage du glucose par les muscles. Les
différentes voies de signalisation de 1’adiponectine et leur interaction avec le récepteur de

I’insuline sont illustrées dans la Figure 6.
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Figure 6. Représentation schématique de la transduction du signal de I’adiponectine impliquant ADIPOR1 et ADIPOR?2 et le
récepteur de I’insuline [100].

c. Action sur les complications cardiovasculaires

L’adiponectine étant associée a 1’insulino-résistance et au diabéte de type 2, la question de
savoir s cette adipokine pouvait étre associée aux maladies cardio-vasculaires, complications
du diabete de type 2, a trés vite été soulevée. De nombreuses études ont ains montré que
I’adiponectine avait des propriétés anti-athérogenes [101-103]. Des adiponectinémies basses
sont retrouvées chez les patients diabéte de type 2 ayant une maladie coronarienne, en
comparaison de diabétiques de type 2 contrbles [51]. Des adiponectinémies basses sont
également observées dans les maladies cérébrovasculaires [104], de maladies vasculaires
périphériques [52,105,106]. Dans 1’étude prospective Health Professional Follow up Sudy,
les hommes présents dans les plus hauts quintiles d’adiponectinémie ont un risque
significativement plus faible d’infarctus du myocarde [52]. Les facteurs de risque prédictifs
de maladies coronariennes comme de longs intervalles QT [107] ou le tabagisme [108] sont
associés a une adiponectinémie basse. Les concentrations d’adiponectine et de HDL-
cholestérol sont également étroitement corrélées. D’un point de vue moléculaire, des biopsies
de graisse épicardique ont révélé que les patients coronariens avaient 40% d’ARNm
d’adiponectine en moins que les sujets controles [109].

Outre ces propriétés anti-athérogeénes, 1’adiponectine présente également des actions anti-

hypertrophie myocardique, anti-inflammatoires, anti-apoptotiques et pro-angiogéniques [110-
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112]. L’action cardioprotectrice de 1’adiponectine est en grande partie due a des effets sur les
molécules d’adhésion. L’adiponectine agit par interférence avec la voie de signalisation
impliquant NFxB et par inhibition de la production et de la signalisation de TNFa.
L’adiponectine, en agissant sur la production de TNFa, réduirait I’expression TNFa
dépendante de VCAM-1, d’ICAM-1 et de I’E-sélectine au niveau des cellules endothéliales
[53,113,114]. L’E-sélectine, 'ICAM-1 et le VCAM-1 sont des marqueurs des lésions
endothéliales ou de leur dysfonctionnement. L’adiponectine réduit aussi la production de
TNFa au niveau des cardiomyocytes [111]. Cet effet passerait par la cyclo-oxygénase 2
(COX2).

L’adiponectine agit sur les monocytes/macrophages, les cellules musculaires lisses aortiques
et sur ’apoptose des cellules. Au niveau des monocytes/macrophages, il a ét¢ montré que
sous I’action de I’adiponectine, les monocytes, tout en adhérant aux lésions endothéliales,
produisent moins de cytokines inflammatoires, spécialement TNFa [115]. L’adiponectine
inhibe 1’expression des récepteurs de classe A-1, aboutissant a une décroissance significative
du captage des lipoprotéines de faible densité (LDL) par ces cellules et ainsi a la diminution
de la formation de cellules spumeuses [116]. La prolifération et la migration des cellules
musculaires lisses aortiques, induites par le Platelet-derived growth factor (PDGF) sont
réduites par I’adiponectine [117]. En effet, I’adiponectine inhibe la liaison du PDGF a son
récepteur au niveau de la cellule musculaire lisse aortique et bloque le signal mitogénique
induit par le PDGF. L’inhibition de ce signal mitogénique pourrait passer par une réduction
de l’activité de la kinase ERK [112]. L’adiponectine favorise la vasodilatation des vaisseaux
en stimulant la synthése du monoxyde d’azote (NO) par I’enzyme Nitric Oxyde Synthase
(NOS) endothéliale [118,119], une action améliorant la fonction endothéliale. Elle inhibe
I’apoptose des cellules endothéliales dans les grands vaisseaux [64] et des cardiomyocytes
[111]. L’activation de I’AMPK serait un des acteurs intervenant dans la suppression de
I’apoptose des cellules endothéliales [64]. Bcl2, protéine anti-apoptotique, serait un des autres
acteurs [115].

Les propriétés vasculo-protectrices de 1’adiponectine pourraient étre dues a la forme HMW,
qui inhibe I’apoptose de cellules endothéliales en culture [64]. L’adiponectine a é&é identifiée
auss dans les parois vasculaires |ésées de rat, mais pas dans les parois vasculaires intactes. A
partir d’éudes biochimiques in vitro, I’adiponectine HMW se lierait spécifiquement au
collagene exposé¢ au niveau de I’endothélium 1ésé de la paroi vasculaire de patients

coronariens [63]. Cette liaison résulterait en une diminution de 1’adiponectine HMW
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circulante. De ce fait, I’adiponectine peut avoir un rdle réparateur a ce niveau, mais aussi,

inversement, un role dans la formation de la 1ésion au niveau de I’endothélium.

C. Récepteurs de I’adiponectine

L’adiponectine posséde deux récepteurs principaux : AdipoR1, ubiquitaire, mais
majoritairement présent au niveau du muscle, et AdipoR2, principalement hépatique. Ces
deux récepteurs sont des protéines membranaires de surface avec sept domaines
transmembranaires. Leur structure moléculaire est similaire et inversée par rapport aux autres
récepteurs couplés aux protéines G, avec un domaine N-terminal interne et un domaine C-
termina externe (Figure 7). Chez I’homme, ils sont exprimés dans le foie, le pancréss, le
muscle et le tissu adipeux [120,121]. Dans le muscle, AdipoR1 est un récepteur de haute
affinité pour I’adiponectine globulaire et un récepteur de faible affinité pour I’adiponectine
monomérique ou multimérique. Dans le foie, AdipoR2 est un récepteur d’affinité moyenne
pour les formes globulaire et multimériques. Ces deux récepteurs participent a 1’augmentation
de I’activit¢ AMPK et PPARa, 1’oxydation des acides gras et la captation du glucose par
I’adiponectine [45]. L’expression de ces récepteurs est diminuée chez les sujets obeses [122].
En comparant des souris sauvages (wild type: WT) a des souris ob/ob hyperglycémiques et
hyperinsulinémiques, 1’expression des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 est diminuée
significativement dans le muscle et le tissu adipeux de ces dernieres [123]. Chez ces souris
ob/ob, I’induction de I’activation de ’AMPK par ’adiponectine est aussi réduite, évogquant
une résistance a I’adiponectine. Ces souris ne peuvent pas utiliser correctement
I’adiponectine. En fait, I’expression réduite des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 jouerait aussi
un réle important dans le développement de 1’insulino-résistance, le diabete de type 2, le
syndrome métabolique et 1’athérosclérose, équivalente a une diminution de la sécrétion et des

concentrations circulantes d’adiponectine.
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Figure 7. Structure proposée des Récepteurs ADIPOR1 et ADIPOR?2 de L’adiponectine [121]
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L’adiponectine inhibe la formation de plaque d’athérosclérose en inhibant I’expression des
récepteurs scavenger SRA1 qui dégradent les lipoprotéines de basse densité (LDL) [124] et en
inhibant I’activation de NF«kB. Les récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 ne sont pas impliqués

dans I’activité de I’adiponectine sur ces voies de signalisation [125].

Un troisiéme récepteur, isolé par Hug et al., s’exprime fortement au niveau des cellules
endothéliales vasculaires et des muscles lisses [126]. Ce dernier pourrait étre le récepteur
principal de 1’adiponectine au niveau vasculaire. La structure de ce récepteur est identique ala
T-cadhérine, une cadhérine exceptionnelle, associée a la progression de 1’athérosclérose. Le
domaine globulaire de 1’adiponectine contient un site d’adhésion Ca®, dépendant de 1’Asp

288, qui jour un role dans laliaison de la T-cadhérine [127].

D. Aspects génétiques

Selon la base de données HapMap, il existe plus d’une centaine de polymorphismes de
substitution d’un seul nucléotide (SNP), au locus ADIPOQ formant deux blocs haplotypiques
majeurs. Ces deux blocs incluent d’une part la région du promoteur et d’autre part le

deuxiéme intron et le deuxieéme exon.

Les variants genétiques du gene ADIPOQ sont associés aux variations des concentrations
d’adiponectine [48,128-131]. Les mécanismes biologiques responsables de ces associations
sont mal connus. Certaines associations avec les concentrations d’adiponectine sont observées
avec des SNPs localisés dans le promoteur (rs17300539 et rs182052) [132], en relation avec
’activité transcriptionnelle, mais on observe aussi des associations avec des variants situés
dans I’autre bloc haplotypique, peut étre en relation avec la stabilit¢ de PARNmM. L’allele
G(45) du rs2241766 est associé a une surexpression en moyenne de ’ARNm du géne de
I’adiponectine dans le tissu adipeux [133]. D’autres polymorphismes fonctionnels non
étudiés, en déséquilibre de liaison avec les variants connus d’ADIPOQ, pourraient expliquer

les associations avec les variations de 1’adiponectine circulante [48,134].

Les associations des polymorphismes avec les concentrations d’adiponectine varient selon
I’origine des populations étudiées. Dans une étude japonaise, les porteurs de 1’allele G(276)
du rs1501299 ont des concentrations plus basses d’adiponectine [129], alors que les porteurs

italiens de cet alléle ont une adiponectinémie plus éevée [135].

Les variants rs2241766 (45T>G) et rs1501299 (276G>T) et un haplotype défini par ces deux

polymorphismes sont associés au diabéte de type 2, al’obésité et a1’insulino-résistance [48]—
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[52]. Deux autres SNPs, rs17300539 (-11391G>A) et rs266729 (-11377C>G), sont aussi
associés avec le diabéte de type 2 et ceci a travers la régulation de I’activité du promoteur
[140]. Dans la cohorte Francaise D.E.S.I.R., les variants G(45) et A(-11391) sont associés a
une concentration ¢levée d’adiponectine et, paradoxalement, a 1’incidence de 1’hyperglycémie

(diabéte type 2 ou hyperglycémie ajeln) [136].

Les études d’épidémiologie génétique effectuées par la méthode de randomisation
mendélienne ont montré des résultats contradictoires. Dans 1’une, des variants de genes
impliqués dans des variations quantitatives et qualitatives de 1’adiponectine influencent le
risque de diabéte de type 2 et sont associés a la résistance a 1’insuline [130]. Dans une autre
étude, les variants génétiques du géne de 1’adiponectine eux-mémes n’influencent pas le

risque de diabéte de type 2, ni celui d’insulino-résistance [141].

Les polymorphismes du géne de 1’adiponectine, ADIPOQ, ne sont pas | es seuls a étre associés
aux concentrations d’adiponectine. Dans les grandes études — pangénomiques, les
polymorphismes du gene de la T-cadhérine, CDH13, sont parmi ceux le plus constamment et

le plus fortement associés a I’adiponectine circulante [130,131,142,143].

[1l1. LaT-cadhérine

La T-cadhérine appartient a la famille des cadhérines. Les cadhérines sont des protéines
membranaires responsables de 1’adhérence cellulaire ; elles assurent ains des liaisons
intercellulaires au niveau des différents tissus et cela grace & des liaisons homophiliques Ca?*-
dépendantes entre elles. Elles assurent de méme un rdle dans la maturation et la signalisation
tissulaire. Elles sont classées en cadhérines classiques et non classiques telles que la
desmocolline et la desmogléine. Parmi les cadhérines classiques, on cite I’E-cadhérine pour
les cellules épithéliales et embryonnaires, la P-cadhérine pour le placenta et les épidermes, la
N-cadhérine pour les neurones et les muscles et la VE-cadhé&ine pour les cellules
endothéliales vasculaires. Elles ont en commun leur domaine extracellulaire formé de 5 sous-
unités répétitives pouvant lier le calcium et permettre ainsi I’interaction entre les cadhérines et
par lasuite laliaison cellulaire. De plus, elles sont ancrées dans la membrane par un domaine
transmembranaire et possedent au niveau du cytoplasme un domaine intracellulaire spécifique
a chaque type de cadhérine et permettant I’interaction avec différentes protéines ; par

exemple, le domaine cytoplasmique de la N-cadhérine peut se lier a la B-caténine, puis a 1’a-

25



Introduction

caténine, et par la suite au réseau de filaments d’actine, modulant ainsi leurs voies de
signalisation [144].

La T-cadhérine constitue une exception. Elle possede un domaine extracellulaire composeé de
5 sous-unités comme les cadhérines classiques mais permettant des liaisons homophiliques
plus faibles, pouvant étre dues au manque de domaine intracellulaire. Cette hypothese reste &
étudier. Les cadhérines classiques se lient entre elles par ces liaisons homophilique Ca2'-
dépendante, afin d’assurer 1’adhérence intercellulaire. En fait, la T-cadhérine ne possede pas
de domaine cytoplasmique, ni de domaine transmembranaire, et son ancrage a la cellule
dépend d’une structure Glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI). De ce fait, la T-cadhérine
n’intervient pas dans 1’adhésion cellulaire mais agit au niveau des voies de signalisation

intracellulaires [145] (Figure 8).

actine

a-caténine

B-caténine

Membrane plasmique

T-cadhérine

Liaison

homophilique
Domaine

extracellulaire

Ancre GPI

Domaine
intracellulaire

actine

Cadhérine classique

Figure 8. Différences de structure entre les cadhérines classiques et la t-cadherine
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A. Organisation et régulation du géne CDH13
1. GéneCDH13
Le gene de la T-cadhérine (CDH13) a été évolutivement conservé et présente une forte
homologie avec celui d'autres especes. La localisation et |'organisation génétique de CDH13
sont représentées sur la Figure 9. Le géne CDH13, chez I’homme, est localisé sur le
chromosome 16q24 [146] ains que d'autres cadhérines tels que VE-cadhérine, E-cadhérine,
P-cadhérine, CDH8 et CDH11 [147]. Une telle liaison génétique indique que ces genes de
cadhérines pourraient partager des éléments de régulation. Le gene CDH13 est congtitué de 1
millions de nucléotides environ et contient 14 exons. Son transcrit est traduit en une
préprotéine a signal d’ancrage GPI de 713 acides aminés [146,148]. L’organisation du géne
de la T-cadhérine ne refléte pas la structure de la protéine qui en résulte ; chaque ectodomaine
est codé par deux ou trois exons (Figure 9). Une structure génétique similaire est également
observée pour la E-cadhérine et la N-cadherine [149,150], et contraste, par exemple, avec les
genes des protocadhérines ou six a sept ectodomaines sont codés par un ou deux exons [151].
Le premier et le quatorzieme exons du géne CDH13 sont non traduits. Ce gene posséde
également un grand intron 2 (173 536 pbs) qui, dans le cas d'autres cadhérines contient des

éléments cis régulateurs [149,152].

2. Lesélémentsrégulateurs du promoteur
De méme que pour les autres cadhérines, telles que la E-cadhérine, la P-cadhérine et KSP-
cadhérine [153-155], le promoteur de CDH13 ne possede pas de TATA-box. L'extrémité
proximale de larégion adjacente a 5 'contient une CAAT-box a-154 pbs et deux CAAT-box
inversées a-179 pbs et -450 pbs, a partir du site de début de la traduction. Un élément GC est
situé a -266 pbs. Des études dans divers types cellulaires ont prédit les sites d’initiation de la
transcription a -73, -120 et -434 pbs [156,157], ceci pourrait évoquer 1’hypothése de
promoteurs alternatifs ou spécifiques au type cellulaire. Certains éléments régul ateurs putatifs
de contréle de la transcription de CDH13 sont représentés dans la Figure 9. Une étude sur les
cellules musculaires lisses vasculaires a montré une régul ation négative de CDH13 en réponse
a différents facteurs de croissance tels que les facteurs de croissance dérivés des plagquettes
(PDGF), le facteur de croissance épidermique (EGF) ou le facteur de croissance analogue a
I'insuline (IGF) [158]. Les potentiels sites de liaison pour le récepteur aux cestrogenes, le
récepteur des glucocorticoides et le récepteur de la progestérone sont probablement situés
dans la région 5' du gene CDH13 et, dans les cellules d'ostéosarcome, divers effets des

glucocorticoides et des stéroides sur la régulation de la T-cadhérine par ont été rapportés
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[157]. Un éément de réponse aux androgenes est situé dans le promoteur de CDH13, et la
suppression de CDH13 en réponse aux androgenes a été corrélée avec la tumorigenése de la
prostate [159]. A ce jour, une seule étude a démontré une interaction physique directe des
éléments régulateurs du promoteur avec un facteur de transcription : dans les cellules
cancéreuses de la vésicule biliaire, le régulateur de latranscription, ZEB1, se lie au promoteur
de CDH13 et réprime son activité [160].

Le promoteur de CDH13 est riche en ilots CpG sujets a la méthylation et donc susceptibles
d’entrainer une diminution de I’expression du gene. La régulation négative de CDH13 se
produit a travers au moins trois mécanismes moléculaires: (1) la suppression du locus 16924,
contenant le gene CDH13 ; (2) la méthylation aberrante du promoteur; (3) la modification des
histones.

L’expression de CDH13 dans les cellules endothéliales est sensible a 1’oxydo-réduction.
L’induction du gene CDH13 par le stress oxydatif est inhibée suite au traitement des cellules
avec un antioxydant N-acétylcystéine ou avec de I’iodonium diphényléne, un inhibiteur de la
NADPH oxydase [161]. Le knock-down de la thioredocine-1 (Trx-1) médiée par le SARN
inhibe 1’élévation de la transcription et des protéines de CDH13 induite par le stress oxydatif,
impliquant ains Trx-1 en tant que régulateur important de CDH13 dans les cellules
endothéliales [162].

B. Structuredela protéine
1. LaprotéineT-cadhérine

L’ADNc de CDH13 a été initialement cloné a partir d'embryon de cerveau de poulet et appelé
T-cadhérine en raison de sa nature tronquée [148]. L'homologue humain de la T-cadhérine de
poulet, cadhérine-13 (CDH13) a été cloné en premier par Taniharaet a. [163], puis par Lee et
a. [146] qui I’a nommé H-cadhérine en raison d’une expression élevée dans le ceeur. La
séquence d'acides aminés de la T-cadhérine a été bien conservée au cours de I'évolution des
vertébrés. La préprotéine de la T-cadhérine se compose de 713 amino acides et comprend un
pro-peptide, cing domaines de cadhérine (domaines EC1-5) et une ancre GPI fixée a
I'extrémité carboxyterminale [148].

Le domaine EC1 de la T-cadhérine montre ~38% de similarité de protéine avec celui de la
Ecad et ~30% avec celui d'autres cadhérines classiques [148,164].
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Figure9. Caractéristiques de structrure du gene CDH13, de son promoteur et de sa protéine.

(A) Localisation du géne CDH13 (chromosome 16q24) chez I’homme (carré rouge) et structure du transcrit primaire.

(B) Structure de la protéine : les 5 ectodomaines et I’ancre GPI et les régions de phosphorylation et de N-glycosylation des
acides aminés.

(C) Lastructure du promoteur de CDH13

La caractéristique la plus importante qui distingue la T-cadhérine des cadhérines classiques
est 1’absence de domaines transmembranaires et cytoplasmiques. A la place, la T-cadhérine
possede une séquence hydrophobe de 19 acides aminés du c6té C-termina qui sert de signal

pour la fixation de 1’ancre GPI [148].

Le domaine EC2 de la T-cadhérine contient un résidu de phosphorylation potentiel, la
tyrosine 327, nécessaire a la dégradation de la T-cadhérine par le protéasome. La
phosphorylation de la tyrosine pourrait étre une étape nécessaire pour l'initiation de
I'angiogenése dans différents tissus [165]. La T-cadhérine est aussi une protéine fortement
glycosylée et contient huit sites potentiels de N-glycosylation (deux sur le pro-peptide, un en
EC3, deux en ECA4 et trois en EC5).

2. Lesisoformesdela T-cadhérine et les modifications post-
traductionnelles

La taille de la T-cadhérine peut aussi varier. La plupart des éudes ont détecté plus d'une
bande immunoréactive majeure avec les western-blots, avec des tailles comprises entre 45
kDa et 130 kDa. Plusieurs hypothéses sont possibles. Premiérement, certains types de cellules
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expriment non seulement la proténe mature de la T-cadhérine sur leur surface, mais aussi un
précurseur de la T-cadhérine (propeptide non clivé) [148,158,166]. La fonction du précurseur
non clivé n’est pas claire. Pour les cadhérines classiques, le clivage du propeptide est essentiel
pour leurs fonctions adhérentes [167]. La conversion du précurseur en protéine mature
pourrait ére un moyen de régulation de I'activité de la protéine. La présence de bandes
variables dans différents tissus suggeére |'existence d'isoformes et donc de variants d'épissage.
Plusieurs ARNm différents de la T-cadhérine ont é&é détectés, ce qui pourrait indiquer
I’existence d'isoformes et/ou d'épissage alternatif. La seule description détaillée des isoformes
protéiques de la T-cadhérine publiée a ce jour est 1’étude de Sacristan et al. qui aidentifié une
isoforme de la T-cadhérine, la T-cadhérine 2, dans le cceur, les muscles, le foie, la peau, les
somites, et dans le tissu nerveux. Cette isoforme contient une Lysine substituée a la Leucine

carboxyterminale et est rallongée par une séquence SerPheProTyrVal [168].

Une autre raison de la variabilité de la taille peut étre les modifications post-traductionnelles.
La T-cadhérine est fortement glycosylée et, dans de nombreux cas, une glycosylation
différentielle de la protéine de la T-cadhérine est responsable de changements du poids
moléculaire apparent de la T-cadhérine. Philippova et al. observe que le traitement des
cellules endothéliadles avec la tunicamycine, un inhibiteur de glycosylation, conduit a une
diminution concomitante des bandes de 105 et 130 kDa de la T-cadhérine et I'accumulation
d’une forme de poids moléculaire de 75 kDa. Cette forme de la T-cadhérine non-glycosylée
ne peut pas subir de translocation a la surface cellulaire. La glycosylation pourrait donc jouer
un réle dans letrafic et larégulation de I'expression de la T-cadhérine. Une conségquence de la
présence de ces différentes formes de T-cadhérine est que les anticorps commerciaux utilisés
dans les différentes études pourraient avoir des spécificités antigéniques différentes et donner
ains des résultats incohérents.

C. Localisation cellulaire de la T-cadhérine
Contrairement aux autres cadhérines, la T-cadhérine n’est pas localisée au niveau des
jonctions adhérentes intercellulaires. Elle se concentre sur les sites de contact intercellulaire
dans des agrégats de cellules en suspension plutét que dans des cultures monocouches, preuve

de leur expression élevée pendant |es phases de multiplication cellulaire [169].

Au repos, dans les cultures monocouches de différentes cellules (endothéliales, cellules
musculaires lisses, lignée de carcinome de la vessie, lignée hépatocdlulaire), [170] [171], la

T-cadhérine est répartie de maniére diffuse sur toute la membrane plasmique avec une
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concentration négligeable au niveau des jonctions intercellulaires. Une blessure au niveau de
ces monocouches résulte en une redistribution de la T-cadhérine a la surface d'attaque des
cellules en migration [170,171], suggérant un réle dans la régulation du flux migratoire. La
présence de I'ancre GPI est responsable de la localisation des protéines dans les radeaux de la
membrane plasmique. La T-cadhérine est présente dans les fractions de membrane insolubles,
riches en caveoline, des myocytes en culture chez le rat et des cellules endothéliales et
musculaires lisses chez ’homme [172,173]. La distribution différentielle de la T-cadhérine
dans divers types de cellules pourrait entrainer des effets distincts de la T-cadhérine sur le

comportement cellulaire.

D. La T-cadhérine danslestissus

La T-cadhérine a été découverte au niveau du systéme nerveux, mais elle est largement
distribuée dans [’organisme, avec une expression maximale au niveau du systéme

cardiovasculaire et moindre au niveau des cellules musculaires lisses [148,174].
Systéme vasculaire

Dans les cellules vasculaires musculaires lisses, deux formes de T-cadhérine, la protéine
mature de 105 kDa et son précurseur partiellement transformeé de 130 kDa ont été identifiées
comme récepteurs membranaires de surface pour lipoprotéines de faible densité (LDL)
[158,166,175]. Une analyse immunohistochimique de la distribution de la T-cadhérine dans e
tissu vasculaire révéle des niveaux élevés de T-cadhérine dans les cellules endothéliales, les
péricytes et les muscles lisses. La T-cadhérine est présente sur les cellules endothéliales dans
tous les types de vaisseaux sanguins. arteres, veines et capillaires. La coloration de la T-
cadhérine dans les cellules musculaires lisses des artéres est la plus importante dans la couche
subendotheliale de cellules musculaires lisses, puis elle s’affaiblit progressivement vers la
couche adventice la plus profonde [174]. Le niveau de T-cadhérine est nettement augmenté
dans les lésions artérioscléreuses de l'aorte humaine [174], et lors d’une resténose
expé&rimentale de |'artére carotide chez le rat [176], ce qui suggére une expression associee a
un phénotype artérioscléreux. En culture, I’expression de la T-cadhérine est stimulée dans les
cellules vasculaires endothéliales et musculaires lisses apoptotiques et en prolifération
[161,177]. Dans les vaisseaux, la T-cadhérine est localisée au niveau de I’intima et de la
media ; son expression est augmentée dans la néo-intima suite a une [ésion de la carotide chez

la souris par un cathéter a ballon [178]. Cette localisation est tres similaire a celle de
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I’adiponectine qui se lie au collagéne exposé suite a une Iésion de la paroi du vaisseau et se

localise sur e vaisseau |éé.

Les premieres expériences de surexpression de la T-cadhérine dans les cultures de cellules
musculaires lisses et endothéliales, aprés une privation de sérum et une inhibition de la
réponse au facteur de croissance, suggerent que la T-cadhérine agirait comme un suppresseur
de croissance des cellules vasculaires [158]. Cependant, cette hypothése a été contredite par
des études fonctionnelles ultérieures utilisant des cellules surexprimant ou n’exprimant pas la
T-cadhérine. L’utilisation de la protéine de T-cadhérine recombinante ou d’un anticorps
agoniste améliore la prolifération, lamigration et la survie cellulaires de cellules endothéliales
et musculaires lisses, dans des conditions de stress oxydatif [161,177,179]. Dans les cellules
endothéliales, des effets pro-migratoires de la T-cadhérine sont accompagnés d’une
diminution de I'adhésion de la matrice cellulaire et des changements de la morphologie
cellulaire, un réarrangement du cytosguelette d'actine et une redistribution des adhésions
focales[179,180].

Ces effets de la T-cadhérine sur le comportement des cellules endothéliales, ainsi que le fait
que la T-cadhérine est stimulée dans les cellules endothéliadles de néo-vaisseaux des
métastases pulmonaires de différentes tumeurs [29] et du carcinome hépatocellulaire
[171,181], ont conduit a I'hypothese d'une implication de la T-cadhérine dans la régulation de
I'angiogenése. En effet, la surexpression de la T-cadhérine favorise I'angiogenése dans
différentes modél es expérimentaux in vitro et in vivo [182]. Les propriétés pro-angiogéniques
de la T-cadhérine ont été confirmées dans une étude utilisant des souris knock-out pour la T-
cadhérine (T-cadhérine-KO) [183]. L’implication de la T-cadhérine dans |'angiogenese
tumorale a également été démontrée a l'aide d'une tumeur in vitro [184]. Cependant, Tkachuk
et al. ont rapporté que la T-cadhérine inhibe I'angiogenése en inhibant la migration des
cellules endothéliales [185].

Coeur

La T-cadhérine est exprimée dans les cardiomyocytes [173,186]. La T-cadhérine est
abondement exprimeée dans le myocarde et s’associe avec des domaines membranaires riches
en cholestérol du sarcolemme cardiague [173]. On observe une augmentation de la T-
cadhérine ainsi que de I’adiponectine a la périphérie de myocytes endommagés chez des
patients présentant un infarctus du myocarde et une cardiomyopathie dilatée [187]. Le cceur

est le seul organe ou la liaison entre 1’adiponectine et la T-cadhérine a éé étudiée et
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confirmée. L’étude d’un modele d’ischémie/reperfusion du coeur chez des souris KO pour la
T-cadhérine montre qu’elle est indispensable a I’effet cardioprotecteur de 1’adiponectine
[188]. Dans cette étude, une carence en T-cadhérine conduit a une hypertrophie cardiague
exacerbée en cas de surcharge de pression chronique et a des |ésions d'ischémie-reperfusion
graves et aigues [188]. La T-cadhérine serait indispensable a I’activation de la voie de

signalisation de I’AMPK dépendante de I’adiponectine.
Foie

Dans le tissu hépatique normal, la T-cadhérine n’est pas exprimée sur les hépatocytes
[171,181,189]. Cependant, dans des carcinomes hépatocellulaires, une augmentation de
I'expression de la T-cadhérine sur les cellules tumorales peut contribuer a des métastases en
provoquant la motilité cellulaire. L’administration extracellulaire de T-cadhérine
recombinante a des hépatocytes en culture stimule des fonctions hépatocytaires spécifiques
telles que la sécrétion d'albumine, la synthése de I'urée et I'activité du cytochrome P450 1A1
[189]. Le mécanisme d'activation de I'hépatocyte par la T-cadhérine n’est pas clair; les auteurs
suggérent une liaison de la T-cadhérine avec un partenaire encore inconnu a la surface des
hépatocytes. Une association entre les niveaux de T-cadhéine et d’adiponectine a été
démontrée dans la fibrose du foie [190].

Rein

Au niveau rénal, I’expression de la T-cadhérine a été étudiée par immunohistochimie au cours
de la différenciation des glomérules d’un feetus humain [191]. Elle est impliquée dans la
différenciation des podocytes. Au cours du stade précoce de la boucle capillaire, une forte
localisation apicale de T-cadhérine est observée sur les cellules épithéliales viscérales de la
capsule de Bowman qui commencent a se différencier en podocytes. A un stade plus avancé
de la différenciation des néphrons, 1’expression de la T-cadhérine survient au cours de la
phase terminale de la différenciation des pieds des podocytes. Ces données suggérent un réle
de la T-cadhérine dans la régulation de la morphogenése lors de la différenciation des
podocytes et la formation du réseau capillaire glomérulaire. Au niveau rénal, 1’association
entre ’adiponectine et la T-cadhérine pourrait suivre le méme processus que celui détaillé

plus haut pour le coeur.
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Pancréas

La T-cadhérine est impliquée dans la sécrétion de I’insuline [192]. La T-cadhérine est un
composant des granules d’insuline des cellules B pancréatiques. La T-cadhérine participe a la
deuxiéme phase de la sécrétion de D’insuline. Au niveau de ces granules d’insuline,
I’association entre 1’adiponectine et la T-cadhérine n’est pas observée, malgré leur
colocalisation au niveau des vaisseaux pancréatiques. Ceci suggeére que 1’action de la T-

cadhérine sur la sécrétion d’insuline est indépendante de 1’adiponectine.

E. Mécanismes de signalisation de la T-cadhérine
La T-cadhérine se lie a I’adiponectine, tandis que des protéines transmembranaires encore
inconnues, y compris AdipoR1 ou AdipoR2 éventuellement, sont nécessaires pour transmettre
le signal de liaison vers les voies de signalisation intracellulaire. Les mécanismes de
signalisation activés par la T-cadhérine ne sont pas bien compris. L'absence de domaines
transmembranaires et cytoplasmiques implique que le signal induit par la T-cadhérine differe
sensiblement de la signalisation induite par les cadhérines classiques qui dépend de
I'interaction physique de leurs parties cytoplasmiques avec les partenaires intercellulaires
comme les caténines [147]. Les études des effets de la T-cadhérine sur 1’adhésion, la
migration, la prolifération et la survie cellulaire, ont identifié plusieurs cibles de signalisation

intracellulaire surtout au niveau des cellules endothélia es.
Mécanisme général

Puisque la T-cadhérine manque de domaines transmembranaires et cytoplasmiques qui
permettraient une signalisation directe vers l'intérieur de la cellule, il a été propose |'existence
de molécules "adaptatrices’ transmembranaires interagissant avec la T-cadhérine a la
membrane plasmique. Les protéines liées au GPI, comme la T-cadhérine, sont localisées
généralement au niveau du feuillet exoplasmique de la bicouche de la membrane plasmique et
résident au sein de microdomaines trés dynamiques, riches en stérols et sphingolipides,
appel és radeaux lipidiques de la membrane, ou dans les petites invaginations membranaires,
les cavéoles, considérées comme un sous-ensemble des radeaux [190]. Les radeaux lipidiques
compartimentent les processus cellulaires tels que la transcytose, la potocytose, |e captage des
toxines, des bactéries et des virus, le transport du cholestérol, I’homéostasie calcique, le tri
des protéines et la transduction du signal [191]-[193]. Les radeaux lipidiques contiennent des
protéines doublement acylées telles que les tyrosine-kinases et des protéines

transmembranaires palmitoylées telles que les récepteurs des facteurs de croissance et les
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intégrines. Ces molécules de la membrane des radeaux lipidiques pourraient agir comme des
intermédiaires dans la signalisation de la T-cadhérine. Plusieurs protéines susceptibles d’étre
impliquées dans les voies de signalisation de la T-cadhérine, comme certaines protéines G et
certaines kinases, ont été identifiées par des expériences de coprécipitation de lysats
cellulaires d’endothélium vasculaire suivi de séquengage des protéines coprécipitées avec la
T-cadhérine [112].

Bien que la T-cadhérine permette la liaison de 1’adiponectine et 1’activation de la voie de
signalisation AMPK, il est peu probable qu’clle agisse a la fois comme récepteur et
transducteur du signal de liaison aux voies de signalisation intracellulaires. L’ancre GPI de la
T-cadhérine exclut les interactions directes avec les adaptateurs de signalisation
intracellulaires. La T-cadhérine pourrait s’associer a des protéines transmembranaires qui, a
leur tour, s’associeraient a des protéines intracellulaires pour activer les cibles de signalisation
de I’adiponectine. Par exemple, la T-cadhérine pourrait activer 'AMPK a travers la voie de
I'intégrine. Les niveaux des intégrines sont modulés par 1a T-cadhérine [180] et |'expression
ectopique de la T-cadhérine dans les cellules endothéliales en culture active la voie de
signalisation des kinases liées aux intégrines [181]. Par la suite, I'activation des kinases liées
aux intégrines est impliquée dans la signalisation AMPK pour protéger le coeur de
I’hypertrophie du ventricule gauche [182]. AdipoR1 et AdipoR2 sont d’autres candidats pour
s’associer et/ou travailler avec la T-cadhérine puisqu’ils sont activés par 1’adiponectine, et

agissent en amont de la signalisation AMPK [131].
Sgnalisation adiponectine-dépendante

Hug et al. identifie la T-cadhérine comme le troiséme récepteur de |'adiponectine en
hexamére et de haut poids moléculaire, mais pas les formes d'adiponectine triméres ou
globulaires [126]. De maniére générale, la T-cadhérine est indispensable a la séquestration de
I’adiponectine et a ses fonctions bénéfiques. Dans des modéles transgéniques de tumeur
mammaire, |'inactivation du gene CDH13 cause une perte de |'association de |'adiponectine au
réseau vasculaire de la tumeur et une forte augmentation des taux d'adiponectine serique
[183].

La T-cadhérine exprimée par les cardiomyocytes serait nécessaire pour séquestrer
I’adiponectine au niveau cardiaque. La T-cadhéine agit en tant que co-récepteur de
I’adiponectine HMW et MMW [188]. De ce fait, la suppression de |'expression de la T-

cadhérine chez les souris augmente considérablement les niveaux d'adiponectine dans la
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circulation. Le réle crucia de la T-cadhérine a é&é souligné par la constatation que des
concentrations sériques supraphysiologiques d’adiponectine chez les souris T-cadhérine-KO
sont incapables de protéger le cceur. Ces souris hyper-adiponectinémiques ont
paradoxalement un phénotype cardiaque similaire a celui de souris adiponectine-KO [188].
Ce phénomene pourrait évoquer la possibilité d’une résistance a 1’adiponectine causée par
I’absence de la T-cadhérine nécessaire pour la capture tissulaire de 1’adiponectine. Cette
guantité excessive d'adiponectine ne peut pas activer la signalisation cardiaque de 'AMPK,
dépendante de I’adiponectine [179]. Les souris adiponectine-KO sont caractérisées par une
faible expression cardiaque de la T-cadhérine. L'administration d’adiponectine recombinante
aces souris abolit le phénotype cardiaque en rétablissant I'expression de la T-cadhérine par les
cardiomyocytes a des niveaux physiologiques. Une fois 1’association cardiaque rétablie, la
signalisation AMPK est réactivée et les |ésions cardiagues sont limitées. Le méme traitement
est inefficace en I'absence de T-cadhérine [179]. Ainsi, la T-cadhérine, exprimée sur la
surface des cardiomyocytes, est nécessaire pour la liaison de I’adiponectine et pour permettre
ses fonctions cardioprotectrices. Ces résultats suggérent que le coeur réagit de manicre
réversible aux niveaux d’adiponectine circulante en régulant les niveaux de T-cadhérine et
sont en faveur d’un role essentiel de la T-cadhérine dans la localisation cardiaque de
I’adiponectine et son activité cardioprotectrice. AdipoR1 et AdipoR2 sont exprimés dans
différents organes dont le coeur, et sont donc impligqués dans les fonctions des cardiomyocytes
[183], [184]. Contrairement a la T-cadhérine, les niveaux d'expression cardiaque d’AdipoR1
et AdipoR2 sont indépendants des concentrations sériques d’adiponectine et sont identiques
chez les souris invalidées pour I’adiponectine et celles invalidées pour la T-cadhérine [179].
L'expression constante d’AdipoR1 et AdipoR2 chez les souris T-cadhérine-KO, combinée a
I’absence d’association a 1’adiponectine au niveau du cceur, suggeére que ces récepteurs sont
insuffisants a eux seuls pour permettre la liaison a [D’adiponectine et les effets
cardioprotecteurs de celle-ci. L'association physique de 1’adiponectine avec la T-cadhérine est
une condition préalable a l'activité physiologique de 1'adiponectine dans le cceur, et suggére
gu'une éventuelle fonction des récepteurs AdipoR1/R2 dépend de laliaison de I'adiponectine
alaT-cadhérine[179].

Chez des souris invalidées pour AdipoR1 dans le muscle squelettique, 1’adiponectine ne
parvient pas a réguler le métabolisme musculaire, y compris I'activation de 'AMPK [185].
Comme la T-cadhérine est abondante dans le muscle squel ettique et responsable de la liaison
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a I’adiponectine, il est concevable qu’une coopération entre T-cadhérine et AdipoR1 permette

les fonctions de I’adiponectine dans le muscle squelettique comme dans le muscle cardiaque.
Sgnalisation vasculaire

Les interactions de la T-cadhérine dans le muscle lisse vasculaire et les cellules endothéliales
induisent I’allongement et la polarisation cellulaire, diminuent |'adhérence a la matrice et
facilitent la migration cellulaire [177,180]. La surexpression de la T-cadhérine dans les
cellules endothéliales a révélé des niveaux plus élevé de phosphorylation de la PI3K dans les
voies de survie, et des niveaux inférieurs dans les voies de mort [161]. L'activation de la voie
de signdisation PI3K Akt/GSK3R dépendante de la T-cadhérine protege les cellules
endothéliales de I'oxydation et de |'apoptose induite par |e stress oxydant. Ces mémes voies de
signalisation sont susceptibles d'étre responsables de la croissance des cellules vasculaires
dépendante de la T-cadhérine. Dans |'endothélium vasculaire et les cellules musculaires lisses,
la T-cadhérine est dynamiquement régulée au cours du cycle cellulaire et son expression
active laprolifération [177]. Ainsi, la T-cadhérine pourrait faciliter la progression des troubles
vasculaires prolifératifs tels que le I'athérosclérose, la resténose et I'angiogenese tumorale. La
contribution de ces voies de signalisation aux effets pro-angiogéniques de la T-cadhérine n'a
pas été étudiée en détail. Cependant, in vivo, dans un modéle de transfert de genes dans le
muscle squelettique chez la souris, la T-cadhérine favorise la néovascularisation en présence
d’un facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) [182]. Ces données suggerent que la
T-cadhérine n’est pas un stimulus angiogénique primaire, mais plutét un modulateur de
I’angiogenése qui nécessite une déstabilisation initiale du vaisseau par les facteurs de
croissance. Une possibilité de communication entre les voies de signdisation de la T-
cadhérine et du facteur de croissance des fibroblastes (FGF) [181] suggére une interaction

complexe entre plusieurs voies importantes au cours de 1’angiogenése.
Relation avec les LDL

Les lipoprotéines circulant dans le plasma, outre leur réle dans le transport des lipides,
peuvent induire des signaux mitogenes dans de nombreux types cellulaires. La recherche de
récepteurs membranaires pouvant servir de médiateur de ces signaux dans les cellules du
muscle lisse vasculaire, a permis d’identifier la T-cadhérine comme protéine de liaison des
LDL [158,166,175]. La T-cadhérine mature et son précurseur peuvent se lier aux LDL, cette
interaction éant dépendante de la présence du fragment GPI dans la molécule de la T-

cadhérine [193]. Les interactions T-cadhérine-LDL activent la phospholipase C, I’Erk 1/2
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kinase et le NF kappa B dans les cellules endothéliales [194] et favorisent la migration d'une
lignée fibroblastique chez la souris [178]. La capacité de la T-cadhérine alier les lipoprotéines
et I'activation consécutive de voies de signalisation dans les cellules vasculaires peuvent jouer
un réle dans la progression de troubles cardiovasculaires tels que |'athérosclérose, caractérisés

alafois par I'hyperlipidémie et une augmentation de |'expression de T-cadhérine [174].

F. Variation génétique de la T-cadhérine, adiponectine circulante et

pathologie humaine.

Dans plusieurs études d’association pangénomique (GWAYS), les polymorphismes du géne
codant pour la T-cadhérine, CDH13, sont associés, d’une part, a la variation de la
concentration de ’adiponectine [195] et d’autre part, au risque de syndrome métabolique
[196] et de maladies cardio-métaboliques [131]. Dans leur association a I’adiponectine
circulante, les polymorphismes de CDH13 sont en premiére place dans les populations
asiatiques et en deuxieme place chez les européens, derriére les polymorphismes du gene de
I’adiponectine, ADIPOQ, Iui-méme. Dans une étude multi-ethnique, outre leur association
avec les concentrations d’adiponectine, les polymorphismes du géne de la T-cadhérine sont
associés a I’HbAlc, a la glycémie et I’insulinémie a jeun, et aux scores HOMA-IR et HOMA-
B [197]. Dans les populations européennes, I’alléle rare du rs11646213 est associé au
développement du syndrome métabolique [198], et a I’hypertension [199]. Dans les
populations asiatiques, dans plusieurs éudes, les polymorphismes du gene CDH13, sont
associes a la glycémie [143,200], I’insulinémie [200,201], le syndrome meétabolique
[143,202], le score HOMA-IR [200,201,203], et aussi, aux maladies cardiovasculaires [142],
I’infarctus du myocarde [143], au profil lipidiqgue (LDL, HDL et TG) de sujets sains
[201,202]. Ces effets sont indépendants de 1’effet de I’adiponectinémie sur ces différents
phénotypes [200,201]. Paradoxalement, dans une étude, |es polymorphismes du gene CDH13
associés a des concentrations basses d’adiponectine sont aussi associés a une meilleure
sensibilité a 1’adiponectine [203], ce qui peut s’expliquer par un meilleur captage de celle-ci
au niveau cellulaire, entrainant une baisse de la concentration circulante, et une meilleure

efficacité.

Les polymorphismes de CDH13 sont aussi associés ala CRP [202], indice de I’inflammation

et a diverses molécules d’adhérence intracellulaire comme les ICAM et la E-sélectine [204],
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renforgant 1’hypothése d’un role auxilliaire de la T-cadhérine dans la signalisation de

I’adiponectine a travers sa liaison a des molécules intracellulaires.
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L’adiponectine est une adipocytokine anti-inflammatoire, anti-athérogene et insulino-
sensibilisatrice. Ses concentrations plasmatiques sont basses dans le diabete de type 2 et
I’obésité, mais élevées dans le diabéte de type 1 et la néphropathie diabétique. L’adiponectine
circule principalement sous 3 formes. Sa forme HMW est responsabl e des effets biologiques
bénéfiques. L’association des concentrations plasmatiques de 1’adiponectine avec le risque de
diabéte et de ses complications est complexe et pourrait mettre en jeu des récepteurs ou co-

récepteurs de 1’adiponectine indispensables a son action.

La T-cadhérine est une protéine exprimée principaement dans les systémes nerveux et
cardiovasculaire. Son réle est mal connu mais elle est impliquée dans le remodelage de la
paroi vasculaire et 1’angiogénése. C’est un récepteur pour les formes HMW et MMW de
’adiponectine. De maniére répétée, dans les grandes études d’association pangénomique, les
polymorphismes du géne codant pour la T-cadhérine, CDH13, sont associées aux
concentrations d’adiponectine, et parfois au syndrome métabolique et au diabéte de type 2.
Dans certains modéles, la T-cadhérine est indispensable a 1’effet cardioprotecteur de
I’adiponectine. Elle est également associée a la différenciation des podocytes et a la sécrétion

de I’insuline.

Nous émettons 1’hypothése que des variations dans le géne de la T-cadhérine, associées aux
variations de ’adiponectine circulante, seraient impliquées dans 1’étiologie du diabéte et de
ses complications. Le but de notre travail est d’approfondir les relations entre les
concentrations d’adiponectine et les variations génétiques du géne CDH13 modulant ces

concentrations, et le risgue de diabéte et de ses complications.

D’une fagon plus spécifique, hous présentons deux études. La premiére concerne 1’association
des polymorphismes de CDH13 a I’adiponectine circulante, au diabéete de type 2 et aux
phénotypes associés. Les populations étudiées sont une cohorte issue de la population
générale Francaise, D.E.S.I.R., et une cohorte de sujets diabétiques de type 2 DIABHY CAR.

L a deuxieme étude présente 1’association de ces polymorphismes ala néphropathie diabétique
dans le diabete de type 1, conjointement a 1’adiponectine. Trois cohortes de sujets atteints de
diabéte de type 1 sont analysées : GENESIS, GENEDIAB, SURGENE.
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Dans la suite du manuscrit, nous présenterons d’abord les méthodes. Dans le but de définir si
I’effet de I’adiponectine sur la néphropathie dépend des variations de la concentration
plasmatique de la T-cadhérine, nous avons mis au point le dosage de la T-cadhérine dans le
plasma des sujets atteints, mais les dosages étant en cours, cette mise au point est présentée en
annexe. Nous présentons ensuite les différentes éudes réalisées de maniére séparée, puis une

discussion générale sur la signification de nos résultats, englobant applications et perspectives
de nos travaux.
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Sujets, matériels et methodes

|. Sujets

A. LacohorteD.E.S.I.R

La population D.E.S.I.R (Données Epidémiologiques sur le Syndrome d’Insulino-Résistance)
est issue de la population générale Francaise. Cette étude prospective débutée en 1994, a pour
but d’analyser les facteurs favorisant I’apparition du syndrome d’insulino-résistance et des
phénotypes associés. Elle regroupe 5212 sujets, agés de 30 a 64 ans a D’inclusion. Le
recrutement s’est fait par sexe et par classe d’age de 5 ans. Quatre consultations (2 I’inclusion
puis a 3, 6 et 9 ans) ont permis d’assurer un recueil méthodique des données longitudinales.
Tous les sujets ont signé un consentement éclairé. Les caractéristiques de la population

D.E.S.LR. a I’entrée de 1’étude sont représentées dans le Tableau 1.

Tableau 1. Caractéristiquesde la cohorte D.E.S.I.R. a’inclusion

N (% d’hommes) 5212 (50%)
Age (ans) 47+ 10
IMC (kg/m?) 24,7+3,8
Tour detaille (cm) 834+118
Glycémie (mmol/l) 536+0,84
HbA1c (%) 53+0,5

Insulinémie (pmol/l)

39,8 (27,8-57,3)

Cholestérol total (mmol/l) 5,73+1,02
HDL Cholestérol (mmol/l) 1,62+0,42
LDL Cholestérol (mmol/l) 3,36+1,02

Triglycerides (mmol/l)

0,97 (0,68-1,43)

Pression artérielle diastolique (mm Hg) | 80,0+9,7
Pression artérielle systoliqgue (mm Hg) | 131,4+15,8

moyenne = SD ou médiane (interquartile 25%-75%)
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Dans la cohorte D.E.S.I.R, lanormoglycémie a été définie par une glycémie <6,1 mmol/l et le

diabéte par une glycémie 2 7,0 mmol/l ou un traitement par médicaments antidiabétiques.

B. Lacohorte DIABHYCAR

La population DIABHYCAR (DIABetes, Hypertension, microalbuminuria or proteinuria,
CARdiovascular events, and Ramipril) est une population de patients diabétiques de type 2, a
fort risque cardiovasculaire. Cette étude prospective, randomisée, organisée en double
aveugle, avait pour but initial de tester I’effet d’une dose de 1,25 mg/j de Ramipril (inhibiteur
de I’enzyme de conversion) sur I’incidence des événements cardiovasculaires et rénaux de
3123 patients diabétiques de type 2, micro-albuminuriques ou protéinuriques (albuminurie >
20 mg/l). Débutée en 1995, elle s’est achevée en mars 2001 et a montré que cette faible dose
n’avait pas d’effet protecteur sur les complications cardiovasculaires ou rénales [205]. Le
suivi moyen des patients est de 3,9 ans, avec des visites médicales environ tous les six mois.
Les patients inclus étaient agés de 50 ans et plus, sous au moins un antidiabétique oral, avec
une créatininémie inférieure ou égale a 150 umol/L et une albuminurie supérieure ou égale a

20 mg/L. Les patients sous insuline étaient exclus.

Dans cette étude, les différents stades d’albuminurie sont définis :

- Microalbuminurie : 20 mg/L < albuminurie < 200 mg/L

- Macroabuminurie : 200 mg/L < albuminurie < 2000 mg/L

- Proténurie : albuminurie > 2000 mg/L
Tous les patients ont signé un consentement éclairé. Les caractéristiques biologiques,
cliniques et anthropométriques de DIABHYCAR a I’entrée sont données dans le Tableau 2.

Les principaux événements vasculaires sont présentés dans le Tableau 3.

L’infarctus du myocarde a été diagnostiqué pour les sujets ayant 2 des 3 caractéristiques
suivantes: symptomes typiques et/ou changements a 1’¢lectrocardiogramme et/ou enzymes
cardiaques élevées. La mort cardiovasculaire au cours de 1’étude a ¢été définie comme une
mort due a un AVC fatal ou a un infarctus du myocarde fatal ou a une mort subite ou a une
insuffisance cardiaque congestive fatale ou a d’autres morts d’origine cardiovasculaire

survenues au cours du suivi.

L’événement rénal a été défini comme un doublement de la créatininémie et/ou une

insuffisance rénale terminale.
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Tableau 2. Caractéristiques de la cohorte DIABHY CAR a I’inclusion

N 3123
Hommes/Femmes 2284/839
Age (ans) 65,6 + 8,3
IMC (kg/m?) 29,4+ 4,6
Glycémie (mmol/L) 9,58 + 3,07
Cholestérol total (mmol/L) 579+ 1,07
HDL-cholestérol (mmol/L) 1,32+ 0,36
LDL-cholestérol (mmol/L) 3,53+ 0,88
Triglycérides (mmol/L) 2,22 1,42
Pression artérielle diastolique (mm Hg) 81,6+8,1
Pression artérielle systoligue (mm Hg) 144,3 £13,2
HbA1c (%) 7,86 +1,76
Statut al buminurique (micro-/macro-/protéinurique) 2390/692/41
Créatininémie (umol/L) 89,3+204
Antécédents d’infarctus du myocarde (%) 50

moyenne = DS pour les variables continues ou en effectif pour les variables discrétes
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Tableau 3. Evenements principaux a la fin de I’étude DIABHYCAR

Evénements

Incidence Non fatal Fatal Total
Accident vasculaire cérébral (AVC) N =127 N=31 N =158
Infarctus du myocarde (IM) N=84 N=11 N =95
Insuffisance cardiague congestive (ICC) N =134 N=2 N =136
Mort cardiovasculaire N =208
Mort toutes causes N = 456
Doublement dela créatininémieinitiale et/ou N=77
une insuffisance rénale terminae

moyenne + DS pour les variables continues ou en effectif pour les variables discrétes

C. Lacohorte SURGENE

La cohorte SURGENE (Survival Genetic Nephropathy) est une étude prospective,
monocentrique (Centre hospitalo-universitaire d’/Angers) qui ainclus 340 sujets diabétiques de
type 1. Les participants ont été sélectionnés sur la base du diagnostic de diabéte de type 1
avant I'age de 40 ans, sans insuffisance rénale terminale et sans autre maladie chronique
[206]. Soixante patients avaient une néphropathie diabétique al'inclusion, soit une prévalence
estimée a 17,6 % (10,6 %, 5,3 % et 1,7 % pour la néphropathie diabétique incipiens, éablie
ou avancée, respectivement). Les caractéristiques cliniques et biologiques des participants en
fonction des stades de la néphropathie sont représentées dans le Tableau 4. Les participants
avec une néphropathie établie ou avancée, comparés aux sujets sans néphropathie, étaient plus
agés, avaient une durée de diabéte plus longue, une pression artérielle plus élevée, une EUA
plus importante, une fonction rénale plus altérée et ils prenaient plus souvent un traitement
par IEC ou autre antihypertenseur. Par ailleurs, les sujets avec néphropathie incipiens avaient
des vaeurs intermédiaires de ces parametres (Tableau 4). La prévalence de la réinopathie
diabétique a I’inclusion était estimée a 38,2% (15,0%, 12,6% et 10,6%, pour la rétinopathie
simple, préproliférative et proliférative). La fréguence et la sévé&ité de la rétinopathie

diabétique étaient proportionnelles a la sévérité de la néphropathie (Tableau 4).
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La durée moyenne du suivi était 10+3 années (moyennetDS). Les caractéristiques cliniques et
biologiques ont été renseignées pour chague participant en consultation tous les 6 mois
pendant les 7 premiéres années. Un examen ophtalmoscopique du fond d'eeil (et une
angiographie a la fluorescéine s nécessaire) a été réalise une fois par an. Des données
cliniques, biologiques et ophtalmol ogiques supplémentaires ont été collectées aprés une durée
moyenne de 10 ans depuis l’inclusion. Parmi les 280 sujets normoalbuminuriques a
I'inclusion, 76 patients (27,1%) ont développé un nouveau cas de néphropathie diabétique
incipiens (détaillé plus loin) et 98 sujets (28,8%) ont développé un événement réna (détaillé
plus loin) pendant le suivi. Le Tableau 5 montre les caractéristiques des participants a
I’inclusion en fonction de I’incidence de la néphropathie incipiens et des événements rénaux
au cours du suivi. Les sujets développant une néphropathie incipiens pendant le suivi,
comparés aux sujets ayant maintenu une excrétion urinaire d'albumine normale, avaient a
I’inclusion une pression artérielle et une EUA plus élevées, et prenaient plus souvent un
traitement antihypertenseur. D’autre part, les sujets développant un événement rénal pendant
le suivi comparés a ceux maintenant un statut rénal stable, avaient a 1’inclusion une durée de
diabéte plus longue, une HbA1C et une pression artérielle plus élevées, une fonction rénale
plus atérée, et prenaient plus souvent un traitement par IEC ou autre traitement
antihypertenseur. La rétinopathie diabétique était plus fréguente et plus sévere chez les sujets
ayant développé un événement rénal pendant le suivi par rapport a ceux ayant maintenu un
statut rénal normal (Tableau 5). A la fin de I’étude, la prévalence de la néphropathie
diabétique était estimée a 40,3% (29,4%, 5,0% et 5,9% pour la néphropathie incipiens, établie

et avancée, respectivement).

D. Lacohorte GENESIS

La cohorte GENESIS (Genesis France-Belgium Study) est une étude familiale, multicentrique
(38 centres de diabétologie ou de néphrologie en France et en Belgique), qui a inclus 1195
participants, dont 662 probants diabétiques de type 1, entre novembre 1998 et décembre 2000.
Le diabéte a été défini par la survenue d’une décompensation diabétique cétosique inaugurale
aun ageinférieur a 35 ans et nécessitant un traitement par insuline au plus tard un an apres sa
découverte. Tous les probants diabétiques avaient une rétinopathie diabétique et 279 sujets
(55,7 %) avaient une néphropathie diabétique [207]. Dans le présent travail, nous avons étudié
501 probants diabétiques chez qui des échantillons dADN étaient disponibles.
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E. Lacohorte GENEDIAB

La cohorte GENEDIAB (GEnétique de la NEphropathie DIABétique) est une étude
transversale, multicentrigue, conduite entre mai 1994 et avril 1995, dans 17 centres en France
et en Belgique. Dans cette étude, 494 sujets avec un diabéte de type 1 ont été inclus sur la
base d'un diagnostic de diabéte avant 1’dge de 35 ans, nécessitant un traitement par insuline
dans les douze mois suivant sa découverte. Tous les participants avaient une rétinopathie
diabétique proliférative et 310 individus (69,8%) avaient une néphropathie diabétique [208].
Dans le présent travail, nous avons étudié 444 sujets chez qui des échantillons dADN étaient
disponibles.

Dans le cadre de mon éude, les cohortes GENESIS et GENEDIAB ont été rassemblées afin
d’augmenter la puissance statistique. Les caractéristiques des participants des cohortes
GENESIS ou GENEDIAB en fonction des stades de néphropathie diabétique sont résumeées
dans les Tableau 6 et Tableau 7. Dans les deux cohortes, les sujets compliqués de
néphropathie éablie ou avancée comparés a ceux indemnes de néphropathie avaient une
pression artérielle plus élevée, une fonction rénale plus altérée, et prenaient plus souvent un
traitement par IEC ou autre antihypertenseur. Dans la cohorte GENESIS, les sujets avec
néphropathie avancée avaient une HbA1C plus basse. La fréguence et la sévérité de la
rétinopathie diabétique étaient proportionnelles a la sévérité de la néphropathie dans la
cohorte GENESIS, mais pas dans la cohorte GENEDIAB, ce qui refléte la différence des

critéres d'inclusion dans ces 2 cohortes (Tableau 6 et Tableau 7).
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Tableau 4. Caractéristiques de la cohorte SURGENE a I’inclusion en fonction des stades de la néphropathie diabétique

Absence de Néphropathie Néphropathie ~ Néphropathie

néphropathie incipiens établie avancée

N 280 36 18 6

Age (ans) 32+13 36+ 14 43 + 14° 49 + 13 <0,0001
Sexe : M/F (%) 56/ 44 50/50 67/33 83/17 0,37
Age au diagnostic du diabéte (ans) 19+9 18+ 10 17+ 10 23+13 0,71
Durée du diabéte (années) 13+11 18+ 9° 26+ 9° 27+ 6% <0,0001
HbA1C (%) 86+1,8 88+1,8 89+17 93+11 0,52
PAS (mmHg) 123+ 13 133 + 15° 156 + 20*° 153 + 167" <0,0001
PAD (mmHg) 71+9 72 + 10° 90 + 112° 89 + 6°° <0,0001
Créatinine plasmatique (umol/l) 78+ 15 77 +16 105 + 24P 206 + 38*"¢ <0,0001
DFG (ml/min) 99 + 20 99 + 31 71+ 232" 32 + 70°C <0,0001
EUA (mg/l) 7+4 67 + 49° 666 + 803*" 839 + 852%° <0,0001
Traitement par |IEC (%) 1 28 72 67 <0,0001
Traitement antihypertenseur (%) 3 36 94 67 <0,0001

Stades de rétinopathie diabétique (%) 69/16 /10 /5 44 /17 114 125 0/6/50 /44 0/0/33/67 <0,0001

Résultats exprimés en moyenne + DS, les analyses statistiques des paramétres quantitatifs ont été réalisées par un test ANOVA. Les paramétres ne suivant pas
une distribution normale ont été transformés en log. Le test de Tukey Kramer HSD a été réalisé apres I'ANOV A pour déterminer la différence significative (p
< 0,05) entre les valeurs chez les sujets sans néphropathie (a), avec néphropathie incipiens (b), ou avec néphropathie établie (c). Stades de rétinopathie
diabétique : absence, non proliférative, proliférative. PAS : pression artérielle systolique. PAD : pression artérielle diastolique. DFG : débit de filtration

glomérulaire. EUA : excrétion urinaire d'albumine. |EC : inhibiteur de I'enzyme de conversion.
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Tableau 5. Caractéristiques de la cohorte SURGENE en fonction de I’incidence de la néphropathie diabétique incipiens et des événements r énaux pendant le suivi

Nouveau cas de néphropathie

Evénement réna

incipiens
Non Oui p Non Oui p

N 204 76 242 98

Age (ans) 32+12 33+14 0,72 33+£13 34+13 0,45
Sexe : M/F (%) 54/ 46 62/ 38 0,28 46/54 37/63 0,12
Age au diagnostic du diabéte (ans) 19+9 18 + 10 0,73 19+ 10 18+ 9 0,37
Durée du diabéte (années) 13+11 15+ 10 0,08 14+ 11 17+11 0,01
HbA1C (%) 85+18 90+18 0,02 92+23 98+23 0,02
PAS (mmHg) 122+ 12 127 + 13 0,006 124 + 14 133+ 18 <0,0001
PAD (mmHg) 71+9 72+ 10 0,006 72+10 75112 <0,0001
Créatinine plasmatique (umol/l) 78+ 15 79+ 15 0,46 79+ 20 88+ 31 0,001
DFG (ml/min) 99+ 25 98 + 20 0,91 98+ 23 91+26 0,009
EUA (mg/l) 6+4 9+5 0,002 38+ 229 117 + 345 0,0004
Traitement par IEC (%) 0,5 1,3 0,47 58 15,3 0,009
Traitement antihypertenseur (%) 1,0 7,9 0,006 8,3 22,4 0,0008
Stades de rétinopathi e diabétique (%) 73/14/8/5  59/20/13/8 0,16 67/14/12/7  48/18/15/19 0,003

Résultats exprimés en moyennes + DS. Les analyses statistiques des paramétres quantitatifs ont été réalisées par un test ANOV A. Les paramétres ne suivant

pas une distribution normale ont été transformés en log. Stades de rétinopathie diabétique : absence, non proliférative, Proliférative. PAS : pression artérielle

systolique. PAD : pression artérielle diastolique. DFG : débit de filtration glomérulaire. EUA : excrétion urinaire d'albumine. IEC : inhibiteur de I'enzyme de

conversion.
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Tableau 6. Caractéristiques de la cohorte GENESI S en fonction des stades de la néphropathie diabétique

Absence de Néphropathie  Néphropathie  Néphropathie

néphropathie incipiens établie avancée P
N 222 115 74 90
Age (ans) 47+ 11 44+ 11° 45+ 11 46 + 10 0,04
Sexe : M/F (%) 48/ 52 55/45 47/ 53 59/41 0,23
Age au diagnostic du diabéte (ans) 17+9 17+8 17+9 16+8 0,78
Durée du diabéte (années) 309 27 + 10° 28+ 9 30+9° 0,0002
HbA1C (%) 82+1,3 84+14 85+15 7,9 +2,12P¢ 0,006
PAS (mmHg) 128 + 14 129 + 17 134 + 18 137 + 23*° 0,002
PAD (mmHg) 72+8 73+9 759 77+ 12° 0,006
Créatinine plasmatique (umol/l) 79+ 17 91+ 69 124 + 782° 262 + 2162P¢ <0,0001
DFG (ml/min) 89+ 25 85+ 24 61 + 24°2° 39 + 252b¢ <0,0001
EUA (mg/l) 10+ 10 59+ 77° 713+ 675*° 1789 + 1769*"¢ <0,0001
Traitement par IEC (%) 26 70 93 64 <0,0001
Traitement antihypertenseur (%) 29 63 87 78 <0,0001
Stades de rétinopathie diabétique (%) 0/56/15/29 0/42/23/35 0/23/13/64 0/10/13/77 <0,0001

Résultats exprimés en moyenne = DS. Les analyses statistiques des paramétres quantitatifs ont été réalisées par un test ANOVA. Les paramétres ne suivant

pas une distribution normale ont été transformés en log. Le test de Tukey Kramer HSD a été réalisé aprés 'ANOVA pour déterminer la différence

significative (p < 0,05) entre les valeurs chez les sujets sans néphropathie (a), avec néphropathie incipiens (b), ou avec néphropathie établie (c). Stades de

rétinopathie diabétique : absence, non proliférative, pré-proliférative et proliférative. PAS : pression artérielle systoliqgue. PAD : pression artérielle

diastolique. DFG : déhit defiltration glomérulaire. EUA : excrétion urinaire d'albumine. IEC : inhibiteur de I'enzyme de conversion.
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Tableau 7. Caractéristiques de la cohorte GENEDIAB en fonction des stades de la néphr opathie diabétique

Absence de Néphropathie  Néphropathie  Néphropathie

néphropathie incipiens établie avancee P

N 134 96 98 116

Age (ans) 52 + 14 49 + 14 47 + 13 47+ 11 0,09
Sexe: M/F (%) 54/ 46 59/41 53147 54/ 46 0,71
Age au diagnostic du diabéte (ans) 16+9 17+ 10 15+8 15+9 0,80
Durée du diabéte (années) 36 11 32+ 10 32+11 32+9 0,06
HbA1C (%) 83+15 86+18 85+17 81+1,6 0,17
PAS (mmHg) 132+ 15 133+ 18 138+ 20 143 + 22°° 0,0001
PAD (mmHg) 75+9 75+11 77+ 12 80 + 14° 0,005
Créatinine plasmatique (umol/l) 86 + 18 89 + 25 121 + 43P 275 + 199*°¢ <0,0001
DFG (ml/min) 81+23 81+24 60+ 22°° 32 + 19*P¢ <0,0001
EUA (mg/l) 8+8 46 + 432 820+ 1110%° 1079 + 1451*° <0,0001
Traitement par |IEC (%) 26 59 71 57 <0,0001
Traitement antihypertenseur (%) 38 69 83 83 <0,0001
Stades de rétinopathie diabétique (%) 0/0/20/80 0/0/21/79 0/0/22/78 0/0/12/88 0,20

Résultats exprimés en moyenne = DS. Les analyses stati stiques des parameétres quantitatifs ont été réalisées par un test ANOVA. Les paramétres ne suivant
pas une distribution normale ont été transformés en log. Le test de Tukey Kramer HSD a été réalisé aprés I'ANOVA pour déterminer la différence
significative (p < 0,05) entre les valeurs chez les sujets sans néphropathie (a), avec néphropathie incipiens (b), ou avec néphropathie établie (c). Stades de
rétinopathie diabétique : absence, non proliférative, pré-proliférative et proliférative. PAS : pression artérielle systoliqgue. PAD : pression artérielle

diastolique. DFG : déhit de filtration glomérulaire. EUA : excrétion urinaire dabumine. IEC : inhibiteur de I'enzyme de conversion.
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[I. Méthodes

A. Sélection des polymor phismes

Le CDH13, gene de la T-cadhérine, est constitué de 1,25 Mégabases et contient environ 3700
polymorphismes de type SNP répertoriés dans la base de données dbSNP du NCBI. Il est
nécessaire de sélectionner les polymorphismes les plus importants pour notre étude selon
plusieurs criteres permettant de diminuer le nombre de SNP.

Une sélection des polymorphismes exoniques codants, puis des « tag-SNPs », marqueurs des
blocs haplotypiques représentatifs de 1’ensemble de la variation génétique (Figure 10) au
locus CDH13, raméne le nombre de polymorphismes a 770, ce qui est encore bien trop élevé

dans une optique de faisabilité par notre laboratoire.

Dans les GWAS, larégion du promoteur et du premier intron du gene CDH13 est larégion la
plus associée aux variations des concentrations d’adiponectine [131,209,210]. En
sélectionnant une partie s’étalant sur 25kb de la région d’intérét contenant le promoteur et le
premier intron, nous aboutissons a 75 SNPs dont 37 a génotyper pour pouvoir couvrir toute
cette partie du géne avec un r> > 0,8. Les blocs haplotypiques formés par ces 37 SNPs sont

représentés dans la Figure 11.

Afin d’aboutir a un nombre de variants raisonnable a étudier, j’ai cherché les variants cités
dans des articles antérieurs pour mieux cibler notre piste de recherche. Au final, j’ai
sdlectionné 4 SNPs a partir de la littérature, associés aux concentrations d’adiponectine et/ou
a des phénotypes métaboliques dans les GWAS. Les caractéristiques de ces polymorphismes

sont présentées dans le Tableau 8.

Nom du polymorphisme | Position Alléles Fréquence de I’alléle mineur
rs11646213 ch16:82609046 | A>T 0,36
rs3865188 ch16:82617112 | A>T 0,38
rs12051272 ch16:82629683 | G>T 0,01
rs4783244 ch16:82628663 | G>T 0,34

Tableau 8. Caractéristiques des polymor phismes du gene CDH13 sélectionnés.
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Figure 10. Représentation schématique de la constitution d’haplotypes et de Tag SNP
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B. Génotypage par la méthode KASPAR

La méhode KASPAR est proche de la méthode TagMan. Cette méthode de discrimination
allélique repose principalement sur la nécessité d’une complémentarité parfaite entre 1’ADN
matrice et la région 3’ des amorces lors de la réaction de PCR. L’ensemble des étapes est
résumeé dans la Figure 12.

Trois amorces sont présentes dans le produit réactionnel nommé Master mix de PCR : une
amorce anti-sens unique et 2 amorces sens qui différent d’un nucléotide en région 3’, celui-ci

complémentaire a 1’un des deux alléles du SNP d’intérét. Les deux amorces sens différent
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également au niveau de leur région 5°, région non complémentaire a I’ADN matrice. Cette
extension en 5’ est complémentaire & deux autres amorces liées a deux fluorochromes
différents. Ces fluorochromes émettent de la fluorescence uniquement lorsqu’ils sont associés

a I’ADN en cours d’extension.

La spécificité de laréaction est augmentée en réalisant une «Touchdown» PCR, qui consiste a
utiliser une température d’hybridation éevée durant les premiers cycles, température qui sera
graduellement abai ssée jusgu'a atteindre la température idéale d’hybridation aprés une dizaine
de cycles.

Lalecture sefait en point final et afroid. Le type de profil obtenu est similaire a celui observé
avec laméthode Tagman (Figure 13).
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A) Primer mix
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Figure 13. Exemple de profil obtenu pour un génotypage par KASPAR. Génotypage réalisé sur 94 individus de la cohorte
DIABHYCAR pour lers11646213 de CDH13

C. Dosage
1. Adiponectine

L’adiponectine totale a ét¢ dosée dans le plasma des sujets des cohortes GENESIS et
GENEDIAB (N=1002) par la méthode immuno-enzymatique ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) kit Alpco® 47-ADPHUT-EOL. Ce dosage est effectué en collaboration

avec le Service de Biochimie et Hormonologie de 1’hdpital Tenon a Paris.

Le principe du dosage est illustré dans la Figure 14. Ce kit opére sur le principe du Sandwich
ELISA qui utilise deux types d’anticorps monoclonaux anti-adiponectine humaine (MoAbs).
Tout d’abord, les échantillons sont traités par un tampon acide contenant du sodium-dodécyl-
sulfate (SDS) pour convertir les multimeres d’adiponectine en une forme dimere. Les 96 puits
de la plaque sont recouverts avec de 1’anti-adiponectine humaine MoAb. La solution standard
et les échantillons pré-traités sont captés par 1’anticorps pendant la premiére incubation. Aprés
cette premiére incubation suivie par un lavage pour enlever les produits non fixés, le MoAb
marqué a la biotine est gouté. Apres la deuxieme incubation et les lavages éventuels, la
streptavidine marquée a la peroxydase de raifort (HRP) est gjoutée. Aprés la troisieme
incubation et les lavages éventudls, la solution substrat est goutée. Par la suite, le réactif
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« stop » est ajouté. L’intensité de la couleur développée est lue par un lecteur de microplaque.
L’absorbance est proportionnelle a la concentration d’adiponectine dans 1’échantillon. Dans
ce kit, le sérum humain normal pré-traité par le tampon de pré-traitement est utilise comme
calibrateur.

Multiméres de l'adiponectine humaine

..... Adiponectine T OtAlE wernseeerrmssssasorsrsssrasorrssansnsasny
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Figure 14. Principe de dosage de I’adiponectine totale humaine selon le kit 47-ADPHUT-EO1
2. T-cadhérine

La T-cadhérine, n’étant pas une protéine circulante, nous dosons la portion de T-cadhérine
attachée aux produits de dégradation de la membrane. Nous avons choisi d’utiliser une
techniqgue ELISA double sandwich sur la plateforme MSD utilisant la technologie
d’¢électrochimioluminescence. Cette technique a été décrite par Phillippova et al. qui adosé la
T-cadhérine chez des patients atteints de syndrome coronaire aigu. La T-cadhérine a été dosée
dans le plasma des patients diabétiques de type 1 des cohortes GENESIS e¢ GENEDIAB
(N=1002). Les problémes de mise au point du dosage détaillés dans 1’annexe a la fin de ce
manuscrit et maintenant résolus, expliguent que les résultats ne sont pas encore disponibles au

moment de lathése.

On commence par fixer au fond des puits I’anticorps anti-T-cadhérine, dit anticorps de
revétement ou primaire. Puis, on ajoute une solution qui permet de s’assurer que 1’anticorps

primaire est bien fixé au fond du puit («blocking solution »). On goute par la suite les
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échantillons de plasma et la gamme. La T-cadhérine se fixe alors a I’anticorps primaire déja
fixé au fond des puits. Ensuite, on gjoute un anticorps de capture, dit secondaire, marqué par
une étiquette Sulfo «tag», permettant une détection du complexe anticorps/antigene/anticorps
d’une maniére plus spécifique. Enfin, on ajoute le tampon de lecture, qui permettralors de la

lecture de mettre en évidence le complexe coloré entre les anticorps et I’antigeéne.

La technique de détection est différente de celle utilisée habituellement. On utilise ici, une
technique d’électro-chimio-luminescence. Les plaques utilisées possedent dans le fond des
puits des électrodes qui, lors de la lecture, vont étre excitées par I’arrivée d’un courant
électrique. Ce courant déclenche la réaction enzymatique. Une caméra install ée au-dessus de
la plague prend les puits en photo quand la réaction enzymatique est terminée. Les différentes

réactions enzymatiques ayant lieu lors de la détection sont présentées dans la Figure 15.
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Figure 15. Réactions Redox specifiques a la technique de detection par
électrochimioluminescence de Meso Scale Discovery.
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D. Analyses statistiques

La loi de Hardy-Weinberg a été vérifiée par le test du khi-2 a un degré de liberté, en
comparant les effectifs genotypiques théoriques par rapport aux effectifs geénotypiques
observés dans chaque cohorte. Les distributions des fréquences alléliques et génotypiques des
différents polymorphismes étaient bien en équilibre de Hardy-Weinberg dans les trois
cohortes. Les résultats des variables quantitatives sont exprimés en moyenne = déviation
standard (DS) et dans certains cas en moyenne + erreur standard de la moyenne (ESM). Les
variables ne suivant pas la loi normale et qui étaient rejetées par le test W de Shapiro-Wilk
(HbA1C, EUA, concentration de la créatinine, DFG...etc.) ont été transformeées en logarithme.
Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel IMP (SAS Institute Inc., Carey,

NC, USA).

La puissance statistique a éé estimée a l'aide du programme "Interactive Statistical
Calculation" (http://biostat.hitchcock.org/) [211].

Les comparaisons des traits phénotypiques catégoriels entre génotypes ont été effectuées par
le test de khi-2 ou le test exact de Fisher. Des modeles de régression logistique ont permis de
tester |'association des génotypes avec les variables catégorielles a deux classes (maladies).
L'analyse de survie par le modéle de Cox a permis de tester I'effet des génotypes sur
I'incidence d’un événement durant le suivi dans les cohortes prospectives. Dans ce modéle
d’analyse de survie, nous avons pris en compte la durée de suivi depuis 1’entrée dans I'étude
jusgua la survenue de I'événement. Les courbes de Kaplan-Meier ont été utilisées pour
visualiser la survie en fonction des génotypes durant le suivi. Les résultats sont exprimés soit
par un Odds-Ratio (régression logistique) ou par un Hazards-Ratio (modele de Cox), par
rapport a ’alléle rare ou l'allele a risque avec leurs intervalles de confiance a 95%. Ces

analyses ont été gjustées pour les facteurs confondants nécessaires.

Les comparaisons des traits phénotypiques quantitatifs (pression artérielle systolique,
diastolique, EUA, concentration de la créatinine plasmatique, etc...) entre les génotypes ont
été effectuées par analyse univariée (ANOVA) ou multivariée (ANCOVA), gjustée pour les
différentes covariables. L'anayse de I'évolution d’un parametre en fonction du génotype au
cours du suivi a été réalisee, par ANCOVA a mesures répétées ou par 1’utilisation d’un
modele mixte ou |le génotype peut avoir un effet aléatoire et les covariables, comme le sexe et

I’age, exercent un effet fixe. Le modéle mixte permet d’utiliser tous les individus, méme
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lorsgue des valeurs a certains temps sont manquantes. Cependant, nos résultats ne montrent

pas de différences entre ces 2 types d’analyse, et nous avons choisi de présenter ’ANCOVA.

L’étude des effets individuels de polymorphismes sur la susceptibilité & une maladie
multifactorielle peut étre complétée par I’analyse haplotypique. Celle-ci permet, soit d’évaluer
I’effet combiné des variants étudiés sur la susceptibilité de la maladie, soit de tester 1’effet
d’un variant fonctionnel non génotypé et qui serait en fort déséquilibre de liaison avec une
combinaison d’alléles. La définition de la phase haplotypique exacte nécessite le génotypage
de plusieurs générations dans les familles et ne peut, de ce fait, aux éudes consacrées a des
maladies a apparition tardive [212]. Ainsi, différentes méthodes basées sur 1’inférence
statistique ont été¢ développées et permettent d’estimer les phases haplotypiques. Il existe trois
principales méthodes : la méthode d’inférence par parcimonie, la méthode de maximum de
vraisemblance et la méthode d’inférence des haplotypes utilisant les algorithmes basés sur le
calcul probabiliste Bayesien. Nous avons reconstitué les haplotypes par le logiciel THESIAS

basé sur la méthode de maximum de vraisemblance [213].

Devant la multitude de tests statistiques effectués, nous avons effectué des corrections du
seuil apha en nous basant sur le nombre effectif de tests indépendants en prenant en
considération le niveau de déséquilibre de liaison entre les différents polymorphismes
[214,215].
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Pr ésentation destravaux

Nous avons mené plusieurs éudes pour enrichir notre compréhension de la relation entre les
polymorphismes du géene de la T-cadhérine, CDH13, dans les diabétes et leurs complications.
Au début, nous avons séectionné quatre polymorphismes au niveau du promoteur et du
premier intron du gene CDH13, en premier lieu pour leur association avec 1’adiponectine
et/ou les troubles métaboliques dans les données de lalittérature. Ces polymorphismes ont été
génotypés dans plusieurs cohortes: une cohorte issue de la population générale Francgaise
(D.E.S.I.R.), une cohorte de sujets avec un diabéte de type 2 (DIABHYCAR), et trois
cohortes de patients diabétiques de type 1 (GENESIS, GENEDIAB et SURGENE). Les
travaux présentés par la suite, illustrent les associations de deux de ces polymorphismes
(rs11646213 et rs3865188). En effet, la fréquence de alléle mineur du 3*™ polymorphisme
choisi rs12051272, est trop faible dans notre population (MAF=0,009) pour permettre une
puissance statistique suffisante. Le 4ome polymorphisme rs4783244, en fort désequilibre de
liaison avec le rs3865188, réplique parfaitement les résultats de ce dernier. Je présente, dans
un premier temps les résultats en rapport avec la population générale et le développement du
diabete de type 2, puis, dans un deuxiéme temps, les résultats concernant le diabéte de type 1
et la néphropathie diabétique.
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Article 1 : Les polymorphismes du gene de la T-cadhérine (CDH13) sont
associés au diabete de type 2 dans la population Francaise

L’adiponectine est une adipokine principalement secrétée par les adipocytes. Les taux
plasmatiques d’adiponectine sont associés au diabete de type 2 et a de nombreuses
pathologies liées, telle que la stéatose hépatique non-alcoolique (NASH) [136,216-218]. Elle
circule dans le sang sous plusieurs formes incluant des trimeres caractérisant des oligomeéres
de bas poids moléculaire (LMW), des hexaméres de moyen poids moléculaire (MMW), et des
multimétres (12-18-meéres et possiblement plus) de haut poids moléculaire (HMW). Les
isoméres HMW sont les plus abondants et les propriétés bénéfiques de ’adiponectine leur
sont attribuées. L’adiponectine agit par le bais de deux récepteurs principaux Adipo R1 et
Adipo R2 et d’un autre récepteur, la T-cadhérine qui lie potentiellement 1’adiponectine MMW
et HMW [126]. La T-cadhérine, contrairement aux autres cadhérines, n’est pas directement
responsable de 1’adhérence cellulaire mais participe a la transmission de signaux
intracellulaires [219]. Elle est associée a la sécrétion de I’insuline [113]. Il a é&té montré que la
T-cadhérine est essentielle pour le réle cardio-protecteur de 1’adiponectine [188]. Les
polymorphismes du géne de la T-cadhérine (CDH13) sont associés aux taux circulants
d’adiponectine dans les grandes éudes dassociation pangénomique [130,195]. Ces
polymorphismes ont été aussi associés aux risques du syndrome métabolique et a la pression
artérielle chez des Européens [196,220] et au diabéte de type 2 chez des hommes Asiatiques
[131]. De plus, une méta-analyse a montré qu’un score génétique incluant le CDH13, associé
aux taux circulants d’adiponectine, pourrait influencer le risque de diabéte de type 2 dans une
population multiethnique [130]. De faibles taux d’adiponectine sont associés a un risque élevé
d’hyperglycémie et de diabéte de type 2 dans la cohorte Francaise D.E.S.I.R. [221]. L’indice
de stéatose hépatique, appelé FLI (Fatty Liver Index), est associé a une diminution du risque

de I’incidence du diabéte de type 2 au cours de 9 ans de suivi [222] dans cette cohorte.

Le but de cette étude est d’évaluer, dans la population de 1’é¢tude D.E.S.I.R, les associations
des polymorphismes du CDH13 avec les taux circulants d’adiponectine et le risque du diabéte
de type 2, ainsi qu’avec les indices métaboliques li¢s, dont le FLI. Les patients atteints de
diabete de type 2 de la cohorte DIABHY CAR ont été également génotypés pour permettre

une comparai son cas-témoins avec des effectifs supérieurs.

Résultats-Discussion
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Dans une comparaison cas-témoin incluant des sujets non diabétiques de D.E.S.I.R. (n=4316)
et des sujets diabétiques de type 2 de D.E.S.I.R. et de DIABHY CAR (n=3292), deux variants
de CDH13 (rs11646213 et rs3865188) sont associés au diabete de type 2. En cohérence avec
cette association, les aléles arisque du diabéte de type 2 sont aussi associés a des taux élevés
d’HbAlc dans D.E.S.LLR.. A notre connaissance, c’est la premiere étude qui témoigne d’une
association entre les variants de CDH13 et le risque de diabéte de type 2 au sein d’une
population Européenne Caucasienne. Toutefois, en Suéde, le rs11646213 a été associé au
syndrome métabolique [196]. De plus, dans des populations est-asiatiques, e rs3865188 a été
associé aux parametres du syndrome métabolique dans le méme sens que dans notre étude
[131,223,224].

Les variants a risque pour le diabete de type 2 dans notre étude cas-témoins ont été aussi
associés a de faibles taux d’adiponectine dans la cohorte D.E.S.I.R.. Ceci concorde avec le
role sensibilisateur a [I’insuline de [D’adiponectine [225-227]. Les taux circulants
d’adiponectine sont inversement associés a 1’incidence du diabéte de type 2 [228]. Cependant,
certaines données sur le réle de la T-cadhérine dans I’action de 1’adiponectine ne sont pas en
accord avec cette explication. Au niveau cardiaque, Denzel et al. ont montré que malgré des
taux élevés d’adiponectine, les souris T-cadhérine-KO n’étaient pas protégées contre les
lésions ischémiques cardiaques. Ce phénoméne pourrait évoquer la possibilit¢ d’une
résistance a 1’adiponectine causée par 1’absence de la T-cadhérine nécessaire pour la capture

tissulaire de I’adiponectine.

Par analogie, dans notre étude, les alléles du CDH13 associés a des taux élevés d’adiponectine
devraient également étre associés a une résistance a 1’adiponectine. Puisque nos résultats
montrent que ces taux éeveés coincident avec une diminution du risque du diabete de type 2,
ceci indique que la résistance a 1’adiponectine, induite par la T-cadhérine, n’affecte pas la
susceptibilité au diabéte de type 2, contrairement a son effet sur les lésions cardiaques
induites par une hypertension provoquée. En accord avec la théorie de la résistance a
I’adiponectine, Gao et al. ont montré que les aléeles du CDH13 associés a des taux éevés
d’adiponectine sont aussi associés a un profil métabolique délétére [224]. Ces résultats sont
discordants avec nos donneées. Cette discordance renforce la conclusion d’effets séparés de

I’adiponectine circulante et I’adiponectine tissulaire.

Sur le plan moléculaire, Putku et al. a noté que la région promotrice de CDH13 héberge

plusieurs loci susceptibles de méthylations (meQTLS) et associés au profil cardiovasculaire
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[229]. Les polymorphismes que nous avons étudiés sont localises dans la région promotrice
contenant les meQTLs. Ils sont en déséquilibre de liaison avec quatre SNPs affectant la
méthylation. L’association entre les SNPs étudiés et certains traits métaboliques pourrait donc
dépendre du degré de méthylation de cette région, variable selon les populations & modes de

vies et profils génétiques différents.

Dans la présente éude, les alléles de CDH13 associés a un risgue élevé de diabéte de type 2
sont aussi associés a un indice de stéatose hépatique élevé, prédictif du diabete de type 2. Par
conséquent, les aleles de CDH13 pourraient étre associés au diabéte de type 2 par
I’intermédiaire du profil hépatique. En I’absence d’un hépatocarcinome, aucune expression de
la T-cadhérine n’a été trouvée au niveau des hépatocytes [230]. L’association avec le diabéte
de type 2 pourrait donc étre secondaire a I’association aux taux plasmatiques d’adiponectine.
L’adiponectine est dotée d’une activité antistéatotique et antiapoptique sur les hépatocytes
[231]. Les taux d’adiponectine sont associés a la NASH [218,232], et fortement corrélés au
FLI dans notre étude. La stéatose hépatique pourrait induire I’insulino-résistance [233]. La T-
cadhérine pourrait influencer le diabéte de type 2 par I’intermédiaire des taux d’adiponectine
et de son effet sur la stéatose hépatique. La relation entre ces mécanismes pourrait étre médiée
par la voie des céramides. Il a été suggéré que les céramides associés a 1’insulino-résistance
jouent un réle majeur dans la progression de la NASH [234]. L’adiponectine empéche
I’accumulation des céramides en activant 1’activité céramidase des récepteurs AdipoR1/R2

[235]. Cet effet pourrait étre central dans la majorité des actions de I’adiponectine [235].

Les variants de CDH13 sont aussi associés a I’IMC. Dans des populations Est-Asiatiques, une
relation similaire a é&é décrite [209,224]. Dans une méta-analyse récente portant sur des
données GWAS [236], un variant de CDH13 (rs8062451) est associé¢ a I'IMC (p=7,33x10°).
Le mécanisme derriere une telle association reste inconnu. Dans notre étude, cette association
est en concordance avec la relation inverse entre I’IMC et les taux d’adiponectine. Toutefois,
quand on ajuste sur I’'IMC, I’association avec 1’adiponectine persiste. Les associations avec
I’HbAlc et le FLI persistent aussi apreés ajustement sur I'IMC. Ceci témoigne de
I’indépendance, au moins partielle, de ces associations. La T-cadhérine pourrait ainsi exercer
des effets pleiotropiques. La T-cadhérine et les taux plasmatiques de 1’adiponectine pourraient
affecter indépendamment |e diabéte de type 2.

Cette étude montre plusieurs limites. En raison du faible nombre de dosages d’adiponectine

dans la population, nous n’avons pas pu ajuster nos résultats sur les taux plasmatiques
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d’adiponectine. Cet ajustement aurait permis une caractérisation du réle de I’adiponectine
dans les associations entre le CDH13 et les différents phénotypes. La cohorte D.E.S.I.R.
manque de puissance statistique pour mettre en évidence une association avec le diabete de
type 2 a elle seule, et nous avons di effectuer une étude cas-témoin en utilisant la population
de la cohorte DIABHY CAR. Toutefois, dans D.E.S.I.R., nous avons montré une association
entre les polymorphismes du CDH13 et les seuils d’HbAlc et de FLI prédictifs de 1’incidence
du diabéte de type 2. Ceci est en concordance avec 1’étude cas-témoin. Puisgue que ces
résultats sont décrits pour la premiére fois, ils doivent étre répliqués. En conclusion, deux
polymorphismes génétiques de CDH13 sont associés au diabéte de type 2, a un indice de
stéatose hépatique (FLI), a I'IMC et a I’adiponectine circulante. De futures études seront
nécessaires pour élucider et clarifier |es mécanismes de ces associations afin de déterminer si
ces résultats indiquent de nouvelles voies dans la physiopathologie du diabete de type 2, et

éventuellement de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Abstract

Aim. — Adiponectin is an adipocyte-secreted protein associated with insulin sensitivity. T-cadherin is a receptor for high and medium molecular
weight adiponectin. In GWAS, T-cadherin gene (CDH3) polymorphisms are associated with circulating adiponectin levels. This study investigated
the associations between genetic variants of CDHI3 and type 2 diabetes (T2D), and its related parameters, in a Caucasian population.

Methods. — Two polymorphisms of CDH13 (rs11646213 and rs3865188) were genotyped in two French cohorts, a general population from the
D.E.S.I.R. study (n=5212) and people with T2D in the DIABHYCAR study (n=3123). Baseline adiponectin levels were measured in D.E.S.L.R.
participants who were normoglycaemic at baseline, but hyperglycaemic after 3 years (rn=230), and in controls who remained normoglycaemic
(n=226) throughout.

Results. — In a cross-sectional analysis, CDH13 genotype distributions differed between those with and without T2D, with T2D odds ratios
(OR) of 1.11 (95% CI: 1.04-1.18; P=0.001) and 0.92 (95% CI: 0.87-0.98; P=0.01) for rs11646213 and rs3865188, respectively. The rs11646213
variant, associated with a higher OR for T2D, was also associated with higher BMI (P =0.03) and HbA . (P =0.006), and lower plasma adiponectin
levels (P =0.03) in the D.E.S.I.R. participants. Conversely, the rs3865188 variant, associated with a lower OR for T2D, was also associated with
lower BMI (P =0.03), HbA . (P=0.02) and Fatty Liver Index (FLI; P <0.01), and higher plasma adiponectin levels (P =0.002). Associations with
HbA,, FLI and adiponectin levels persisted after adjusting for BML.

Conclusion. — CDH13 polymorphisms are associated with prevalent T2D in this French population study. The association may be mediated
through effects on BMI and/or plasma adiponectin.
© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Adiponectin is an adipokine mainly secreted by adipocytes,
and its levels have been associated with type 2 diabetes (T2D)
and various related traits, including non-alcoholic fatty liver dis-
ease (NAFLD) [1-4]. It circulates in the blood in a number of
complexes, including trimers described as low molecular weight
(LMW) oligomers, as hexamers described as medium molecular
weight (MMW) and as high molecular weight (HMW) mul-
timers (12-mer, 18-mer and possibly even larger). The HMW
isomer is the most abundant and has been described as respon-
sible for the beneficial effects of adiponectin.

Adiponectin acts through two main receptors — AdipoR1
and AdipoR2 — and an additional receptor, T-cadherin, which
binds only to MMW and HMW adiponectin [5]. T-cadherin,
unlike other cadherins, is not responsible for cell adhesion, but
participates in intracellular signal transmission [6]. It has been
demonstrated that T-cadherin is essential for the cardioprotective
effect of adiponectin [7] and is associated with insulin secretion
[8].

In genome-wide association studies (GWAS), T-cadherin
gene (CDH13) polymorphisms were associated with circulat-
ing adiponectin levels [9,10]. CDH 13 polymorphisms were also
associated with the metabolic syndrome and high blood pressure
risk in Europeans [11,12], and T2D risk in Asian men [13]. In
addition, a meta-analysis showed that a genetic score including
CDH 13, associated with adiponectin levels, might influence the
risk of T2D in a multiethnic population [9].

In our previous studies of the Data from an Epidemiological
Study on the Insulin Resistance Syndrome (D.E.S.I.R.) cohort,
low adiponectin levels were found to be associated with a higher
risk of hyperglycaemia and T2D, whereas a low Fatty Liver
Index (FLI), a surrogate marker of liver steatosis, was associ-
ated with a lower risk of T2D incidence at the 9-year follow-up
[14]. Thus, the aim of the present study was to test the associ-
ations between CDHI3 polymorphisms and adiponectin levels
and T2D risk, as well as related metabolic traits, including the
FLI, in the French D.E.S.I.R. study population. A case—control
comparison was also performed between D.E.S.I.R. participants
without T2D and those with T2D from both the D.E.S.I.R.
and Type 2 Diabetes, Hypertension, Cardiovascular Events and
Ramipril (DIABHYCAR) study cohorts.

2. Material and methods
2.1. Participants

Two populations were recruited: volunteers from the gen-
eral French population in D.E.S.ILR. and patients with T2D in
DIABHYCAR.

The D.E.S.I.R. study was a prospective study that included
2576 men and 2636 women, aged 30—65 years, recruited as vol-
unteers; they were offered periodic health examinations free
of charge by the French Social Security System at 10 Health
Examination Centres in Western France. All were clinically and
biologically evaluated at visits every 3 years, and the final exam-
ination was 9 years after inclusion. The study was approved

Table 1
Participants’ characteristics on inclusion in the D.E.S.LR. and DIABHYCAR
studies.

Clinical data D.ES.IR. DIABHYCAR
n (% men) 5212 (50) 3123 (73)

Age (years) 47+10 65+8

Body mass index (kg/m?) 24.7+3.8 294+4.6
Waist circumference (cm) 83+£12 -

Glucose (mmol/L) 54408 9.6+3.1
HbA | (%) 53405 79+1.8
Insulin (pmol/L) 39.8 (27.8,57.3) -

Fatty Liver Index > 70 (%) 11.2 -

Total cholesterol (mmol/L) 5.73+1.02 5.794+1.07
HDL cholesterol (mmol/L) 1.624+0.42 1.32+0.36
LDL cholesterol (mmol/L) 3.36 £1.02 3.53+0.88
Triglycerides (mmol/L) 0.97 (0.68, 1.43) 1.83 (1.30, 2.67)
Diastolic blood pressure (mmHg) 80+ 10 82+8
Systolic blood pressure (mmHg) 131+ 16 144 £13

Data are n (percentage), means =+ SDs, medians (quartile 1, quartile 3);
D.E.S.I.LR.: Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syn-
drome; DIABHYCAR: Type 2 Diabetes, Hypertension, Cardiovascular Events
and Ramipril; HDL/LDL: high-density/low-density lipoprotein.

by the Ethics Committee of the Kremlin-Bicétre Hospital, and
all participants gave their informed consent. Their clinical and
biological measurements have been extensively described else-
where [15].

The DIABHYCAR was a 6-year clinical trial of men and
women with T2D, and included 3137 unrelated French peo-
ple. The trial tested whether a low dose of ramipril, an
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitor, would reduce
cardiovascular and/or renal events. Negative results from this
study have been published [16,17]. Participants gave their writ-
ten informed consent, and study protocols were approved by the
Ethics Committee of Angers University Hospital.

Characteristics of the D.E.S.I.LR. and DIABHYCAR cohorts
are presented in Table 1.

2.2. Adiponectin assay measurement

Inthe D.E.S.I.R. cohort, adiponectin levels were measured by
radioimmunoassay (RIA) at baseline in 456 people with baseline
normoglycaemia [fasting plasma glucose (FPG) < 6.1 mmol/L];
of these, the 226 who remained normoglycaemic throughout the
study were matched for gender, age and body mass index (BMI)
with the 230 who became hyperglycaemic (FPG > 6.1 mmol/L)
at 3 years [1,18].

2.3. Fatty Liver Index

The FLI, a predictor of fatty liver in the general popula-
tion, is based on an algorithm that includes BMI, triglycerides,
gamma-glutamyl transferase (GGT) and waist circumference
[19]. In the present study, the FLI was divided into two cate-
gories — scores < 70 and > 70 — because an FLI > 70 predicted
the onset of T2D in our previous study [14].
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Table 2
Association between CDH13 rs11646213 and rs3865188 variants and metabolic traits in the D.E.S.I.R. cohort.
Polymorphism n Body mass index (kg/m?) HbA . (%)
TO T9 TO T9
rs11646213
TT 1615 24.6+0.1 25.5 £ 0.12 543+0.01 5.58 £ 0.02
TA 2170 24.7+0.08 25.8 £ 0.1 5.47+0.01 5.62 + 0.01
AA 827 24940.13 26.0 £ 0.16 5.48 +0.02 5.64 + 0.02
P 0.03 0.006/0.02
rs3865188
TT 1383 24.8+0.1 25.9 +0.12 5.47+0.01 5.62 + 0.02
TA 2220 24.74+0.08 25.8 £ 0.1 5.47+0.01 5.62 £ 0.01
AA 993 24.5+0.12 254 +0.15 5.43+0.02 5.58 £ 0.02
P 0.03 0.02/0.09

Data are means &= SD at inclusion (T0) and at the 9-year follow-up (T9); D.E.S.L.R.: Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syndrome.
? For genotype effect by ANCOVA for repeated measures adjusted for gender, age (/ and BMI); an additive model was used except for rs3865188 in HbA .
(recessive model analysis); no significant interactions of genotype x time were found.

2.4. Genotyping

Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) of CDHI3
were selected on the basis of previous studies. These SNPs
(rs11646213 [A>T] and rs3865188 [A >T]), located in the gene
promoter, were associated with plasma adiponectin levels in
GWAS [10,20,21].

All polymorphisms in the study population were genotyped
using the KASP™ method (LGC, Teddington, Middlesex, UK;
www.lgcgenomics.com). The genotyping success rate was 0.97
for both SNPs in D.E.S.I.R, and 0.96 (rs11646213) and 0.97
(rs3865188) in DIABHYCAR.

2.5. Statistical analyses

The associations between genotypes and continuous varia-
bles were estimated using analysis of covariance (ANCOVA)
for repeated measures, with adjustments for confounding
factors (age, gender, BMI). Parameters that were not nor-
mally distributed (for example, adiponectin levels) were
log-transformed before analysis. Associations between baseline
adiponectin levels and continuous variables were assessed by
linear regression, after adjusting for confounding variables
(gender, age, glycaemic status, BMI). The association between
baseline adiponectin levels and the 9-year prevalence of
hyperglycaemia was tested by ANCOVA, after adjusting for
gender, age and BMI. Associations between polymorphisms
and metabolic diseases used logistic regression, adjusted for
confounding factors, and were quantified by odds ratios (OR)
with 95% confidence intervals (CI). Correction for multiple
comparisons due to multiple SNP testing took into account
the effective number of independent tests (Meff) based on the
degree of linkage disequilibrium between SNPs [22]. A value
of P<0.033 was considered significant. Departure from the
Hardy—Weinberg equilibrium was assessed using a x> test.
P-values were 0.04 and 0.17 (rs11646213), and 0.07 and 0.04
(rs3865188), in the D.E.S.ILR. and DIABHYCAR cohorts,
respectively. The tests for polymorphisms correspond to the
best-fitting models of inheritance, according to descriptive

statistics (additive, dominant or recessive). All statistical
analyses used SYSTAT 13® software for Windows.

In the D.E.S.LLR. study, people born outside of mainland
France were excluded from the genetic analyses. For the FLI
analyses, only the 3650 people with alcohol consumption lev-
els <30 g/day (men) and < 20 g/day (women) were included.

3. Results
3.1. D.E.S.I.R. cohort

Baseline adiponectin levels were negatively and significantly
associated with BMI (P=0.02) and FLI (P <0.0001); the lat-
ter association remained significant after further adjustment
for BMI (P =0.0006). There was no association with HbA .
(P=0.23). Plasma adiponectin was also associated with the
prevalence of hyperglycaemia at 9 years (ANCOVA adjusted
for gender, age and BMI; P=0.01).

The rs11646213 A allele was significantly associated with
higher BMI and HbA | (Table 2) as well as with lower plasma
adiponectin levels (Table 3; adjusted for age, gender and BMI

Table 3
Plasma adiponectin levels according to CDH 13 genotypes in a subsample of the
D.E.S.I.R. cohort.

Polymorphism n Adiponectin (pg/mL)
rs11646213
TT 160 23.6 (15.2,35.9)
TA 191 24.0 (14.9, 38.9)
AA 67 21.1(12.8,34.8)
P? 0.03/0.008
rs3865188
TT 132 22.2(13.5, 36.6)
TA 185 23.8 (15.0,37.7)
AA 99 24.5(16.3, 37.0)
P* 0.002/0.001

Data are medians (quartile 1, quartile 3) at TO (study baseline); D.E.S.LLR.: Data
from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syndrome.

2 For genotype effect (additive model groups) adjusted for age, gender, body
mass index and glycaemic status/idem + ADIPOQ polymorphisms.
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Table 4

Association of CDH13 variants rs11646213 and rs3865188 with the Fatty Liver Index (FLI) in the D.E.S.I.R. study cohort.

At baseline, TO

At 9-year follow-up, T9

FLI (%) P! OR (95% CI)* FLI (%) P! OR (95% CI)*
n <70 >170 <70 >170
rs11646213
TT 1225 35.4 32.2 0.35 1.12 (0.88-1.43) 35.8 29.8 0.05 1.22 (1.00-1.49)
TA 1625 46.6 47.0 46.4 479
AA 635 18.0 20.8 17.8 22.3
MAF 41.3 44.3 41.0 46.3
rs3865188
TT 1074 30.3 37.6 0.010 0.72 (0.57-0.92) 30.3 37.1 0.005 0.75 (0.61-0.92)
TA 1649 47.5 459 47.5 48.4
AA 759 22.2 16.5 22.2 14.5
MAF 46.0 39.5 46.0 38.7

Data are percentages unless otherwise specified; MAF: minor allele frequency; D.E.S.I.R.: Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syndrome.
2 For the minor allele by logistic regression of the recessive model for rs11646213 (AA vs Tx) and dominant model for rs3865188 (TT vs Ax), adjusted for gender,

age, body mass index and alcohol consumption.

when appropriate). In those who at baseline reported no or only
light alcohol consumption, the A allele was found to be more
frequent at the end of the study in those with FLI scores > 70
(OR: 1.22, 95% CI: 1.00-1.49), although the difference did not
reach the statistical threshold of significance (P =0.05; Table 4).

The rs3865188 A allele was significantly associated with
lower BMI and HbA 1 (Table 2), and higher plasma adiponectin
levels (Table 3), although the association with HbA|. was no
longer significant after adjusting for BMI. The allele was also
associated with a lower risk of an FLI> 70 at baseline (OR:
0.72, 95% CI: 0.57-0.92; P=0.01) and at the end of the study
(OR: 0.75, 95% CI: 0.61-0.92; P=0.005; Table 4).

3.2. Association with type 2 diabetes

Both genotypes and allele frequencies were similar between
patients with T2D in the D.E.S.I.LR. and DIABHYCAR cohorts.
To increase the power of the statistical analysis, a case—control
comparison was performed between subjects without T2D in
D.E.S.I.R. and patients with T2D in DESIR and DIABHY-
CAR (Table 5). The results showed that the two polymorphisms
were significantly associated with T2D, with a higher risk for
the minor allele of rs11646213 (OR: 1.11, 95% CI: 1.04-1.19;
P=0.001), and a lower risk for the minor allele of rs3865188
(OR: 0.92, 95% CI: 0.87-0.99; P=0.01).

4. Discussion

Our main results for the D.E.S.ILR. and DIABHYCAR
cohorts show associations between the two polymorphisms of
CDHI3 and T2D, as well as with BMI, FLI and circulating
adiponectin levels. The two variants were also associated with
the prevalence of T2D in a case—control study of people with-
out T2D from D.E.S.ILR. and patients with T2D from both
the D.E.S.I.LR. and DIABHYCAR cohorts. Consistent with this
association, the T2D at-risk alleles in D.E.S.I.R. were also asso-
ciated with higher HbA. levels. To our knowledge, this is
the first report of an association between CDH13 variants and

the risk of T2D in an European Caucasian population. How-
ever, in Sweden, rs11646213 was associated with the metabolic
syndrome [11] and, in East Asian populations, rs3865188 was
associated with metabolic parameters, in the same directions as
in our study [13,23,24]. The mechanisms behind these associa-
tions are as yet unclear.

For both polymorphisms, the variants at risk of T2D in our
study were also associated with lower adiponectin levels. This
is consistent with the insulin-sensitizing role of adiponectin
[25-27], and the finding that circulating adiponectin levels
are negatively associated with the development of T2D [28].
Nevertheless, the data concerning the role of T-cadherin in
adiponectin activity are not consistent with such a straightfor-
ward explanation. T-cadherin acts as a co-receptor for HMW
and MMW adiponectin [7] and, in the heart, Denzel et al. [7]
showed that T-cadherin is essential for adiponectin-mediated
activation of the AMP-activated protein kinase signalling path-
way. In the same study, plasma adiponectin levels increased
in T-cadherin knockout (Tcad-KO) mice. However, despite
high circulating adiponectin levels, these animals were not
protected against ischaemia-reperfusion cardiac injury. This
phenomenon may be interpreted as adiponectin resistance
caused by a lack of the T-cadherin necessary for tissue uptake of
adiponectin.

Accordingly, in our present study, the CDH 13 alleles associ-
ated with high adiponectin levels should also be associated with
adiponectin resistance. As our present findings show that higher
levels are concomitant with a lower risk of T2D, it indicates that
this T-cadherin-induced adiponectin resistance does not affect
susceptibility to T2D as it does in stress-induced cardiac injury.
In fact, in agreement with the adiponectin resistance hypothesis,
Gao et al. [24] found that CDH13 alleles associated with high
circulating adiponectin levels are also linked to a deleterious
metabolic profile. These results are discordant with our present
data, although the discordance might be explained by the Euro-
pean origin of our present population, as differences in genetic
architecture within the CDHI3 locus between Europeans and
Asians have been described [29].
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Table 5

Genotype and allele frequencies of CDH13 polymorphisms according to type 2 diabetes status in the DIABHYCAR and D.E.S.L.R. study cohorts.

Polymorphism Cases (DTABHYCAR +D.E.S.I.R.) Controls (D.E.S.LR.) P OR (95% CI)*
rs11646213
TT 1055 (32.0) 1521 (35.2) 0.001 1.11 (1.04-1.18)
TA 1581 (48.0) 2026 (46.9)
AA 656 (19.9) 769 (17.8)
rs3865188
TT 1075 (32.2) 1294 (30.1) 0.01 0.92 (0.87-0.98)
TA 1593 (47.8) 2066 (48.0)
AA 666 (20.0) 941 (21.9)

Data are n (%) unless otherwise specified; D.E.S.I.R.: Data from an Epidemiological Study on the Insulin Resistance Syndrome; DIABHYCAR: Type 2 Diabetes,

Hypertension, Cardiovascular Events And Ramipril.
 For the minor allele by logistic regression (additive models).

Another difference is related to the recruitment proce-
dure. D.E.S.ILR. was a population-based study, whereas the
above-mentioned studies included many patients with metabolic
diseases where adiponectin resistance may have been present,
thereby inhibiting the protective effect of adiponectin. On a
molecular basis, Putku et al. [30] stated that the CDH 13 promoter
region holds several methylated quantitative trait loci (meQTLs)
that they found were associated with cardiovascular traits. The
polymorphisms in our present study are localized to the promoter
region harbouring those meQTLs and in linkage disequilibrium
with four SNPs exhibiting effects on methylation levels. The
association of our studied SNPs with certain metabolic traits
might therefore depend on promoter methylation status, which
varies across populations with different lifestyles and genetic
backgrounds. Further studies are needed to determine whether
these SNPs are directly functional or whether they are only
linked to causal variants that might be meQTLs.

In the present study, one of the CDH 13 alleles associated with
ahigher relative risk of T2D was also associated with a high FLI,
previously found to be predictive of T2D. Therefore, CDHI3
alleles might be associated with T2D through the liver profile.
In the absence of hepatocarcinoma, there has been no evidence
of T-cadherin expression in hepatocytes [31]. This suggests that
the association with T2D may be secondary to the association
with plasma adiponectin levels. Adiponectin has antisteatotic
and antiapoptotic effects on hepatocytes [32]. Adiponectin levels
are associated with NAFLD [3,33] and, in the present study,
also with the FLI. It has been proposed that fatty liver may
induce insulin resistance [34]. Thus, CDHI3 might influence
T2D risk by effects on adiponectin levels and also on fatty liver.
Nevertheless, as the effect on the latter most likely depends on
the effect on the former, these mechanisms are very likely closely
linked. In fact, the connection between these effects may be
the ceramide pathway. It has been suggested that ceramides,
which are associated with insulin resistance, play a major role
in NAFLD progression [35]. Also, as adiponectin diminishes the
accumulation of ceramides by activating ceramidase activity in
adiponectin receptors (AdipoR1/R?2), it has been suggested that
the latter effect may be central to most adiponectin actions [36].

The CDHI13 variants were also associated with BMI, and
similar results have sometimes been found in East Asian popu-
lations [21,24]. In a recent large meta-analysis of GWAS data

on BMI [37], the CDHI3 variant rs8062451 was associated
with BMI (P=7.33 x 1079, although the mechanism of such
an association is not known. In our present study, this asso-
ciation was in line with an inverse relationship between BMI
and adiponectin levels. Nevertheless, when adjusted for BMI,
the association with adiponectin persisted, as did the associa-
tions between CDH 13 alleles and HbA . and FLI, all of which
indicate the independence (at least partial) of these associa-
tions. T-cadherin might therefore have independent pleiotropic
effects. Indeed, T-cadherin and plasma adiponectin levels might
independently affect the development of T2D.

Our present study has several limitations. Our genetic
analyses could not be adjusted for population stratification. Nev-
ertheless, as only people born in mainland France were analyzed,
this should have limited ethnic heterogeneity. Also, due to the
low number of adiponectin measures within the population, our
results could not be adjusted for plasma adiponectin levels. Such
adjustment would have allowed some description of the role
of adiponectin in the associations between CDH13 and certain
phenotypes, such as HbAj.. In addition, genetic associations
with FLI as a continuous variable could not be determined.

Furthermore, as our results are here described for the first
time, these associations need to be replicated. Also, as regards
the relationship with T2D, the D.E.S.I.R. study alone lacked sta-
tistical power, as itincluded only 294 people with T2D. However,
the present associations found in our cohort of the two CDHI3
polymorphisms with HbA ., and the FLI threshold predictive of
T2D incidence, are consistent with the case—control comparison
between the D.E.S.I.LR. and DIABHYCAR cohorts.

In conclusion, two common polymorphisms of CDHI3 are
associated with T2D, FLI, BMI and circulating adiponectin. Fur-
ther studies are now needed to clarify the mechanisms behind
these associations to determine whether these results indicate
new pathways in the pathophysiology of T2D and, thus, some
potential new therapeutic targets.
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Article 2: Polymorphismes du gene de la T-cadhérine (CDH13),
adiponectinémie et néphropathie dans le diabéte de type 1

La néphropathie diabétique est une complication vasculaire majeure chez les patients
diabétiques de type 1 qui peut évoluer en maladie rénae terminae [237]. On estime
qu’environ la moitié des patients diabétiques de type 1 développent une néphropathie, ce qui
augmente le risque de mortalité [238]. Plusieurs variants génétiques modulent la susceptibilité
alamaladie rénale[239,240].

L’adiponectine est une adipokine secretée majoritairement par les adipocytes, dotée de
proprietés anti-inflammatoires, anti-athérogéniques et insulino-sensibilisatrices. En générdl, la
concentration plasmatique d’adiponectine est élevée chez les patients diabétiques de type 1,
[241]. Les taux d’adiponectine plasmatique a 1’inclusion sont plus élevés chez des patients
diabétiques de type 1 devel oppant une néphropathie dans 1’étude prospective SURGENE [69].
Chez des patients diabétiques de type 1 ayant une néphropathie, 1’adiponectine a une valeur

prédictive sur I’incidence de I’insuffisance rénae terminale.

La T-cadhérine est fortement exprimée au niveau des artéres rénales [186]. Elle est de méme
abondante dans les cellules vasculaires endothéliales endommagées [242]. La T-cadhérine
coexiste avec 1’adiponectine dans les sites vasculaires 1ésés [186]. Le voisinage de ces deux
molécules au niveau de 1’endothélium endommagé pourrait étre indispensable a leur action
bénéfique. Dans les GWAS, les taux plasmatiques d’adiponectine sont associés, non
seulement aux polymorphismes du gene de I’adiponectine (ADIPOQ) mais auss aux
polymorphismes du gene de la T-cadhérine (CDH13) [131,220]. La T-cadhérine se lie
sélectivement a I’adiponectine de haut poids moléculaire (HMW) et de poids moléculaire
moyen (MMW), mais son réle comme récepteur de I’adiponectine est incertain [126,242]. La
T-cadhérine pourrait agir comme co-récepteur pour les récepteurs Adipo R1 et/ou Adipo R2,

Ou pour un autre récepteur encore inconnu [102].

En raison des relations existant entre I’adiponectine et la néphropathie diabétique d’une part,
et celles entre la T-cadhérine et 1’adiponectine d’autre part, le but de cette étude est d’évaluer
la relation entre les polymorphismes de CDH13 et la néphropathie diabéique chez des

patients diabétiques de type 1, en relation avec la concentration d’adiponectine plasmatique.
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Nous avons effectué ce travail dans deux cohortes, GENESIS et GENEDIAB, puis cherché a
confirmer nos résultats dans une troisieme population, SURGENE.

Résultats-Discussion

Dans cette éude, on observe une association entre les taux d’adiponectine et la prevalence de
la néphropathie diabétique et I’incidence de I’insuffisance rénale terminale (ESRD) dans
GENESIS et GENEDIAB. D’autre part, dans ces mémes cohortes, il existe des associations
entre les polymorphismes de CDH13 et |a prévalence de la néphropathie diabétique établie
et/ou avancée, I’incidence de I’ESRD, I’excretion urinaire d’albumine et la pression arterielle
diastolique. Ces associations génétiques ont été validées dans SURGENE, une autre cohorte
de patients diabétiques de type 1, ou 1’on observe une association entre ces polymorphismes
et la néphropatie diabétique établie et/ou avancée, mais auss avec la progression de la

néphropathie diabétique au cours du suivi.

Nos résultats concernant les taux d’adiponectine sont en concordance avec plusieurs autres
études montrant des taux élevés d’adiponectine dans la néphropathie diabétique. En
particulier, les taux élevés d’adiponectine précedent la néphropathie chez les diabétiques de
type 1 dans la cohorte SURGENE [69]. Cependant, le mécanisme de cette relation entre
1’adiponectine plasmatique et la néphropathie n’est pas élucidé. L’insuffisance rénale pourrait
stimuler la production d’adiponectine pour limiter les Iésions endothéliales [243]. Il est aussi
possible qu’elle diminue la clairance de 1’adiponectine [70], et le rein pourraient développer
une resistance secondaire a 1’adiponectine [244]. Cependant, le design prospectif de notre
étude et certaines études précedentes sont en faveur d’une relation causale, de telle sorte
qu’une adiponectine élevée favoriserait la néphropathie. En désaccord avec cette hypothése,
des taux élevés d’adiponectine ont été associés a de faibles taux d’excretion urinaire
d’albumine a un stade précoce de la maladie [245]. Sharma et al. montre également que chez
des sujets obéses Afro-Ameéricains, non diabétiques et sans maladie rénale, que 1’albuminurie
est associée négativement a 1’adiponectine plasmatique [246]. Cependant, a un stade avancé
de la maladie, des taux élevés d’adiponectine plasmatigque ont été associés a une néphropathie

chonique plus sévére [108] et aun risque augmenté de 1’aggravation de la néphropathie [247].

Dans les GWAS, les polymorphismes de CDH13 ont été associés a des variations de
concentrations d’adiponectine [143,248]. Dans notre étude, 1’alléle mineur rs3865188, associé
aune diminution du risgue de néphropathie, est aussi associé a des faibles taux d’adiponectine

plasmatique [248]. Aprés ajustement sur les taux d’adiponectine plasmatique, 1’association
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entre ce variant de CDH13 et les symptomes rénaux disparait. 1l est donc tentant d’imaginer
que larelation entre les polymorphismes de CDH13 et la néphropathie diabétique est médiée
par les taux plasmatiques de 1’adiponectine. Nos résultats sont en faveur d’un role délétere de
I’adiponectine plasmatique dans la néphropathie diabétique. Précédemment, deux variants
d’ADIPOQ associés a des taux élevés d’adiponectine étaient aussi associ€és a un risque de
néphropathie accru dans le diabéte de type 2 (étude DIABHY CAR). Nous montrons aussi que
ces variants d’ADIPOQ sont également associés a un risgue accru dans le diabéte de type 1

(voir infra, Données compl émentaires).

Cependant, d’apres les modéles animaux de cardiopathie, une invalidation du géne CDH13,
entrainant un déficit en T-cadhérine, est lié a des taux trés élevés d’adiponectine plasmatique,
par manque de fixation de I’adiponectine au niveau tissulaire [188]. Pres de 75% de
I’adiponectine totale est liée aux tissus via un mécanisme T-cadhérine dépendant [249]. On
pourrait supposer que les aléles de CDH13, associés a des faibles taux d’adiponectine,
pourraient étre aussi associés a une expression augmentée de la T-cadhérine et a une
augmentation de la liaison tissulaire d’adiponectine. Une telle relation a deja été decrite [224].
Dans ce cas, une diminution des taux d’adiponectine pourrait correspondre a une liaison
augmentée et aboutir par la suite a un captage tissulaire plus importante de 1’adiponectine. Si
’adiponectine avait un role délétere sur le rein, le variant de CDH13 associé a une baisse de
I’adiponectine devrait étre associé¢ a une augmentation du risque. Nous observons I’inverse.
Ceci peut signifier que I’adiponectine peut jouer un role délétére sur le rein mais sans passer
par la liaison a la T-cadhérine. Une autre possibilité est que la relation du polymorphisme
avec I’adiponectine circulante est modifiée par les effets propres du diabete de type 1. En
effet, dans notre éude dans la population générale et le diabéte de type 2, la relation entre
adiponectine et variant de CDH13 est inversée. De plus, le polymorphisme de CDH13
rs11646213, associ¢ a la néphropathie, est aussi associ¢ a 1’adiponectine dans 1’étude

précédente, mais pas dans celle-ci.

La T-cadhérine pourrait aussi agir indépendamment de 1’adiponectine au niveau rénal. La T-
cadhérine joue un réle fonctionnel dans la differenciation des podocytes et dans la formation
du réseau capillaire glomérulaire [191]. Les variations genétiques de CDH13 pourraient avoir
un role a ce niveau. A I’inclusion, les variants rs11646213 et rs3865188 sont associés a la
prévaence de la néphropathie diabétiqueet a 1’excrétion urinaire de 1’albumine. Le génotype

associé a une néphropathie plus sévere est de méme associé a des taux plus éleveés d’excrétion
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urinaire d’albumine. Ceci pourrait suggérer un réle de la T-cadhérine dans la maladie rénale a

travers 1’albumine.

Les principaux points forts de notre éude sont I'évaluation du phénotype détaillée de la
fonction rénale au cours du suivi dans les trois cohortes, le nombre de sujets inclus dans
I'étude, ains que la validation de nos résultats dans des groupes d'études indépendantes. Les
variants étudiés sont dans le promoteur du gene de la T-cadhérine et pourraient étre associés a
I'expression du gene. Une limite de 1’étude est que la T-cadhérine plasmatique n'a pas été
mesurée dans ces cohortes [250]. Cette mesure nous permettrait de mieux évaluer la relation
entre ces protéines et |'apparition de la néphropathie chez les sujets atteints de diabéte de type
1.

En conclusion, les variants génétiques de CDH13 sont associés a la prévalence et a
I’incidence de la néphropathie diabétique chez des sujets diabétiques de type 1, ainsi qu’a la
progression vers des stades sévéres de lamaladie et a ’incidence de ’ESRD. L’association du
variant rs3865188 et des phénotypes étudiés aux taux plasmatiques d’adiponectine, suggere
gue ce dernier pourrait expliquer ces associations comme phénotype intermédiaire. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour tester si ces associations sont dépendantes des

variations des taux d’adiponectine.
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Abstract

Objective: High plasma adiponectin levels are associated with diabetic nephropathy (DN). T-
cadherin gene (CDH13) variants were shown to be associated with adiponectin levels. We
investigated associations of alelic variations of CDH13 with DN in subjects with type 1
diabetes.

Methods: Two polymorphisms of CDH13 were analysed in 1297 Caucasian subjects with
type 1 diabetes from the SURGENE (n=340, 10-year follow-up), GENESIS France-Belgium
(n=501, 5-year follow-up for n= 462) and GENEDIAB (n=456, 9-year follow-up for n=283)
cohorts. Adiponectin levels were measured in plasma samples from GENESIS and
GENEDIAB.

Results: In pooled analysis of GENEDIAB and GENESIS studies, plasma adiponectin levels
were associated with the prevalence of established/advanced DN (p<0.0001) and the
incidence of end-stage renal disease (ESRD) (p<0.0001). The minor alele of the variant
rs3865188 of CDH13 was associated with lower plasma adiponectin levels (p=0.006). The
prevalence of established/advanced DN was associated with rs11646213 (OR 1.47; Cl 95%
1.18-1.85; p=0.0009), and rs3865188 (OR 0.71, 95% CI 0.57-0.90, p=0.004). These
polymorphisms were also associated with the incidence of ESRD during follow-up
(0.006<p<0.03). In the SURGENE study, the incidence of renal events was associated with
polymorphisms rs11646213 (HR 1.69, 95% Cl 1.01-2.71, p=0.04) and rs3865188 (HR 0.74,
95% CI 0.55-0.99, p=0.04).

Conclusion: Plasma adiponectin levels are associated with the prevalence of DN and the
incidence of ESRD in patients with type 1 diabetes. CDH13 polymorphisms, associated with
plasma adiponectin levels, were also associated with prevalence and incidence of DN, and
with incidence of ESRD in patients with type 1 diabetes.
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Introduction

Diabetic Nephropathy (DN) is a major vascular complication in type 1 diabetic patients
leading to end-stage renal disease (ESRD) [1]. Nowadays, half the patients with type 1
diabetes develop nephropathy, which increases mortality risk [2]. Various genetic factors
modul ate susceptibility to renal disease[3,4].

Adiponectin is an adipokin mainly secreted by adipocytes, with anti-inflammatory, anti-
atherogenic and insulin-sensitizing properties [5]. Nevertheless, its plasma levels are
increased in patients with type 1 diabetes [6-8]. Baseline plasma adiponectin was higher in
patients with type 1 diabetes who devel oped nephropathy in the SURGENE prospective study
[9]. In patients with type 1 diabetes and DN, adiponectin was predictive of end stage rena
disease incidence [10]. However, adiponectin levels may decrease in early stages of
nephropathy and increase in more advanced stages [11]. In subjects with type 2 diabetes as
well as type 1 diabetes, polymorphisms of the gene coding for adiponectin, ADIPOQ,
associated with high adiponectin levels, were also associated with an increased risk of
nephropathy [12,13].

T-cadherin is a cell adhesion protein anchored to cell membrane with a glycosyl-
phosphatidyl-inositol (GPI) anchor. It is deprived of its transmembrane segment, but still
takes part in cellular signal cascades contributing in cell-cell adhesion, cell polarity and
morphogenesis actions [14,15]. T-cadherin is highly expressed in renal arteries [16]. It is
expressed abundantly in injured vascular endothelial cells [14]. T-cadherin shares its location
with adiponectin at the injured vessel site [17,18]. The coexistence of both molecules at the
vascular endothelium is necessary for their action on revascularization [19]. Their
colocalization on cardiomyocytes seems aso critica for the cardioprotective action of
adiponectin [18]. In genome wide association studies (GWAS), plasma adiponectin levels are
associated not only with ADIPOQ polymorphisms, but aso with T-cadherin gene (CDH13)
polymorphisms [20,21]. T-cadherin selectively binds high-molecular-weight (HMW) and
medium-molecular-weight (MMW) adiponectin but it remains unclear whether T-cadherin is
a receptor for adiponectin [14,17]. T-cadherin might act as a co-receptor for adiponectin
receptors Adipo R1 and/or Adipo R2, or astill unknown receptor [18].

Given the relationship between adiponectin and DN on one side and between T-

cadherin and adiponectin on another side, the aim of our study was to assess the relation
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between CDH13 polymorphisms and DN in subjects with type 1 diabetes, in relationship with
plasma adi ponectin concentrations.

Material and M ethods
Participants

We studied three cohorts designed to evaluate the genetic components of diabetic
nephropathy.

The GENESIS France-Belgium Study and the “Génétique de la Néphropathie Diabétique”
(GENEDIAB) study were cross-sectional, multi-centre, binational (Belgium and France)
studies. GENESIS was family-based, including 662 probands with type 1 diabetes and
presenting with diabetic retinopathy [23]. We studied 501 probands for whom DNA samples
were available, including 279 individuals (55.7%) with diagnosis of incipient, established or
advanced diabetic nephropathy. GENEDIAB included 456 patients with type 1 diabetes and
diagnosis of severe diabetic retinopathy [24]. Incipient, established or advanced diabetic
nephropathy was present in 310 individuals (69.8%). In a prospective observationa study, a
subset of GENEDIAB (n=229) and GENESIS (n=456) participants were followed-up for 9 +
3 and 6 £ 3 years, respectively. The incidence during follow-up of new cases of ESRD,
defined as requirement of rena replacement therapy, was 11.4% for GENEDIAB and 5.5%
for GENESIS. All participants from the three cohorts gave written informed consent and
study protocols were approved by the ethics committee of the University Hospital of Angers,
France.

The “Survival Genetic Nephropathy” (SURGENE) was a prospective study conducted in 340
subjects with type 1 diabetes, recruited consecutively over a 3-year period in the outpatient
clinic of the University Hospital of Angers, France [25]. At baseline, 60 individuals (17.6%)
had a diagnosis of incipient, established or advanced diabetic nephropathy (see below). Mean
duration of follow-up was 10+3 years. New cases of incipient nephropathy (persistent
microalbuminuriain consecutive biannual assessments) during follow-up were observed in 76
out of the 280 normoal buminuric subjects at baseline (27.1%). A renal event, defined as new
cases of incipient nephropathy or progression to a more severe stage of nephropathy, was
observed in 98 (28.8%) participants during the follow-up. At the end of the study 136
individuals (40%) had diagnosis of incipient, established or advanced diabetic nephropathy.
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Diabetic nephropathy and retinopathy stages

Stages of diabetic nephropathy were defined as follows. no nephropathy, defined as urinary
albumin excretion (UAE) <30 mg/24 h or <20 pg/min or <20 mg/l and plasma creatinine
<150 pmol/l in at least two of three consecutive assessments and in the absence of
antihypertensive treatment; incipient nephropathy, defined as persistent microabuminuria
(UAE = 30-300 mg/24 h or 20-200 pg/min or 20-200 mg/l) and plasma creatinine <150
pmol/l in at least two of three consecutive assessments; established nephropathy, defined as
past or present macroabuminuria (UAE>300 mg/24 h or >200 pg/min or >200 mg/l) and
plasma creatinine <150 pmol/l; and advanced nephropathy, defined as past or present
macroalbuminuria and plasma creatinine >150 pmol/l or rena replacement therapy.
Estimation of the glomerular filtration rate (eGFR) was computed with the Modification of
Diet in Rena Disease (MDRD) formula[26]. Retinopathy was staged according to Kohner's
classification as non-proliferative, pre-proliferative or proliferative retinopathy.

Adiponectin measurements

Total adiponectin was measured in fasting plasma EDTA samples of 928 subjects of
GENESIS and GENEDIAB cohorts. Samples were collected at baseline and kept frozen at -
80°C. An ELISA kit from Alpco®, Salem, United States (47-ADPHUT-EO1) was used.

Genotyping

Two single nucleotide polymorphisms (SNP) in the promoter region of CDH13 (chromosome
16023.3) were selected based on previous studies showing association with adiponectin levels
and/or other metabolic traits [20,21,27]. Genotypes were determined by competitive allele-
specific PCR genotyping system assays (KASP, LGC Genomics, Hoddesdon, UK).
Genotyping success rate was higher than 97%. Genotypes were in Hardy-Weinberg

equilibrium (Pearson's chi-squared test with 1 degree of freedom p>0.05).
Satistical analysis

Results are expressed as mean + SD except where stated otherwise. For all analyses of
guantitative parameters, data were log-transformed when the normality of the distribution was
rejected by the Shapiro-Wilk W test. Differences between groups were assessed by Pearson's
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chi-squared test, Fisher's exact test, ANOVA and ANCOVA. Associations with DN were
assessed by regression models. Cox proportional hazards survival regression analyses were
used to examine the effect of explanatory variables on time-related survival rates in
prospective analyses. Logistic regression analysis was used for cross-sectional analysis.
Hazard ratios (HR) or odds ratios (OR), respectively, with their 95% confidence intervals (Cl)
were computed in these analyses for the minor aleles. To increase statistical power,
GENEDIAB and GENESIS cohorts were pooled for genetic analyses, with appropriate
covariate adjustments to take into account cohort differences. In al cohorts, individuals with
established or advanced nephropathy were also pooled for genetic analyses. The statistical
analyses were adjusted for age, sex, duration of diabetes, BMI and, when applicable, cohort
membership. To take into account differences in diabetic retinopathy status in different
cohorts resulting from different inclusion criteria, all comparisons of diabetic nephropathy by
genotype included adjustment for retinopathy stages. Correction for multiple comparisons due
to multiple SNP testing took into account the effective number of independent tests (Meff)
based on the degree of linkage disequilibrium between SNPs [0.50]. Therefore a value of p
<0.033 was considered significant for genotype-related comparisons, unless stated otherwise.
The tests concerning polymorphisms correspond to the best fitting models of inheritance
according to descriptive statistics (additive, dominant or recessive). The power to detect
associations of the SNPs (MAF>0.30) with the prevalence of established/advanced
nephropathy at baseline and with the incidence of ESRD during follow-up in
GENESIS/GENEDIAB pooled analyses, and with the prevalence of established/advanced
nephropathy and the incidence of renal events during follow-up in SURGENE was at |east
equal to 0.99, 0.88, 0.51, and 0.75 respectively, for odds ratio or hazard ratio=1.5 and
alpha=0.05. Statistics were performed with the IMP software (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Results
GENES Sand GENEDIAB cohorts: renal status and adiponectin levels

The prevaences of incipient and established or advanced diabetic nephropathy at baseline in
GENESIS and GENEDIAB pooled cohorts were 22.3% and 40%, respectively.
Characteristics of participants with or without nephropathy were published previously [3].
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The cumulative incidence of ESRD during follow-up was 7.4% (N=51) in the pooled cohorts.
Clinical characteristics of participants at baseline by ESRD status at follow-up were published
previously [4]. Briefly, new cases of ESRD as compared to patients without ESRD were
younger, had shorter duration of diabetes, higher levels of HbAlc, blood pressure and UAE,

decreased renal function, and were more often taking antihypertensive treatment (Table 1).

At baseline, the median values (interquartile range 0.25-0.75) of plasma adiponectin levels for
absent, incipient and established/advanced nephropathy were 7.1 (4.8-10.5) pg/mL, 7.5 (5.0-
11.0) pg/mL and 11.3 (7.5-16.9) pug/mL, respectively. These differences were significant
(p=0.02 and p<0.0001 incipient vs. absent and established/advanced vs. absent, respectively).

Plasma adiponectin levels were associated with the incidence of ESRD (p<0.0001). The
median values of plasma adiponectin levels for the subjects that did not develop ESRD during
follow-up compared to those who developed it were 7.5 (4.9-11.0) pg/mL and 16.2 (10.4-
22.9) pg/mL, respectively. After adjustment for nephropathy status at baseline, the association
remained significant.

GENESS and GENEDIAB cohorts. association of CDH13 polymorphisms with adiponectin

levels and renal traits

The distribution of plasma adiponectin levels by genotype for each polymorphism are
illustrated in Table 2. In GENESIS and GENEDIAB pooled cohorts, plasma adiponectin
levels were significantly associated with rs3865188, where the holders of the minor alele A
had lower plasma adiponectin levels (p=0.006). There was no significant association of
plasma adiponectin levels with rs11646213.

Genotype frequencies by diabetic nephropathy stages at baseline are shown in Table 3. We
observed a positive association of the minor alele A of rs11646213 (OR 1.47, 95% CI 1.18-
1.85, p=0.0009) and inverse association of the minor alele A of rs3865188 with the
prevalence of established/advanced nephropathy at baseline (OR 0.71, 95% CI 0.57-0.90,
p=0.004). These results are in keeping with genotype-related prevalences of
established/advanced nephropathy: 31.9% (TT), 39.1% (TA) and 45% (AA) for rs11646213,
and 40.3% (TT), 37.6% (TA) and 28.2% (AA) for rs3865188. Subjects carrying the
rs11646213 A alele had aso a higher diastolic blood pressure (p=0.01) and a higher rate of
urinary albumin excretion (p=0.01). Those with the genotype AA of rs3865188 had |lower
levels of UAE (p=0.04).
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The polymorphisms were associated with ESRD at follow-up (Table 4). The cumulative
incidence of ESRD during follow-up by genotype was 7.4% (TT), 5.3% (TA) and 12.8%
(AA) for rs11646213. It was 11.5% (TT), 4.6% (TA) and 7.7% (AA) for rs3865188. Cox
proportional hazards survival analyses confirmed these associations: HR 1.96, 95% CI 1.06-
3.51, p=0.03 for the A-allele of rs11646213, HR 0.47, 95% CI 0.27-0.84, p=0.009 for the A-
alele of rs3865188 (Figure 1).

When adjusted for plasma adiponectin levels, the associations of rs3865188 with the
prevalence of established/advanced nephropathy and the incidence of ESRD were no more

significant.

SURGENE cohort: association of CDH13 SNPs with renal phenotypes

The cumulative incidence of renal events (new cases of microabuminuria or progression to a
more severe stage of nephropathy) during follow-up was 28.8 % (n=98). Characteristics of
participants at baseline by incidence of rena events during follow-up were published
previously [3] and are summarized in Table 1. Briefly, individuals who presented a renal
event, as compared to those with stable renal status during follow-up, had at baseline alonger
duration of diabetes, higher HbA1c, triglycerides and blood pressure levels, decreased renal
function, and were more often taking ACE inhibitors and antihypertensive medication.

Diabetic retinopathy was more frequent and severe in individual s who presented arenal event.

Genotype frequencies by rena event status during follow-up are shown in Table 5. The
incidence of rena events during follow-up by genotype was 30.6% (TT), 27.2% (TA) and
44.4% (AA) for rs11646213 suggesting a positive association of the minor A-allele with renal
events. It was 38.5% (TT), 29.4% (TA) and 21.7% (AA) for rs3865188, suggesting an inverse
association of the minor A-allele in an additive model. Cox proportional hazards regression
analysis confirmed the positive association of A-allele of rs11646213 (HR 1.69, 95% CI 1.01-
2.71, p=0.04) and the inverse association of the A-alele of rs3865188 (HR 0.74, 95% CI
0.55-0.99, p=0.04) with renal events (Figure 2).

Discussion

In the present study, we observed associations of adiponectin levels with the prevalence and

the incidence of diabetic nephropathy and ESRD in cohorts of subjects with type 1 diabetes.
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We observed associations of CDH13 polymorphisms with the prevalence of
established/advanced DN, the incidence of ESRD, and with urinary excretion of albumin and
diastolic blood pressure in GENESIS and GENEDIAB cohorts. These genetic associations
were validated in SURGENE, another cohort of subjects with type 1 diabetes, where we
observed an association between these polymorphisms and the progression of DN during
follow-up.

Our results on adiponectin levels are in agreement with many studies showing higher levelsin
diabetic nephropathy. In particular, we have previously shown that high adiponectin levels
precede nephropathy in type 1 diabetes in the SURGENE cohort [9]. Nevertheless, the
mechanism behind the relationship between plasma adiponectin and nephropathy remains
unclear. Renal failure per se may lead to the stimulation of adiponectin production as a
physiological counter-regulatory response to restrict endothelial damage [28]. It may also
decrease adiponectin clearance [29], and the kidney may develop secondary resistance to
adiponectin [30]. However, the prospective design of the present study, and of some of the
previous ones are in favor of a causal relationship. At discrepancy with this hypothesis, higher
adiponectin levels were associated with lower urinary albumin excretion rates at an early
stage of the disease [31]. Sharma et al. have shown in obese Afro-American subjects, without
diabetes and kidney disease, that abuminuria had negative correlation with plasma
adiponectin [32]. Adiponectin also reduced abuminuria and improved podocyte function by
reduction of oxidative stress in a mouse model [32].0n the other hand, at an advanced stage
of the disease, higher plasma adiponectin levels were associated with a more severe chronic

nephropathy [33] and a higher risk of nephropathy aggravation [12].

In GWAS, CDH13 polymorphisms aleles have been associated with variations in plasma
adiponectin levels[21,34]. Asin GWAS, the minor allele of rs3865188, in our study, was also
associated with lower plasma adiponectin levels [34]. After adjustment for plasma
adiponectin levels, the association of CDH13 rs3865188 with renal traits was no more
significant. Therefore, it is tempting to consider that the relationship between CDH13
polymorphisms and diabetic nephropathy is mediated by plasma adiponectin levels. Our
results are in favour of a deleterious role of plasma adiponectin in diabetic nephropathy.
Previously, we had aso shown that two ADIPOQ variants, associated with high adiponectin
levels, were aso predictive of the occurrence of DN in type 2 diabetic subjects [12]. The same
ADIPOQ SNPs have aso been associated with nephropathy in subjects with type 1 diabetes
[13].

85



T-cadherin deficient mice have very high plasma adiponectin levels, but develop a
cardiomyopathy as a result of lack of binding of adiponectin at the tissue level [18]. It has
been shown that T-cadherin was primarily responsible for binding and localizing adiponectin
to skeletal muscle tissue, to vascular endothelium and to myocardium [19]. It would appear
that about 75% of the organism’s total adiponectin is bound to tissue via a T-cadherin
dependent mechanism [35]. Therefore, we might suppose that the CDH13 alleles associated
with lower levels of adiponectin might be also associated, whatever the mechanism, with a
higher expression of t—cadherin and an increased tissue binding of adiponectin. Such a
relationship has aready been described [36]. In this case, a decrease in adiponectin levels
would correspond to a higher binding and thus a higher adiponectin uptake. If adiponectin had
a deleterious effect on kidney, the CDH13 rs3865188 A allele associated with lower levelsin
plasma, but putative higher bound adiponectin, should be associated with a higher risk of
nephropathy. Since we observed the opposite, this would mean that adiponectin might be
deleterious for kidney, but without binding to T-cadherin. Another hypothesis is that the
relationship between CDH13 variants and plasma adiponectin is modified by type 1 diabetes.
Actualy, in another study on the D.E.S.I.R. cohort from the genera population, the
rs3865188 A was associated with high plasma levels of adiponectin and the rs11646213 A
with low levels [37],.This latter variant is not associated with plasma adiponectin in the

present study.

Until causal effects are studied for such associations, we could not rule out the hypothesis that
T-cadherin might also act independently from adiponectin in the kidney. T-cadherin has a
functiona role for the differentiation of podocytes and the formation of the glomerular
capillary network [38]. CDH13 genetic variations might have arole at this level. At baseline,
the variants rs11646213 and rs3865188 were associated with the prevalence of DN and also
with the urinary albumin excretion. The genotype associated with a more severe nephropathy
is also associated with higher levels of urinary albumin excretion. This might suggest arole of

T-cadherin on kidney disease through albumin.

The minor alele A of rs11646213 was associated with higher diastolic blood pressure in a
pooled GENESIS and GENEDIAB cross-sectional analysis at baseline. The same results were
observed in a GWAS conducted in two European populations [20]. T-cadherin regulates
vascular wall remodelling and angiogenesis [16]. Renal arteries impairment, leading to
microalbuminuria, isamajor cause of secondary hypertension, and might be linked to CDH13

genetic variations.
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To our knowledge, this is the first time that T-cadherin gene polymorphisms are studied in
subjects with type 1 diabetes at risk of developing rena diseases. The main strengths of our
study are the detailed phenotype assessment of renal function during follow-up in the three
cohorts, the number of subjects included in the study, as well as the validation of our findings
in independent study groups. The variants studied are within the promoter and the first intron
of CDH13. They might be associated with the gene expression. The plasma levels of
adiponectin have been measured, nevertheless, the plasma T-cadherin have not been measured
in these cohorts [39]. This measurement would alow us better evaluate the relationship

between these proteins and the occurrence of DN in subjects with type 1 diabetes.

In conclusion, genetic variants of CDH13, were associated with the prevalence and the
incidence of DN in subjects with type 1 diabetes, as well as with the progression to a more
severe stage of this pathology and the incidence of ESRD. Future studies are needed to test

whether these associations depend on changes in adiponectin levels.
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Table 1. Characteristics of participants at baseline by clinical outcomes during follow-up.

SURGENE cohort:
Renal event during follow-up

GENESIS and GENEDIAB cohorts:

ESRD during follow-up

No

Yes p No Yes p

N 242 98 634 51

Age(y) 33+13 35114 0.24 44+ 12 39+11 0.002
Sex: Men/Women (%) 46/ 54 36/64 0.08 55/45 56/ 44 0.89
Age a diabetes onset (y) 19+ 10 18+9 0.50 16+ 9 14+ 9 0.09
Duration of diabetes (y) 14+11 17+£11 0.001 28+ 9 25+ 10 0.04
HbA ¢ (%) (mmol/mol) 9.2+23 9.7+23 0.04 85+14 9.1+19 0.009

(77 £ 25) (82 £ 26) (69 + 16) (77 £ 21)

Systolic blood pressure (mmHQ) 124+ 14 134+ 18 <0.0001 132+ 18 151+ 19 <0.0001
Diastolic blood pressure (mmHQ) 72+ 10 75+12 0.002 75+ 10 88+ 11 <0.0001
Plasma creatinine (umol/l) 79+ 20 88+ 30 0.001 87 + 37 212 + 137 <0.0001
eGFR (ml/min/1.73 m?) 98 + 23 91 + 26 0.01 92+ 44 46 + 47 <0.0001
Urinary albumin excretion (mg/l) 7(9 10 (13) 0.001 15 (85) 1689 (2201) <0.0001
ACE Inhibitor treatment (%) 6 16 0.002 38 64 0.0003
Antihypertensive treatment (%) 8 26 <0.0001 49 85 <0.0001
Diabetic retinopathy stages (%) 67/14/12/7 45/18/17/20 0.0002 0/34/18/48 0/7/16/77 <0.0001

Results expressed as means + SD, except UAE expressed as median and interquartile range. Statistics of quantitative parameters are ANOV A performed with
log-transformed data, or Wilcoxon test (UAE). HbA1c is expressed in % of total hemoglobin and in mmol/mol (millimoles HbAlc per mole of total
hemoglobin). Diabetic retinopathy stages: Absence, Non-Proliferative, Pre-Proliferative, Proliferative. Rena event (SURGENE cohort) defined as a new case
of microalbuminuria or the progression to a more severe stage of nephropathy. ESRD (GENESIS and GENEDIAB cohorts) defined as requirement of renal

replacement therapy.
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Table 2. Plasma Adiponectin L evels at Baseline by Genotype

Plasma Adiponectin Levels* (ug/mL) pt
rs11646213 TT 8.4 (5.4-12.5) 0.98
TA 8.3 (5.3-12.6)
AA 8.3 (5.3-11.8)
rs3865188 TT 8.6 (5.7-12.4) 0.006
TA 8.2 (5.2-12.8)
AA 7.8 (4.9-12.0)

MAF: minor allele frequency. p<0.05 is significant. Test are ANCOVA adjusted for sex,
age, duration of diabetes, BMI, retinopathy and cohort membership

* values are median (interquartile range 0.25-0.75)

1 p-value for recessive model for rs3865188 (AA vs. Tx) and dominant model for
rs11646213 and rs3865188 (TT vs. XA)
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Table 3. GENESIS-GENEDIAB pooled study: genotype frequencies by prevalence of diabetic nephropathy at baseline

Absence of Incipient Established and ORT (95% C.1.) pt ORf (95% C.1.) pi
nephropathy  nephropathy advanced for incipient for established and
(n=356) (n=211) nephropathy (n=378) nephropathy advanced
nephropathy
rsl164621 TT 0.34 0.38 0.27 1.11 (0.86-1.43) 043 147(1.18-1.85) 0.0009
3
TA 0.52 0.38 0.50
AA 0.14 0.24 0.23
MAF 0.40 0.43 0.48
rs3865188 TT 0.28 0.38 0.37 0.80 (0.63-1.03) 0.08 0.71(0.57-0.90) 0.004
TA 0.51 0.40 0.49
AA 0.21 0.22 0.14
MAF 0.47 0.42 0.39

MAF: minor alele frequency.
Tests are logistic regression adjusted for sex, age, duration of diabetes, BMI, retinopathy stages and cohort membership.
1 p-value and odds-ratios for absence of nephropathy versus incipient nephropathy and the minor allele in recessive mode for rs11646213 (AA
vs. Tx) and dominant model for rs3865188 (TT vs. xXA)
T p-value and odds-ratios for absence of nephropathy versus established or advanced nephropathy and the minor alele in recessive mode for
rs11646213 (AA vs. Tx) and dominant model for rs3865188 (TT vs. XA)
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Table 4. GENESIS-GENEDIAB pooled study: genotype frequencies by incidence of End Stage Renal Disease during follow-up

End Stage Renal Disease

Genotype Yes No HR (95% IC)* p*
rs11646213 N 49 601 1.96 (1.06 — 3.51) 0.03
TT 0.33 0.33
TA 0.33 0.48
AA 0.34 0.19
MAF 0.51 0.43
rs3865188 N 49 607 0.47 (0.27 — 0.84) 0.01
TT 0.51 0.32
TA 0.29 0.48
AA 0.20 0.20
MAF 0.35 0.44

Cox proportional hazards survival regressive model, adjusted for sex, age, duration of diabetes BMI,
retinopathy stages and cohort membership. MAF: minor allele frequency.
"Hazard ratio for the minor alelein arecessive model for rs11646213 and a dominant model for rs3865188
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Figure 1. Kaplan-Meier survival (ESRD event-free) curve during follow-up in the
GENESIS-GENEDIAB pooled cohorts by CDH13 rs11646213 and r s3865188 genotypes.
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Table 5. SURGENE study: genotype frequencies by incidence of renal eventsduring follow-up

Polymor phism Renal events at follow-up
SNP Yes(n=98) No(n=242) HR(95%IC)" p
rs11646213 TT 0.34 0.34 1.69 (1.01- o0.04
2.71)
TA 0.43 0.52
AA 0.23 0.14
MAF 0.45 0.40
rs3865188 TT 0.38 0.27 0.74 (0.55- 0.04
0.99)
TA 0.46 0.49
AA 0.16 0.24
MAF 0.39 0.49

Cox proportional hazards survival regressive model, adjusted for sex, age, duration of
diabetes, BMI and retinopathy stages. MAF: minor alele frequency.

*Hazard ratio for the minor alele in a recessive model for rs11646213 and in an
additive model.for rs3865188



Figure 2. Kaplan-Meier survival (renal event-free) curve during follow-up in the SURGENE cohort by CDH13 rs11646213 and

rs3865188 genotypes.
rs11646213 rs3865188
1.0 1 - T+ 1.0 L =TT
0,8 \ ) T i — AA 0.8 e _| . — A+
1 1 1 1 . ]
0,67 ' . o 0,67
|

0,44 0,4

0.2' 0‘2_

00 +—TrT—"——T—TT T T T T 00T T T T T T T T

2 4 6 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10 12 14 16
Time to Renal Event Time to Renal Event

Y-axis represents the absence of rena events defined as new cases of microabuminuria or
progression to a more severe stage of nephropathy.
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Données complémentaires :

Polymorphismes du géne de I’adiponectine (ADIPOQ) et néphropathie
danslediabete detype 1

Chez des sujets diabétiques de type 2 ainsi que chez des sujets diabétiques de type 1, les
polymorphismes du géne codant pour I’adiponectine, ADIPOQ, associés a des taux élevés
d’adiponectine, sont aussi associés a un risque augmenté de néphropathie [216,247]. Nous
avons éudié I’association des polymorphismes 11391G>A et 45T>G du géne de
I’adiponectine, ADIPOQ, avec la néphropathie dans une étude prospective chez des sujets
diabétiques de type 1 (GENESIS-GENEDIAB) ou les concentrations d’adiponectine sont
mesurées. Cette étude fait suite a une étude précédente du laboratoire dans une population de
sujets porteurs du diabéte de type 2, DIABHY CAR [216].

L’all¢le rare A du 11391G>A est associé a des concentrations d’adiponectine plus élevées
(p=0,0006). L’all¢le rare G de 45T>G montre une tendance pour une adiponectinémie plus
élevée, sans atteindre le seuil de significativité. Les aléles rares de 11391G>A (Odds-Ratio
(OR) 1,77 1C95% [1,16-2,73], p=0.008) et 45T>G (OR 1,43 [1,09-1,85], p=0,007) sont
associés ala prévalence de la néphropathie établie et/ou avancée. L’incidence d’un événement
rénal, défini par un nouveau cas de néphropathie diabétique ou la progression a un stade plus
avancé de la maadie, par génotype, est 24,2% (GG), 31,9% (GA), 0% (AA) pour le
11391G>A et 23,2% (TT), 24,2% (TG), 53,9% (GG) pour le 45T>G. Ceci suggere une
association positive de ’allele rare avec I’incidence d’un événement rénal. Le modele de Cox
ajusté confirme ces associations pour le 11391G>A (HR 1,79 [1,09-2,83], p=0,02) et le
45T>G (HR 1,41 [1,06-1,85], p=0,02). Le polymorphisme 45T>G est associé a I’incidence de
la maladie rénale terminale avec un HR 2,08 [1,33-3,20] (p=0,001). Le polymorphisme
11391G>A n’est pas significativement associé a 1’incidence de la maladie rénale terminale.
Les alleles mineurs sont associés aussi a une excrétion urinaire d’albumine plus élevée pour
1139G>A (p=0,001) et 45T>G (p=0,004). Aprés ajustement sur 1’adiponectinémie, ces
associations disparaissent, suggérant leur dépendance a la concentration d’adiponectine

circulante.

Nos résultats montrent que les alléles associés a une adiponectinémie plus élevée sont aussi
associés a un stade plus avance de la néphropathie diabétique dans le diabete de type 1. Ceci
est en faveur d’un role délétére de I’adiponectine plasmatique vis-a-Vis de la néphropathie

diabétique. Des associations similaires sont déja décrites dans le diabéte de type 2 [216].
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Dans ce travail, nous sommes partis de I’hypothése que la T-cadhérine, protéine membranaire
de liaison ou récepteur a 1’adiponectine, modulerait les effets métaboliques de celle-ci. Les
polymorphismes du gene de la T-cadhérine, CDH13, trés associés aux variations des
concentrations plasmatiques de 1’adiponectine seraient impliqués dans ce processus. De ce
fait, notre premiere hypothése proposait I’adiponectine circulante comme phénotype
intermédiaire entre les variations génétiques étudiées et le phénotype principal, les diabétes et

leurs complications, comme représenté dans le schéma.

T-cadhérine (Adiponectine] Diabetes et
(CDH13) P complications

Dans le diabete type 2, nos travaux montrent des associations de ces polymorphismes avec les
différents phénotypes de telle maniére que, lorsque I’adiponectine plasmatique est élevée, la
prévalence du diabéte de type 2, I'IMC et I’indice de stéatose hépatique sont plus bas. Ces
résultats vont dans le sens d’un effet protecteur de 1’adiponectine plasmatique, mais dans ce
genre d’étude, la causalité ne peut étre démontrée. Dans notre étude sur la néphropathie dans
le diabéte de type 1, les résultats du dosage d’adiponectine et des associations avec les
polymorphismes vont dans le sens ou une adiponectine plasmatique élevée est associée au

risque de néphropathie.

La mise en évidence d’une résistance a 1’adiponectine provoquée par I’absence de T-
cadhérine comme dans les souris T-cadhérine-KO nous pousse a émettre une deuxieme
hypothéese dans laquelle 1’utilisation de 1’adiponectine au niveau tissulaire, par I’intermédiaire
de la T-cadhérine, serait le facteur causal. Ceci nous améne a une différenciation entre
adiponectine plasmatique circulante et adiponectine tissulaire. Par exemple, puisque la T-
cadhérine n’est pas exprimée dans le foie, I’effet des polymorphismes de CDH13 & ce niveau
serait dépendant de 1’adiponectine circulante. Enfin on ne peut pas exclure I’hypothése d’un
effet indépendant de la T-cadhérine, non expliqué par les variations d’adiponectine circulante
ou son utilisation tissulaire. Bien qu’elle soit dépourvue de domaine intracellulaire, la T-
cadhérine participe a la signalisation cellulaire par liaison homophilique [251]. Des

microparticules détachées de la membrane plasmique d’une cellule transportent la T-
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cadhérine dans la circulation pour se lier & une T-cadhérine tissulaire par liaison
homophilique et transmettre I’information biologique d’une cellule a I’autre (homotypique ou

hétérotypique) [251]. Notre hypothéese initiale prend plutot |a forme représentée ci-dessous.

Adiponectine

plasmatique
Adiponectine
tissulaire
T-cadhérine Diabetes et

(CDH13) complications

Selon ce schéma, trois hypotheses sont proposées pour expliquer les associations
phénotypiques des polymorphismes de CDH13. Nos éudes montrent que ces relations
pourraient dépendre aussi du phénotype éudié. Les polymorphismes de CDH13 affecteraient
des voies métaboliques différentes selon le tissu et la maladie. Ceci a été montré dans des
modeles animaux. Dans ’asthme, par exemple, les souris T-cadhérine-KO ont moins de
réactions allergiques, parce que 1’adiponectine circulante agit sur des voies de signalisation
différentes de celle de la T-cadhérine [252]. Par ailleurs, dans le cceur, la T-cadhérine est

indispensable a 1’action cardioprotectrice de I’adiponectine tissulaire]188].

Nos résultats sur le diabéte de type 2 vont dans le sens d’un role bénéfique de 1’adiponectine
circulante sur la maladie. Cependant, quand 1’adiponectine circulante s’éléve, |I’adiponectine
utilisée au niveau tissulaire par I’intermeédiaire de la T-cadhérine diminuerait. Cela montre que
dans la résistance a I’insuline et le diabete de type 2, I’influence de 1’adiponectine circulante
est prépondérante, et pas celle utilisée par le tissu au niveau de la T-cadhérine, puisque toute
la littérature semble montrer que I’adiponectine plasmatique protége du diabéte de type 2
[228,253]. D’autre part, dans le diabéte de type 1, I’adiponectine plasmatique est corrélée
positivement a la néphropathie. De plus, une adiponectinémie élevée précede la survenue de
I’événement rénal, ce qui est en faveur d’un rapport de causalité et suggere un effet délétere
de [D’adiponectine plasmatique. Une hypothése alternative serait une résistance a
I’adiponectine (moins d’adiponectine captée et utilisée au niveau du tissu). Dans ce cas,
I’adiponectine serait auss bénéfique, et sa rareté au niveau tissulaire aboutirait au
développement de la maladie. L’association du variant de CDH13 avec une adiponectine

plasmatique diminuée et un risque diminué serait un argument en faveur d’un effet bénéfique
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de I’adiponectine tissulaire au niveau rénal. Cependant, les variants d’ADIPOQ, associés a
une ¢lévation d’adiponectine, mais par un effet transcriptionnel, augmentent le risque de
néphropathie. Ceci est un argument plutét en faveur d’un effet délétére de I’adiponectine
plasmatique. De plus, comme discuté ci-dessous, la relation des variants de CDH13 avec
I’adiponectine plasmatique pourrait étre modifiée par le diabéte de type 1. Le sens « vrai » de
leur relation avec 1’adiponectine du plasma pourrait étre une diminution des concentations
plasmatiques dans le cas de I’alléele mineur du rs11646213 et une augmentation pour le
rs3865188, comme observé dans la population générale D.E.S.I.R.. Dans ce cas, puisque
I’utilisation de I’adiponectine tissulaire varie en sens inverse de 1’adiponectine plasmatique,
I’utilisation de I’adiponectine au niveau tissulaire par 1’intermédiaire de la T-cadhérine serait

délétere.

Par ailleurs, nous émettons aussi I’hypothése d’un effet direct de la T-cadhérine, impliquée
dans la phase terminale du développement des podocytes [191], et indépendant de
I’adponectine. Cette hypothése est renforcée par ’association des variants de CDH13 avec
I’¢élimination urinaire d’albumine, symptome rénal étroitement li¢ a un développement
podocytaire déficient. Les effets des polymorphismes de CDH13 sur les différents phénotypes
disparaissent apres ajustement sur 1’adiponectine circulante. Ceci semble impliquerque les
associations observées dépendent de 1’adiponectinémie. En fait, la forte association de
I’adiponectinémie a ces phénotypes (diabete type 1, néphropathie) pourrait masguer un
éventuel effet indépendant de ces variants sur les phénotypes étudiés.

Contradictions

Nos résultats semblent présenter des contradictions. Tout d’abord, I’association d’un
polymorphisme de CDH13 avec 1’adiponectine plasmatique est inversée entre, d’une part, les
sujets diabétiques de type 1, et, d’autre part, la population générale et les diabétiques de type
2. L’adiponectine circulante est fortement associée positivement au diabete de type 1. Les
facteurs habituels de modification des concentrations d’adiponectine, comme 1’insuline
plasmatique, I’'IMC et le controle glycémique, n’influencent pas cette association [67]. Cet
effet inverse pourrait étre dii a I’insuline exogeéne dans le traitement du diabéte de type 1 qui
influence la sécrétion de 1’adiponectine du tissu adipeux. L’effet de I’insuline exogéne sur
I’adiponectinémie dans la vie courante chez les diabétiques de type 1 pourrait ére important,
compte tenu de doses répétées quotidiennement et de leur éat métabolique instable.

L’augmentation de I’adiponectine plasmatique sous I’effet du diabéte de type 1 pourrait
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dominer celui des polymorphismes de CDH13 (comme évoqué plus haut), et expliquer les
associ ations inverses observées entre les deux études.

Une interaction spécifique entre le gene CDH13 et |e diabéte de type 1 sur les méthylations de
I’ADN pourrait auss expliquer les différences entre les associations observées dans les
différentes cohortes étudiées. Comme nous ’avons déja évoqué, les polymorphismes étudiés
sont en déséquilibre de liaison avec d’autres SNPs affectant la méthylation, un facteur
influencant 1’expression du géne d’un coté, et la pathogenése de la maladie d’un autre [254].
La méthylation de I’ADN au niveau du promoteur du géne joue un réle important dans la
régulation de la transcription, souvent d’une maniére spécifique au tissu et a la maladie [255].
De telles associations sont décrites pour le promoteur du géne de I’insuline ou la méthylation
pourrait influencer différemment son réle dans la physiopathologie du diabéte de type 1 et du
diabéte de type 2 [256].Ainsi, 1’association inverse dans les 2 études entre variant CDH13 et
adiponectine pourrait étre due a des différences d’expression de CDH13 provoquées par des

meéthylations différentes sous 1’effet du diabéte de type 1.

Une autre discordance apparente dans nos résultats concerne les associations observées avec
la néphropathie diabétique chez les sujets diabétiques de type 1, mais non chez les diabétiques
de type 2. Une premiére explication est le plus grand nombre d’événements dans |les cohortes
de type 1 que dans la cohorte de diabétiques de type 2, ce qui est en faveur d’une meilleur
puissance statistique. Une autre possibilité concerne les caractéristiques des patients. En terme
de physiopathologie, les Iésions rénales sont identiques entre les diabétiques de type 1 et de
type 2. Mais dans nos cohortes, les sujets diabétiques de type 1 sont atteints depuis plus
longtemps et de ce fait, sont a un état plus avancé de la maladie. De plus, dans la cohorte
DIABHYCAR des patients de type 2, les patients sous insuline éaient exclus, donc les

patients les plus gravement atteints.
Per spectives

Dans notre étude d’association génétique par une approche gene-candidat, nous avons
sélectionné des polymorphismes localisés dans la région du promoteur du gene de la T-
cadhérine, associée aux variations des concentrations de 1’adiponectine et aux effets
métaboliques. D’autres polymorphismes au niveau d’autres régions du géne CDH13, obtenus
a partir de données de METABOCHIP dans 1’étude D.E.S.I.R. (données laboratoire CNRS-
UMRS8199, Philippe Froguel, communication personnelle) ne répliquaient pas nos

associations et celles publiées, confirmant I’intérét du promoteur de CDH13. De ce fait,
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d’autres polymorphismes au niveau du promoteur devraient étre étudiés de fagon a couvrir
toute la variabilité génétique a ce niveau. La région du promoteur de CDH13 est riche en Tlots
CpG, cibles de méthylation pouvant moduler I’effet du géne en affectant la transcription,
exemple, ce qui met en avant la nécessit¢ d’étudier cet aspect en relation avec les
polymorphismes étudiés en particulier, et la région du promoteur en général. L’expression du
gene CDH13 par dosage d’ARNm, en plus du dosage de T-cadhérine (en cours), en fonction
des polymorphismes, et en relation avec la concentration d’adiponectine circulante et les

phénotypes cliniques serait particulierement éclairante.

Une autre maniére d’explorer les mécanismes responsables de ces associations est de conduire
des études expérimental es dans des modél es animaux, murins par exemple. L’étude de 1’effet
de laT-cadhérine dans le rein chez la souris, dans un modéle d’ischémie-reperfusion rénale en
comparant des souris sauvages a des souris ou le gene de la T-cadhérine ou celui de
I’adiponectine sont invalidés, comme I’étude effectuée par Denzel et al. sur le cceur [188],
permettrait d’évaluer une relation de coopération éventuelle entre ces 2 protéines au niveau
rénal, et I’effet délétere ou bénéfique de cette relation. Ces résultats sur le rein pourraient étre
comparés avec les réultats des études sur le cceur afin de confirmer nos hypothéses. Les

résultats de ces études in vivo pourraient nous orienter vers de nouvelles cibles thérapeutiques.

Concernant les mécanismes en jeu, nous avons évoqué, dans 1’article concernant le diabéte de
type 2 et I'indice de stéatose hépatique, la relation entre I’adiponectine et la voie des
céramides. Dans le cadre d’une collaboration internationale, notre laboratoire participe a une
étude lipidomique axée sur les céramides dans le développement de I’intolérance au glucose
et du diabete de type 2. Ainsi nous pourrons étudier les relations entre CDH13, céramides et
dével oppement de laNASH et du diabete de type 2 dans la cohorte D.E.S.I.R.

Nous avons montré que les polymorphismes du géne de la T-cadhérine, associés aux
variations des concentrations plasmatiques d’adiponectine, sont aussi associés,
principalement, au diabete de type 2, a I'IMC et a la néphropathie diabétique. Ces
associations ne déemontrent pas un lien de causalité. Les éudes d'observation classique dans la
relation entre un facteur de risque et une maladie aboutissent parfois a des résultats
contradictoires, comme dans ce travail. Cela est d0 a des facteurs de confusion.
L’impossibilité de montrer la causalité a partir des résultats d'études d'observation classiques
empéche de savoir si un facteur de risgue specifique peut étre une cible appropriée pour les

traitements futurs. Une solution consiste a effectuer une analyse de randomisation
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mendélienne, qui utilise la variation génétique comme un marqueur de substitution pour le
facteur de risque [257]. L’établissement d’un modéle fiable et correct de randomisation
mendélienne requiert de prendre en compte d’abord la taille de I’échantillon étudié, ce qui
explique le fait que la plupart des études de randomisation mendélienne sont des méta-
analyses, puis le déséquilibre de liaison entre les variants, la fonction du gene, les problémes
de stratification des populations et les interactions gene-environnement [258]. Le diabéte de
type 2 est une maladie complexe constituant un fardeau économique et social considérable et
nous avons une compréhension relativement limitée de sa pathophysiol ogie sous-jacente. Des
études observationnelles ont mis en évidence un grand nombre de facteurs de risque de
diabéte de type 2, dont certains sont modifiables grace a I'intervention comportementale ou
pharmacologique. Déerminer lequel de ces facteurs de risque joue un réle causal dans le
développement de cette maladie est un défi. Des études de randomisation mendélienne
exploitent les données génétiques dans les études de population pour offrir de nouvelles
perspectives en répondant aux questions de causalité liées au diabéte de type 2 [259]. La
randomisation mendéienne ne peut étre utilisée que Sil existe une relation solide entre le
variant génétique et le facteur de risque, si le variant génétique n’est pas associé¢ a d'autres
facteurs qui confondent la relation entre le facteur de risque et la maladie et si ’effet du
variant génétique sur la maladie passe seulement par le facteur de risque, et non par d'autres
mécanismes biologiques. Dans 1’association avec la néphropathie diabétique, nous n’avons
pas pu appliquer 1a randomisation mendélienne parce que nous ne disposions pas des résultats
du dosage de la T-cadhérine, protéine codée par le gene étudié. Nous avons les dosages de
I’adiponectine circulante, fortement associée aux polymorphismes étudiés, mais n’est pas
directement codée par ce gene, ce qui constitue un handicap pour ce type d’analyse. En fait,
I’adiponectine, comme la T-cadhérine, pourrait constituer une cible thérapeutique. Nous
pensons que la voie métabolique associant I’adiponectine a la T-cadhérine pourrait ére une

voie d’intérét pour de futurs traitements pour le diabéte et/ou ses complications.

Larelation entre la T-cadhérine et 1’adiponectine pourrait étre étudiée dans d’autres contextes.
Dans une étude récente sur le role de 1’adiponectine dans la thermogenése [260], I'exposition
chronique au froid conduit a une production élevée d’adiponectine dans les adipocytes du
tissu adipeux blanc sous-cutané, qui se lie ensuite aux macrophages M2 dans le stroma
vasculaire. L’accumulation des macrophages M2 induite par une exposition chronique au
froid, I'activation des cellules beige et le programme thermogénique sont altérés dans le tissu

adipeux blanc sous-cutané des souris adiponectine-K O, mais ces déficiences sont annulées par
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I’administration d’adiponectine. L'adiponectine est recrutée a la surface cellulaire des
macrophages M2 par I'intermédiaire de son partenaire de liaison, la T-cadhérine, et favorise la
prolifération cellulaire par I'activation de la voie Akt, conduisant a 1’activation des cellules de
tissu adipeux brun [260]. Cette découverte présente 1’adiponectine comme une protéine clé
dans le phénomeéne de thermogenése. Le tissu adipeux brun est un dépbt de graisse spécialisé
dans la production de chaleur et I’augmentation de la dépense énergétique. L'expansion et/ou
I’activation du tissu adipeux brun entraine une augmentation des dépenses d'énergie et un
bilan énergétique négatif et limite le gain de poids chez les souris [261]. Le tissu adipeux brun
est aussi capable d'utiliser le glucose sanguin et de lipides et se traduit par une amélioration du
métabolisme du glucose et des lipides dans le sang indépendamment de la perte de poids
[261]. L’adipocyte beige, qui provient de I’évolution par activation thermogénique du tissu
adipeux blanc, est d'origine différente des adipocytes bruns classiques mais les deux partagent
une teneur élevée en mitochondries, une expression élevée d’UCPLl et une capacité
thermogeénique, une fois activé. L'activation du tissu adipeux brun est devenue une cible
thérapeutique attrayante pour le traitement de I'obésité et du syndrome métabolique. Les
thiazolidinediones, agonistes de PPARY, sont utilisés comme sensibilisateurs a 1’insuline dans
le traitement du diabéte de type 2. Les thiazolidinediones augmentent I’adiponectine et ont un
role dans I’expansion du tissu adipeux brun, mais présentent des effets indésirables
cardiovasculaires qui ont abouti a leur interdiction en France. La voie adiponectine-
Tcadhérine, activant le tissu adipeux brun, et cardioprotectrice, constituerait un substitut et/ou

un complément a ce traitement, pouvant éviter les complications cardiovasculaires.

L’adiponectine est une protéine trés attrayante d’un point de vue thérapeutique compte tenu
ces effets bénéfiques, particulierement dans les maladies métaboliques et cardiovasculaires.
C’est une protéine insulinosensibilisatrice, anti-athérogéne et anti-inflammatoire, exercant ces
effets principalement par les voies AMPK et PPAR. Plusieurs facteurs, dont les colts de
production, se sont opposés a sa production et a son utilisation en clinique. Cependant,
AdipoRon, un agoniste des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 de 1’adiponectine administré par
voie orale, a éé recemment utilisé [262]. Dans une étude d’ischémie/reperfusion cardiaque,
AdipoRon améliore la fonction cardiaque et diminue 1’apoptose des cardiomyocytes en phase
post-ischémique [263]. Cet agoniste agit aussi en I’absence d’adiponectine endogene, et
témoigne d’un effet, atténué cependant, en 1’absence d’AMPK. Cette derniére observation
indique que les effets bénéfiques passent aussi par d’autres voies métaboliques que I’AMPK.

Cet agoniste court-circuiterait donc le passage par la T-cadhérine montré par Denzel et al.
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[190]. En effet, chez les souris, la T-cadhérine, agissant comme co-récepteur, est
indispensable a 1’action cardioprotectrice de I’adiponectine a travers ses récepteurs AdipoR1
et AdipoR2, mais aussi pour 1’activation de la voie AMPK [188]. Des études supplémentaires
seront nécessaires pour tester si I’induction directe d’AdipoR1 et AdipoR2 ne masquerait pas
une partie de I’effet de I’adiponectine médié par la T-cadhérine, et mieux comprendre la place
de la voie adiponectine-Tcadhérine dans le traitement de maladies métaboliques et
cardiovasculaire. On pourrait imaginer une comparaison avec un agoniste de la T-cadhérine,
ou avec une molécule d’adiponectine s’associant sélectivement a la T-cadhérine. La voie T-
cadhérine-adiponectine pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement
du diabéte, mais une évaluation précise des effets bénéfiques et dél éteres liés a cette voie reste
indispensable, puisque nos résultats, comme ceux d’autres études [188,198,199,203,260]

montrent que des effets dans les deux directions peuvent étre observeés.

Aujourd’hui, il existe pour de nombreuses maladies comme le diabéte et ses complications,
une bibliographie riche, diverse et en expansion continue permettant 1’identification de genes
et de localisations chromosomiques d’intérét. Cette bibliographie inclue des études
d’association pangénomique (GWAYS), des approches géne-candidat et des recherches sur la
pathogenése de la maladie. Les GWAS permettent aux chercheurs d’avoir un panel large de
geénes et de régions génomiques a étudier d’une fagon approfondie. Nous nous sommes basés
sur des données de GWAS ou nous avons sélectionné des variants d’intéré potentiel au
niveau d’un géne cible afin de conduire une étude geéne-candidat. Le GWAS est un puissant
outil explorant de nouveaux loci impliqués dans des pathologies complexes, mais ne couvre
pas, dans le cas de maladies, tous les phénotypes potentiels, toutes les interactions gene-
environnement possibles ni tous les modéeles génétiques. De ce fait, la réplication de nos
résultats dans d’autres populations est essentielle [264]. L’identification des catégories
fonctionnelles de génes candidats dérivant des études GWAS peuvent aboutir a une meilleure
compréhension de leurs conséquences fonctionnelles et pourraient étre utiles pour
I’identification d’autres facteurs de risque génétiques de ces maladies [265]. L’analyse
séparée de ces facteurs de risque ou leur intégration dans notre modél e statistique nous amene
amieux comprendre les mécanismes de ces associations et rgjoutera une piéce dans le puzzle,
qu’est la maladie complexe multifactorielle, dans ’espoir de pouvoir un jour aboutir & une

image compl ete de ces pathologies.
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Annexes

Technigue et mise au point du dosage de la T-cadhérine

Matérid :

PBS Debulco, Plague « MSD Multiarray high bind » 96 puits, Blocker A et 3%, solution de
Cold capture antibody diluted in PBS, Tween20, eau MQ, R&D T-cadhérine recombinante,
MSD Diluent 2 et 3, solution MSD de « SulfoTag labeled Streptavidin », échantillons de

plasma des patients et de sujets sains.

Méthode :

Manipulation du jour 1 :

(1) Ajouter 30 pL de « anticorps de revétement + PBS » ou 30uL de PBS selon le plan de
dépdt (Figure 16).

(2) Laisser incuber toute la nuit 24°C sans agitation.
Manipulation du jour 2 :

(3) Eliminer le liquide contenu dans les plaques

(4) Laver 3 fois les plaques avec 150 uLL d’une solution PBS-Tween20

(5) Ajouter 150 uL/puits de blocking solution agité a 600 rpm pendant 2h a température
ambiante

(6) Laver 3foisles plagues avec 150 pL/puit

(7) Ajouter 30 pL/puits de recombinant T-cadhérine ainsi que les échantillons (plasmas)
ainsi que lagamme dans les puits correspondants puis agiter a 600 rpm pendant 1h30

(8) Laver les plagues 4 fois avec 150 uL/puit de PBS-T

(9) Ajouter 30 uL/puit d’une solution de Streptavidine sulfo-TAG et biotinylated detection
antibody, puis agité a 600 rpm pendant 1h

(10) Laver 3foisles plaques avec 150 uL/puit avec du PBS-Tween20

(11) Ajouter 150 pL/puit de read buffer

(12)Lireles plaques sur le MSD Sector Imager 2400
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Figure 16. Plan dela plaque de dosage dela T-cadhérine

Résultats :

Les résultats du premier dosage ELISA double sandwich sont représentés dans la Figure 17.
Le coefficient de corrélation de la gamme est de 0,998, la linéarité de la gamme est donc
validée. Cependant, le point O de la gamme indique une concentration a 16,3 ng/ml, ce qui
réduit la plage de détection. Les points rouges représentés sur la courbe correspondent aux
échantillons des patients et la plupart sont en dehors de la plage de détection. C’est pourquoi,

I’équipe a envisagé d’approfondir ce point en effectuant une mise au point de la gamme.

Suite a ces observations, plusieurs hypothéses ont été émises quant au decalage des
concentrations observées. La qualité du plasma utilisé pour la gamme est un facteur majeur de
variation dans cette expérience. Les facteurs de variation du plasma utilisé pour la gamme par
rapport aux échantillons sont d’une part un nombre de décongélations inférieur, et un
prélévement beaucoup plus récent.. Ce plasma est constitué par un pool de plusieurs plasmas
suppose étre exempt de T-cadhérine. Une gamme sans dilution dans le plasma devra étre

z

testee.
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Plot: TCAD
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Figure 17. Résultats de la premieére expérience de dosage de la T-cadhérine

D’autres sources d’erreurs, de nature technique, peuvent étre a I’origine de nos observations.
Le plasma pouvant ne pas étre suffisamment homogénéisé, des agrégats sont observés au fond
des puits, posant un probléme lors de la détection. De plus, les valeurs de lecture de nos
plagques indiquent que les puits des colonnes 6 et 9 montrent un signal significativement
inférieur a celui des colonnes voisines, 1’efficacité du laveur automatique peut influencer a ce
niveau.

Le service technique de I’entreprise MSD nous propose certaines modifications du protocole.
La modification de certains temps d’incubation et 1’ajustement des concentrations de plusieurs
anticorps. L’omission du plasma utilisé pour faire la gamme, dont la concentration en T-
cadhérine reste inconnue et pourrait étre a la base de I’erreur observée. L utilisation de plasma

dans lagamme sert areproduire les mémes conditions de traitement des échantillons.

Une mise au point de la gamme selon ces recommandations est effectuée en collaboration
avec la plateforme CYBIO de I’hopital Cochin. Ces recommandations comprenaient un

lavage manuel sans utilisation du laveur automatique, une modification de la concentration de
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I’anticorps primaire (1pg/ml et 5 ug/ml), une dilution de la T-cadhérine recombinante pour
les différents points de la gamme avec et sans plasma et deux concentrations différentes du
produits de marquage Streptavidine sulfo-TAG (0,5 pg/ml et 1 pg/ml). Le schéma de la plague

de mise au point effectuée est représenté dans la Figure 18.

/1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 50 50 50 50 50 50 50 50
r Y Y Y Y rrrrirry
D 625 625 625 625 6,25 6,25 6,25 6,25
E 3125 3125 3125 31250 :3125° (3,125) (3,125
f o i @ @ LRECE @ @ o 3k @ @
G : 50 25 12,5 6,25 3,125 0 50 25 12,5 6,25 3,125 )
H 50 25 12,5 6,25 3,125 0 50 25 12,5 6,25 3,125 0

Cotagea 1 ug/ml Echantillonsdans Diluant 2 (_ Streptavidinea 1 ug/ml

f_; Cotagea 5 ug/ml Dilution avec plasma et Diluant2 O Streptavidinea 0,5 pug/ml

Figure 18. Plan dela plaque de derniere mise au point

Résumé du protocole de la mise au point:

(1) Revétement du fond des puits
a  30uL par puit d’anticorps de revétement dilu¢ en PBS (1pg/mL et Spg/mL)
b. Incubation d’une nuit
(2) Bloquage
a. Laver 2foisavec 150uL de solution lavage (Tween 20 dans PBS a 0,05%)
b. 150uL par puit de solution de bloquage (Blocker A dans PBS a 5%)
c. Agitation 1h atempérature ambiante
(3) Ajout de la T-cadhérine recombinante
a. Laver 2foisavec 150uL de solution lavage (Tween 20 dans PBS a 0,05%)
b. 30uL par puit de la gamme avec des dilutions selon le schéma ci-dessus,

préparée dans Diluant 2 ou dans plasma pool é et Diluant 2
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c. Agitation 1h30 atempérature ambiante
(4) Ajout anticorps de détection
a. Laver 2foisavec 150uL de solution lavage (Tween 20 dans PBS & 0,05%)
b. 25uL par puit de I’anticorps de détection dans du Diluant 3 a 1ug/mL
c. Agitation 1h30 atempérature ambiante
(5) Ajout streptavidine SulfoTag
a. Laver 2foisavec 150uL de solution lavage (Tween 20 dans PBS & 0,05%)
b. 25uL par puit de Sreptavidine SulfoTag dans du Diluant 3 a 1ug/mL ou
0,5pug/mL
c. Agitation 45 minutes a température ambiante
(6) Lecture
a. Laver 2foisavec 150uL de solution lavage (Tween 20 dans PBS a 0,05%)
b. 150uL par puit de tampon de lecture dilué a moitié dans du H,O avec la

technique de pipetage inverse.

Les résultats de cette derniere mise au point sont illustrés dans les Figure 19Figure 20. Le
revétement des plaques a la concentration de 1pg/ml n’est pas suffisant pour la fixation de
I’antigéne puisque les courbes ont une allure plutét horizontale (Figure 19) (pas
d’augmentation du signal lumineux émis en fonction de I’augmentation de la concentration de
la gamme dans les puits). Avec un revétement a 5ug/ml (Figure 20), la concentration de
Streptavidine SulfoTag a 0,5ug/ml est suffisante par rapport au nombre d’antigeéne fixé, en
particulier dans le cas ou les dilutions de la gamme ont été faite avec du Diluent 2 seule, ou il

y asuperposition presque parfaite des deux courbes représentant ces cas.

Le plasma poolé de sujets sains utilisé n’est pas exempt de la protéine testée, puisque les
courbes des gammes effectuées dans du plasma sont au-dessus des courbes montrant la
gamme diluée directement dans la solution de dilution. De plus, les deux courbes représentant
les gammes effectuées dans le plasma sont paralléles a celles diluées dans le Diluent 2,
indiquant que I’utilisation du plasma dans la gamme n’est pas indispensable, méme si on dose

la T-cadhérine dans des microparticules.
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Figure 19. Résultat dela manipulation de mise au point de la gamme de T-cadhérine avec un coating a 1pg/ml
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coating a Spg'ml, SulfoTag a 0, 5pg'ml avec plasma
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Figure 20. Résultat de la manipulation de mise au point de la gamme de T-cadhérine avec un coating a 5ug/mi
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Article: Polymorphismes du gene ABCGS8 et maladie rénale chez des
patients diabétiques de type 2
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Accepted 9 March 2015 important role in intestinal sterol absorption and bile acid secretion. The aim of our study
was to assess the associations between two ABCGS8 coding polymorphisms, T400K and
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1. Introduction

The pathogenesis of diabetic nephropathy is complex and
involves many pathways leading to kidney damage, including
abnormalities in lipid metabolism [1,2]. Low cholesterol efflux
and cholesterol accumulation in the kidney have been shown
in different models of diabetic nephropathy [3-6]. Experimen-
tal evidence suggests that sterols, bile acids and their
receptors may play a role in the pathophysiology of diabetic
nephropathy [7,8]. Patients with end-stage renal disease have
high cholesterol absorption [9-11].

ATP-binding-cassette (ABC) transporters, particularly het-
erodimers formed by ABCG5 and ABCGGS, play a major role in
intestinal sterol absorption and bile acid secretion [12-14].
ABCG5 and ABCG8 promote the efflux of cholesterol and plant
sterols from the liver into the biliary tract and from the
intestinal wall into the intestinal lumen. They are the main
actors in the elimination of plant sterols. Mutations in genes
coding for these transporters cause sitosterolemia, a rare
autosomal recessive disorder characterized by high levels of
circulating phytosterol [15-17]. Frequent polymorphisms in
the ABCG5 and ABCGS8 genes have been associated with the
absorption of sterols, cholesterol synthesis, circulating lipid
levels and with a variety of clinical phenotypes, such as
biliary and cardiovascular diseases [18-26]. In particular, the
variants of ABCG8 D19H (rs11887534, G>C, exon 1) and ABCG8
T400K (rs4148217, C>A, exon 8) have been the most frequently
reported to be associated with phenotypic variability. They
have been strongly associated with lower absorption of
sterols including cholesterol, higher cholesterol synthesis
(higher levels of sterol precursors) [19-22], and a higher risk
of gallstone disease [23,24].

In the present investigation, we assessed associations of
D19H and T400K variants in the coding region of ABCG8 with
the incidence of severe kidney outcomes in the prospective
DIABHYCAR cohort of French type 2 diabetic patients [27-30].
Validation was performed in an independent population of
type 2 diabetic patients, the DIAB2NEPHROGENE study [28].

2. Methods
2.1. Primary cohort

The methodology and the results of the DIABHYCAR trial
have been reported elsewhere [27-30]. Participant character-
istics were: a diagnosis of type 2 diabetes, treatment with oral
antidiabetic drugs (insulin excluded), high urinary albumin
levels (76% micro-, 24% macro-albuminuric patients), age
>50 years and serum creatinine concentrations <150 pmol/l
(1.7 mg/dl). The trial was a four-year, double-blind, parallel
study. This trial showed no effect of low dose ramipril on the
incidence of renal events [27]. The French Caucasian partic-
ipants (3137 of the 4912 subjects) gave written informed
consent for enrollment in the genetic sub-study. The study
protocol was approved by the Angers University Hospital
Ethics Committee. Renal events were defined as a doubling of
serum creatinine concentration or end-stage renal disease
(defined as requirement for dialysis or kidney transplant).

An independent event committee blind to treatment group
and genotyping data was responsible for adjudication concerning
all the recorded events.

2.2. Validation population

DIAB2NEPHROGENE is a French multi-center case-control
study designed to assess the genetic determinants of diabetic
nephropathy in type 2 diabetes. This study, used for valida-
tion, has been previously described [28]. The population
comprised 2140 unrelated Caucasian patients. End-stage
renal disease was defined as requirement for dialysis or
kidney transplant. The design of this study was approved by
the Poitiers University Hospital Ethics Committee. All partic-
ipants in the study gave their written informed consent.

2.3. Polymorphism determination

Polymorphisms T400K (rs4148217, C>A, exon 8) and DI19H
(rs11887534, G>C, exon 1) were genotyped using the Kaspar
method (LGC Genomics, Hoddesdon, UK). The genotyping success
rate was >98%. Genotyping was repeated in 5% of participants with
100% concordance. The genotypes for the ABCG8 polymorphisms
were in Hardy-Weinberg equilibrium in both populations.

2.4, Statistics

The associations between clinical status (incident renal event
or end-stage renal disease) and continuous variables at baseline
were tested by Student’s t-test. A x> test was used for
categorical variables. Variables with a skewed distribution
(serum creatinine concentrations, eGFR, urinary albumin ex-
cretion, serum triglyceride concentrations, CRP) were log-
transformed before analysis. A x? test was used to determine
whether genotype distributions were in Hardy-Weinberg equi-
librium. The relationship between ABCGS8 polymorphisms and
renal disease was first assessed by x? tests. We assessed the
effects of polymorphisms on the incidence of renal events (in
the prospective study DIABHYCAR), by carrying out survival
analyses, using Cox proportional hazard ratio models to adjust
for covariates. In the case-control study DIAB2NEPHROGENE,
the associations were assessed by logistic regression analyses.
Hazard ratios (HR) or odds ratios (OR), respectively, with their
95% confidence intervals (CI) were computed in these analyses
for the minor allele in an additive model unless otherwise
stated. A competing-risks regression analysis was also per-
formed to address the issue of survival bias. All calculations
were performed with SYSTAT 13 for Windows (Systat Software,
San Jose, CA), except the competing risk analysis (Stata
Software, StataCorp LP, College Station, TX).

3. Results
3.1. Primary cohort

In DIABHYCAR, 75 renal events (66 doublings of serum creatinine
concentration and 9 cases of end-stage renal failure) occurred in
genotyped patients during the study. The characteristics of partic-
ipants at baseline according to the incidence of renal events during
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follow-up are shown in Table 1. The genotypes were not significantly
associated with any of the baseline characteristics of the patients,
except a trend for an association between T400K and eGFR, the K
allele being associated with a lower rate (€GFR in ml/mn/1.73 m*
817 (65.4-102.5), 81.1 (63.8-101.5) and 77.8 (63.6-96.7) for the TT, TK
and KK genotypes, respectively, P = 0.08). The 400K allele was
significantly associated with a higher risk of a renal event (Table 2)
(incidence per 100 patient-years: 0.33, 0.51 and 0.95 for the TT, TK
and KK genotypes, respectively). This effect remained significant
after multiple adjustment (for sex, age, BMI, TG, total and HDL
cholesterol, CRP, HbAlc, glycemia, diabetes duration, and prior
myocardial infarction, P = 0.003), but to a lesser extent (P = 0.03) after
further adjustment for the baseline values of renal function
parameters, albuminuria and eGFR. The competing risk with
cardiovascular mortality or total mortality did not change the
association result (data not shown). No significant association was
found between the D19H polymorphism and the incidence of renal
events (Table 2).

3.2. Validation population

In order to validate our findings, we tested the ABCG8 T400K
polymorphism in the DIAB2NEPHROGENE population. The char-
acteristics of participants according to the presence of end-stage
renal disease are shown in Table 3. The 400K allele was associated
with a higher prevalence of end-stage renal disease (Table 4).

4, Discussion

Our results in the DIABHYCAR cohort of patients with type 2
diabetes and micro- or macroalbuminuria show that the 400K

allele of the ABCGS8 gene is associated with a higher risk of
renal events during a 4-year follow-up period. In another
population of type 2 diabetic patients, DIAB2NEPHROGENE,
we have found that the same allele was associated with
a higher prevalence of end-stage renal disease. To our
knowledge, this locus has not been identified in other genetic
studies of diabetic nephropathy.

ABCG8 plays a major role in cholesterol metabolism and
cellular cholesterol efflux. Abnormalities in lipid metabolism
in the diabetic kidney contribute to diabetic nephropathy, in
particular cholesterol accumulation and ABCA1 downregula-
tion [3,4]. A series of experiments recently showed that
impaired reverse cholesterol transport is a characteristic of
clinical and experimental diabetic kidney disease and nega-
tively influences podocyte function [5]. Induction of choles-
terol efflux with cyclodextrin prevented podocyte injury
observed in vitro after exposure to patient sera [5]. ABCG8
expression in podocytes has not been described; nevertheless,
ABCGS and ABCG8 mRNA were slightly expressed in remnant
kidneys of 5/6 nephrectomized rats [31]. The latter experi-
ment induced enhanced hepatic expression of ABCG5/G8
transporters, which indicates a close relationship between
kidney function and expression of these transporters. This
association might explain the increased incidence of gall-
stones observed in patients with chronic kidney disease. In
this regard, it might be observed that the 400K variant has
been associated with a higher risk of gallstone disease [24].

One of the possible links of ABCG5/G8 with diabetic
nephropathy may be the association of their activity with
lipid levels. In ABCG5/G8 deficient mice, an impairment in
triglyceride metabolism has been shown [32]. The 400K allele
has been associated with an increased ABCG8 activity and has

Table 1 - Baseline characteristics of the genotyped French participants in the DIABHYCAR genetic substudy, as a function of

the incidence of renal events.

Incident renal event

Characteristic All (n = 3096) With (n = 75) Without (n = 3021) p?
Women (%) 26.9 24.0 27.0 0.56
Age (years) 65.6 + 8.3 67.1+75 65.6 + 8.3 0.14
BMI (kg/m?) 29.4 + 4.6 286 +5.3 294 + 4.6 0.12
Current smoking (%) 14.4 20.0 14.3 0.16
Prior myocardial infarction (%) 5.4 12.0 5.3 0.01
Diabetes duration (years) 105+7.7 12.7 £ 8.6 104 +7.7 0.01
HbA1lc (%) 7.87 +1.77 8.44 + 2.15 7.85 = 1.75 0.004
Total cholesterol (mmol/l) 5.79 = 1.07 5.91 + 1.15 5.79 + 1.07 0.33
LDL-C (mmol/l) 3.53 + 0.88 3.49 + 1.06 3.53 +0.88 0.77
HDL-C (mmol/l) 1.32 + 0.36 1.21 +0.35 1.32 +0.35 0.008
Triglyceride (mmol/l)® 1.83 (1.31-2.67) 2.56 (1.67-3.28) 1.81 (1.30-2.64) <0.001
SBP (mm Hg) 144.3 + 13.2 146.5 + 11.8 144.2 + 13.2 0.13
DBP (mm Hg) 81.6 + 8.1 82.5+7.5 81.6 + 8.1 0.34
UAE (mg/1)® 75.5 (40.0-183.3) 512.0 (128.4-1122.8) 74.0 (39.5-173.6) <0.001
Serum creatinine (pmol/l)® 88.4 (75.1-100.8) 97.2 (87.0-115.6) 88.4 (75.1-99.9) <0.001
eGFR (ml/mn/1.73 m?%® 81.3 (64.6-101.9) 67.3 (53.0-86.0) 81.7 (65.3-102.5) <0.001
CRP (mg/l)® 3.10 (1.50-6.80) 4.00 (2.10-8.90) 3.10 (1.50-6.80) 0.006

Data are means + SD, %, or medians (interquartile range). SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; UAE: urinary albumin

excretion; CRP, C-reactive protein.

@ P values for the differences in each characteristic between the groups with and without renal events. P values were obtained using two-tailed

t-tests or x? tests, as appropriate.

b Skewed data were log-transformed before analysis.
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Table 2 - ABCG8 polymorphism genotype frequencies according to incident renal events in DIABHYCAR.

Polymorphism  Renal event

Statistics

Without, n (%) With, n (%)

Incidence, %

P x? unadjusted Hazard ratio (95% CI)
Model 1

Model 22

T400K (C>A)

TT 1948 (64.9) 39 (52.0) 2.0
TK 953 (31.8) 30 (40.0) 3.1
KK 100 (3.3) 6 (8.0) 5.7
MAF 0.192 0.280
D19H (G>C)
DD 2,615 (87.2) 69 (93.2) 26
DH 372 (12.4) 5 (6.8) 13
HH 11 (0.4) 0 (0) 0.0
MAF 0.066 0.034

2 df: 0.018
Additive: 0.007
Dominant (CA + AA vs CC): 0.022

1.75 (1.20-2.56), P = 0.003
1.52 (1.05-2.21), P = 0.03

2 df: 0.29
Additive: 0.13
Dominant (GC + CC vs GG): 0.14

0.53 (0.21-1.31), P = 0.16
0.53 (0.21-1.33), P = 0.18

MAF: minor allele frequency.

# Cox regression analysis for the additive model, model 1: adjustment for sex, age, BMI, TG, total and HDL cholesterol, CRP, HbAlc, glycemia,
diabetes duration, and prior myocardial infarction; model 2: idem + eGFR, UAE, SBP, DBP at baseline.

also been shown to lower triglycerides and increase VLDL to
LDL-ApoB conversion in overweight men [33]. Nevertheless,
we did not find any association with lipid levels in our study.

Another hypothesis is an interaction with Liver X Receptor
(LXR) on kidney function. LXRs « and p are nuclear hormone
receptors that are widely expressed in the kidney. LXRs promote
cholesterol efflux from cells and regulate transcription of a
number of genes involved in cholesterol homeostasis including
the transporters ABCA1, ABCG1, ABCG5/GS, as well as apolipo-
protein E and SREBP1c [34,35]. Conversely, plasma plant sterols,
which are modulated by ABCG/GS8, activate LXRs [36]. It has
recently been shown that LXRs were necessary to preserve
glomerular integrity in both normoglycemic and diabetic mice [8].
The 400K allele is associated with lower plasma plant sterol levels

[19,21]. This could lead to a lower activation of LXRs, therefore
increasing the risk of glomerular dysfunction. Unfortunately, we
could not measure plasma plant sterols in our study. Another
nuclear receptor, the farnesoid X receptor (FXR) has been shown
to play a critical role in the development of diabetic nephropathy
in streptozotocin treated mice [7]. Since FXR is a bile acid receptor,
it might interact with ABCG8 involved in bile acid secretion.

The D19H polymorphism was not significantly associated
with renal disease in our study, although its effects on plasma
plant sterols and bile acid secretion seem of greater magnitude than
those of T400K [22]. There may be a lack of statistical power, but the
trends for the two variants seem opposite. Therefore, the 400K
variant may be linked to a different modification of the protein
function than the 19H variant. In this respect, these polymorphisms

Table 3 - Baseline characteristics of the genotyped French participants in the DIAB2NEPHROGENE study, as a function of the

presence of end-stage renal disease ®.

End-stage renal disease

Characteristic All (n = 2140) With (n = 53) Without (n = 2087) p?
Women (%) B985 47.2 39.1 0.04
Age (years) 65.3 + 10.0 69.5 + 7.9 65.2 + 10.1 0.002
BMI (kg/m?) 312 £5.9 28.6 + 5.1 31259 0.002
Current smoking (%) 11.2 5.7 11.4 0.37
Prior myocardial infarction (%) 14.6 22.6 144 0.10
Diabetes duration (years) 16.2 £ 9.9 20.1 £ 8.0 16.1 = 10.0 0.004
HbA1lc (%) 7.81 +1.55 6.91 + 1.35 7.83 £ 1.55 <0.001
Total cholesterol (mmol/l) 479 + 1.15 4.69 + 1.36 4.80 + 1.15 0.52
SBP (mm Hg) 136.4 + 19.4 141.8 + 23.3 136.3 + 19.3 0.04
DBP (mm Hg) 74.0 + 11.1 70.3 +11.9 741+ 111 0.02
UAE (mg/l) ° 27.0 (8.4-142.5) 415.0 (120.3-768.5) 26.0 (8.0-135.0) <0.001
eGFR (ml/mn/1.73 m?)® 81.7 (57.6-109.5) 12.3 (9.2-22.0) 83.2 (59.6-110.4) <0.001

Data are means + SD, %, or medians (interquartile range). SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; UAE: urinary albumin
excretion.

& P values for the differences in each characteristic between the groups with and without renal events. P values were obtained using two-tailed
t-tests or XZ tests, as appropriate.

® Skewed data were log-transformed before analysis.
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Table 4 - ABCG8 T400K (C>A) polymorphism genotype frequencies according to end-stage renal disease prevalence in

DIAB2NEPHROGENE.

T400K End-stage renal disease Statistics
C>A : : : :
(CA4) Without, n (%) With, n (%) Prevalence, % P x? unadjusted 0dds ratio (95% CI)?
TT 1366 (65.5) 26 (49.1) 1.9 2 df: 0.028; additive: 0.05 Additive model 1
Dominant (CA + AA vs CC): 0.015 1.54 (0.99-2.38), P = 0.055
Additive model 2
1.63 (1.05-2.54), P = 0.03
TK 627 (30.0) 25 (47.2) 3.8
KK 94 (4.5) 2(3.8) 2.1
MAF 0.195 0.273

Dominant model 1
2.01 (1.15-3.54), P = 0.015
Dominant model 2
2.22 (1.25-3.94), P = 0.007

MAF: minor allele frequency.

# Logistic regression analysis, model 1: adjusted for sex, age, BMI, total cholesterol, HbAlc, diabetes duration and prior myocardial infarction.

Model 2: idem + SBP, DBP.

have been associated with vascular diseases in subjects with familial
hypercholesterolemia, but in opposite directions [25].

The key strength of the DIABHYCAR study is its prospective
follow-up design, with assessment of the studied events as part
of a clinical trial. However, this study is subject to several
limitations. The participants in the DIABHYCAR study had type 2
diabetes with albuminuria. Therefore, the findings of this study
may not be generally applicable to non-albuminuric diabetic
patients or to non-diabetic subjects. Its statistical power for the
detection of significant associations with end-stage renal disease
was limited by the small number of incident cases. Nevertheless,
the association of ABCG8 T400K polymorphism with renal
disease was validated in the DIAB2NEPHROGENE population
of patients with type 2 diabetes. In DIAB2NEPHROGENE, the
duration of diabetes was 16 years on average vs. only 10 years in
DIABHYCAR, which may explain how we were able to demonstrate
an association with end-stage renal disease. In DIAB2NEPHROGENE,
the number of events was lower than in DIABHYCAR, which might
explain why the additive model appeared less significant than in
DIABHYCAR. Mortality is high in patients with type 2 diabetes and
most patients die before they develop end-stage renal disease. In the
DIABHYCAR study, all the patients had micro/macroalbuminuria
and thus, even higher risk of mortality. In addition, the studied
polymorphisms are related to cardiovascular risk. Therefore, the
association found with renal events might be due to a survival
bias since the cases might include an excess of subjects who did
not die of a cardiovascular event [37]. We performed a competing
risk analysis yielding negative results, allowing us to reject this
survival bias hypothesis.

In conclusion, a polymorphism of the sterol transporter
ABCGS8 has been associated with the incidence of new renal
events and with prevalence of end-stage renal disease in type 2
diabetic patients. This result confirms the importance of sterol
transport in kidney function. Further studies are needed to
clarify the role of this transporter in renal pathophysiology.
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Résumé

La T-cadhérine est un récepteur de I’adiponectine, protéine impliquée dans la physiopathologie du
diabéte. Dans les études d’association pangénomiques, les polymorphismes du géne de la T-cadhérine
(CDH13) sont associés aux variations de concentrations d’adiponectine. Le but de notre étude est
d’approfondir les relations entre les polymorphismes de CDH13, 1’adiponectine circulante, et le risque
de diabéte et de ses complications. Nous avons sélectionné deux polymorphismes du géne CDH13.
Les génotypages ont été effectués dans plusieurs cohortes : D.E.S.I.R., issue de la population générale
francaise, DIABHY CAR, cohorte de sujets atteints du diabéte de type 2, et trois cohortes de patients
diabétiques de type 1, GENESIS, GENEDIAB et SURGENE. Dans la population générae, les
polymorphismes de CDH13 sont associés a 1’indice de masse corporelle, a ’'HbAlc, au Fatty Liver
Index, indice de stéatose hépatique, et aux concentrations plasmatiques d’adiponectine. Dans une
étude cas-contréle entre D.E.S.I.R. e¢ DIABHY CAR, les polymorphismes sont associés au risque de
diabéte de type 2. Ces associations pourraient étre dues aux effets bénéfiques de 1’adiponectine. Dans
les cohortes de sujets diabétiques de type 1, GENESIS et GENEDIAB, nous avons observé des
associations entre les polymorphismes de CDH13, la prévalence et I’incidence de la néphropathie.
L’analyse dans 1’étude prospective SURGENE confirme ces associations. Le sens des relations
observées dans cette étude est en faveur d’un role délétere de I’adiponectine dans la néphropathie
diabétique. En conclusion, les associations observées pourraient s’expliquer par des variations
d’adiponectinémie et suggérer un lien de causalité.

Mots-clé : adiponectine, diabéte de type 1, diabéte de type 2, études d’associations, polymorphismes
génétiques, néphropathie, stéatose hépatique non alcoolique, T-cadhérine.

Abstract

T-cadherin is areceptor of adiponectin, a protein involved in the pathophysiology of diabetes.
In genome-wide association studies, T-cadherin gene (CDH13) polymorphisms are associated
with adiponectin concentrations. The aim of our study was to deepen the relationship between
polymorphisms of CDH13, plasma adiponectin, and the risk of diabetes and its complications.
We selected two polymorphisms in CDH13. Genotyping was performed in D.E.S.I.R., cohort
drawn from the French general population, DIABHY CAR (subjects with type 2 diabetes) and
three cohorts of patients with type 1 diabetes, GENESIS, GENEDIAB and SURGENE. In the
genera population, CDH13 polymorphisms were associated with body mass index, HbA1c,
Fatty Liver Index, an index of hepatic steatosis, and plasma adiponectin. In a case-control
study between D.E.S.I.R. and DIABHY CAR, polymorphisms were associated with the risk of
type 2 diabetes. These associations with clinical phenotypes could be due to the beneficial
effects of adiponectin. In subjects with type 1 diabetes from GENESIS and GENEDIAB, we
observed associations between polymorphisms of CDH13 and the prevalence and the
incidence of kidney disease. The anaysis in the SURGENE prospective study confirmed
these associations. The direction of the relationships observed in this study is in favor of a
deleterious role of adiponectin in diabetic nephropathy. In conclusion, these associations may
be explained by variations in adiponectin and suggest a causal relationship.

Keywords: adiponectin, association studies, diabetic nephropathy, genetic polymorphisms, non-
alcoholic steatohepatitis, type 1 diabetes, type 2 diabetes, T-cadherin



