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RÉsUMÉ BREF 

La présente thèse porte sur les associations entre l'obésité ainsi que la distribution régionale du 

tissu adipeux (TA), et ses complications métaboliques tant en période de jeûne qu'en période post- 

prandiale de même qu'avec les concentrations plasmatiques de leptine. Les résultats indiquent que 

de faibles concentrations de HDL-cholestérol sont plus étroitement liées au syndrome 

plurimétabolique des niveaux réduits d'apolipoprotéine A-1. L'accumulation importante de TA 

viscérai est associée à la détérioration de la tolérance aux lipides, et la différence sexuelle dans 

I'accumulation de TA viscéral semble être impliquée dans la lipémie post-prandiale de plus 

grande amplitude chez l'homme que chez la femme. Par ailleurs, les femmes affichent des 

concentrations plasmatiques de leptine plus élevées que les hommes, et ce, indépendamment du 

degré d'adiposité généralement plus important chez la femme. Les niveaux plasmatiques 

d'androgènes chez l'homme ne semblent pas expliquer la concentration faible de ieptine. 

Cependant, la taille adipocytaire moyenne plus élevée chez la femme semble favoriser une 

production plus importante de leptine par le TA. Bien que fortement associée à l'adiposité, la 

leptinémie n'est pas un facteur de risque indépendant pour la cardiopathie ischémique. 
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RÉsUMÉ LONG 

La distribution du tissu adipeux (TA) est une variable critique dans la détérioration métabolique 

associée à l'obésité. En effet, une accumulation excessive de TA viscéral est associée à un état 

dyslipidérnique et à des altérations du métabolisme du glucose et de l'insuline. La présente thèse 

de doctorat a donc porté sur la détérioration métabolique de l'obésité viscérale en période de jeûne 

de même qu'en période post-prandiale. Les résultats de la présente thèse démontrent que les 

niveaux réduits de KDL-cholestérol, contrairement aux concentrations faibles d'apolipoprotéine 

A-1, sont plus précis dans l'identification des sujets affichant les caractéristiques du syndrome 

plurimétabolique. Les résultats de cette thèse démontrent également que la détérioration 

métabolique retrouvée dans l'obésité viscérale s'étend au métabolisme des triglycérides en 

période post-prandiale, De plus, l'accumulation plus importante de TA viscéral chez l'homme 

pourrait être à l'origine de la différence sexuelle notée dans l'amplitude de la lipémie post- 

prandiale chez l'humain. Par ailleurs, bien que la leptine soit fortement associée à I'adiposité chez 

l'humain, elle ne semble pas avoir de lien avec la distribution du TA ni même avec la 

détérioration métabolique fréquemment observée chez les individus obèses. Les femmes sont 

caractérisées par des concentrations plasmatiques plus élevées de leptine que les hommes et ce, 

indépendamment du degré d'adiposité. Les niveaux d'androgènes ne semblent pas associés à la 

leptinémie chez l'homme, mais les résultats obtenus dans cette thèse indiquent que la taille 

adipocytaire moyenne plus grande chez la femme contribuerait à augmenter la production de 

leptine par le tissu adipeux et a expliquer, du moins en partie, le dimorphisme sexuel noté dans la 

leptinémie chez l'humain. L'obésité est associée à un risque accru de maladies cardio-vasculaires 

et à l'élévation des concentrations plasmatiques de leptine. Cependant, les résultats émanant de la 

présente thèse indiquent que la concentration de leptine n'est pas un facteur de risque indépendant 

pour le développement de la cardiopathie ischémique chez l'homme. 



5 

AVANT-PROPOS 

La réalisation des travaux présentés dans cette thèse n'aurait pu être possible sans l'appui, 

l'encadrement, la confiance7 l'encouragement et l'aide d'un grand nombre de personnes. Tout 

d'abord, je tiens à souligner l'importance du soutien financier qui me fut accordé par le fonds pour 

la formation de chercheurs et l'aide à la recherche (FCAR). La poursuite de mes dtudes doctoraIes 

n'aurait pas été possible sans l'apport financier essentiel de cet organisme. Je tiens également B 

remercier l'université Laval de m'avoir donner la possibilité de faire ces études en o h t  le 

programme de PbD. dans le domaine choisi. Je souhaite que, malgré toutes les wupures 

budgétaires des années passées et funaes, ce genre de programme tant académique que boursier 

demeurent afm que d'autres dtudiants puissent en profiter. 

Je tiens à remercier mon directeur de thèse le Docteur Jean-Pierre Després qui m'a accueilli 

au sein de son équipe à un moment d'incertitude dans ma vie. Par la confiance qu'il a su placer en 

moi, sa grande expertise, de même que la motivation qu'il a su me communiquer tout au long de 

mes études de maîtrise et de doctorat, il m'a rassuré et convaincu que ce choix de carrière est 

vraiment le meilleur que je puisse faire. Je me considère également privilégié de pouvoir le 

compter au nombre de mes amis. Je tiens donc à lui exprimer toute ma gratitude. 

Je remercie également les Docteurs Nathdie Bergeron, Gary F. Lewis et Pascale Mauriège 

qui ont si gentiment accepté de faire partie du jury de cette thèse tout en me faisant ~'homeur de 

donner de leur temps précieux à l'évaluation du travail effectué au cours de ces trois dernières 

années. Je remercie tout autant les nombreux collaborateurs et coauteurs des différentes 

publications prkentées dans cette thèse. Merci donc au Docteurs Alain Bélanger, Jean Bergeron, 



6 

Nathalie Bergeron. Claude Bouchard, Bemard Cantin, Gilles R Dagenais, Femand Labne, Benoît 

Lamarche, Paul-J. Lupien, Pascale Mauriège, Sital Moo jani, André Nadeau, Denis Prud'homme, 

André Tchernof et Ange10 Tremblay ainsi que Pascal Imbeault M.Sc. pour leur aide et leurs 

conseils lors de la rédaction des différents manuscrits. Merci très spécial aux Docteurs Paul-J. 

Lupien et Sitai Mwrjani d'avoir mis sur pied le centre de recherche sur les maladies lipidiques 

(CRML). Le savoir qu'ils ont su transmettre aux membres présents du CRML et leur sagesse 

seront pour toujours source d'inspiratio~ 

Un merci spécial à Louise Carrier dont la présence et la compétence furent essentieiles à 

tous les points de vue. Je remercie mes collègues de la première heure, les Docteurs André 

Tchemof, Benoît Lamarche, Simone Lemieux et MarieClaude Vohl pour leur amitié, l'aide et les 

discussions enrichissantes que j'ai pu avoir avec eux. De même, je remercie Isabelle Lerniew, 

Marie Lesage, Geneviève Leroux, Agnès Pascot, et Jonny St-Amand. Je tiens également a 

souligner la contribution des membres du laboratoire des sciences de I'activité physique 

(LABSAP) de 1'UNversite Laval, et ceux des différents groupes de recherche et de la clinique du 

CRML. Merci à tous les sujets ayant participé aux différentes études, sans eux le travail n'aurait 

pas été possible. 

Je voudrais également remercier mes beaux-parents Simone et René, mon Mre Philippe, 

ma soeur Anne-Marie, leurs conjoints Geneviève et Michel ainsi que ma grand-mère, tous des 

gens pour qui j'ai la plus grande admiration. Je remercie sincèrement mes parents Claire et Gaston 

d'avoir cm un jour que le monde avait besoin d'un petit garçon de plus, et qui aujourd'hui leur en 

est plus que reconnaissant. Merci beaucoup à vous tous de me donner la vie que j'ai. 



7 

Finalement, je tiens à remercier Chantal qui, au cours des dernières années, a su prendre 

des rôles d'épouse, d'amie, de confidente, de conseiiière et qui sait m'inspirer lors des moments 

les plus joyeux et ceux plus sombres. Son support a été d'une grande importance dans la réussite 

de ce projet. Je tiens donc à lui réitérer toute ma gratitude et mon amour. Merci beaucoup, je 

t'aime! 



TABLE DES MATIÈRES 

Résumé bref ............... ........a..............H....H..................... ".......-................WC.....œ................ 

.................................................................................................................. Résumé long 

. . Table des mafieres., ..................n...........œ...............................o.............w.-........................ 

CHAPITRE 1: Introduction générala . . ~ . . ~ ~ . ~ ~ ~ . b ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ . " ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ a ~ ~ ~ ~ o  .................... 

CHAPITRE 3: Métabolisme des lipoprotéines en p6riode post-pmdialc ,, ............. 
.. 3.1 Classincation des lipoprotemes .................................................................................. 

.. 3 -2 Métabolisme des lipoproteines ................................. .... ........................................ 
3 -3 Mesure des concentrations de Lipoprotéines en période pst-prandide ............. .... .. 
3 -4 Effet de l'hypertriglycéridémie et de I'hypoalphalipoprot~inémie à jeun . . .  sur la Iipemie post.prandiale ..................................................................................... 
3 -5 Effet du diabète non-insulino-dépendant (type II) sur la lipémie p~st~prandiaie ......... 
3.6 Effet de l'obésité et de la distribution du tissu adipeux sur la iipdmie post.praudiale . 
3.7 Autres facteurs influençant la tolérance aux lipides alimentaires ................ .... ........ 

CHAPITRE 4: Le produit du gène obèse (ob): La leptine ........................................... 
.................................................................................................................... 4.1 Historique 

4.2 Découverte de la leptine ............................................................................................... 
4.3 Caractéristiques et mécanismes d'action de la leptine ........................ .. ................... 
4.4 Régulation de l'expression du gène ob et de la sécrétion de leptine 

par le tissu adipeux ............................. .... ..................................................................... 
4.5 Autres fonctions physiologiques potentielles de la leptine ......................... .. ........... 



CHAPITRE 6: Métabolisme postprandiai des lipoprotéines riches en 
triglycdrides: Effet de I'accumuiation de graisse visdirie chez I'ho~une. .,.,.....-... 
CHAPITRE 7: Dinerence sexuelle dans la lip6mie post-prrindiale: Importance 
de I'accumulation de tissu adipeux WcérnL ~.~...,...,,.œoe...........YUI-......e...-......o... 

CHAPITRE 9: Associations entre les concentrations plasmatiques de leptine, 
d'hormones stéroïdiennes et de la giobuüne de liaison des stéroid- ........................ 
(SHBG) chez l'homme 

CHAPITRE 10: L'hyperleptinémie est plus étroitement iiée à l'hypertrophie des 
cellules adipeuses qu'à l'hyperplasie du tissu adipe u~...~.......,.....-~........................ 

CHAPITRE 11: La leptinémie n'est pas un facteur de risque de cardiopathie 
ischémique chez l'homme: Résultats prospectifb de l'Étude Cardio-vasculaire 
de Québec ............................................................................ ......... 
CHAPITRE 12: Conclusions et perspectives d'étndes........... ..........H........................... 



m g  ûü abésité. distribution du tissu adipeux et canplications 
Oooeu 

métaboliques: Associations avec le produit du gène ob 

et le métabolisme des lipoprotéines en période pst- 
- 

prandiale. 1) 

Plasma HDL-cholesterol but not apo A - I  is a good correlate of the 
visceral obeçity -insulin resis tance dyslipidgnic syndrane 

Denis Prud'hme 

" Claude Bouchard 

L 
Sital  Moo j a n i  

André Nadeau 

Paul J. Lupien 

Jean-Pierre Després 

20-04-98 

20-04-98 * 

20-04-98 

20-04-98 

20 -04 -98 

Décédé 



-Da Charles Couillard 

ûü Obésité. distribution du tissu adipeux et ccnplications 
OU De CA 

métabo-es: Associations avec le produit du gène ob 

et le métabolisme des lipoprotéines en période post- 

prandiale. 

p . ~ p i i l r n t . y . ) ~ a b ~ ) ~ t i l s k ~ :  

Postprandial triglyceride response in visceral obesity in rrien 

SXWAnlRE N O L ~ ~ N - ~  DATE 

&@+ 
Jean-Pierre Després 



~moaicuyyE Physioloqie - Endocrinologie 

obésité, distribution du tissu adipeux e t  canplications 
Ouoeu 

métaboliques: Associations avec le produit du gène ob - - 

et le métabolisne des lipoprotéines en période post- 

prandiale . 

Gender d i f f e rence  in postprandial lipemia: Importance of viscerd 
obes i ty  

SmNAW ~ x l c l 6 ~ m i w & f t € m  DATE 

Charles C a i l l a r d  20-04-98 

Nathalie Bergeron 20-04-98 

Denis Prud'hamie 20-04-98 

Jean Bergeron 20-04-98 

lVlgelo Wanblay 20-04-98 

Claule Baichard 20-04-98 

Pascale Mauriège 20-04-98 

Jean-Pi- Després 20-04-98 



NOY QU- P h y s i o l a q i e  - Endocrinologie 

~ A E W ~  Cbésité . distribut ion du tissu adipeux et cariplications oumu 
métaboliqueç : Associations avec le produit du gène ob - 

et le métabolisme des lipoprotéines en période pst- 

k ~ p r i r r i r . W # l Q U Q l O l Y a ) , ~ ) b i n u l l d r ~ :  

Slasma lept ui concentrat ions : Gender diff erences and associations 
w i t h  metabolic r i s k  factors for cardiovaçcular disease 

SMNATUFCE E X ) U E N ~ R A C T ~ E ~  DATE 

[ & & i & ~  Charles Couillard - 20-04-98 

Pascale Mauriège 20-04-98 

Prud'hrn 20-04-98' 

An&& Nadeau 20-04 -98 

Claude Barcharxi 

Jean-Pierre Després 



> Charles Cauillard 

Obéçité, distribution du tissu adipeux et complications 

métaboliques: Associations avec le produit du gène ob 

et le métabolisme des lipopmtéines en période poçt- 

prandiale. 

I 

Reduced plasna sex homone-binding g.1obuli.n levels are associated 
with increased p l a m  leptin concentrations in men 

Charles C o u i l l a r d  

Tchernof 

Pascale Mauriège 

Angelo Trsnblq 

Claude Bouchard 

-in Bélanger 

Fernand Labrie 

Jean-Pierre Despirés 



I l P - ~ ~ y 8 ) * 8 ~ ~ ) m u ( l e b h f w :  

- -Hyperleptinemia is more closely associated with dipose ce11 hypertrc 
than w i t h  adipose t i ssue  hyperplasia 

a 

Noya Charles Cauillard 
~'mJ0um.c 

Physiologie - Endocrinologie 

Obésité. distribution du tissu adipeux et canplications 
w9eu 

métaboliques: Associations avec le produit du gène ob 

et le métabolisme des lipoprotéines en période post- 

w 

A 

- 

.Y 



Eloy WpROQRAIBEC Physioloqie - Endocrinologie 

Obésité, distribution du tissu adipeux et d c a t i a i ç  
Ouceu 

métaboliques: Associations avec le produit du gène ob 

et le métabolisme des lipopmtéines en péri- pst- 

prandiale . 

Leptinemia is n o t  a risk factor for ischemic heart disease in men: 
Prospctive results £rom the Québec Cardiovasnilar Study 

=Umm€ ~ ( 0 u r n - m  DATE 

Charles Couillard 20-04-98 

Pascale Mauriège 

&marri mth 

G i l l e s  Ri ûagenais 

S i t a l  Moorjani 

20-04-98 

20-04-98. 

20 -04 -98 

20-04-38 

Décédé 

20-04-98 

20-04-98 



10 

PRE&RE PARTIE 

CHAPITRE 1 

INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Le maintien du poids corporel est intimement lié à l'équilibre de la balance énergétique, Le. 

à la différence entre l'apport en nutriments et la façon de dépenser I'dnergie consornmk. Un 

changement dans cet équilibre mène ii une perte ou à un gain de poids corporel. Afin d'assurer 

l'équilibre énergétique, des mecanismes régulateurs, au niveau desquels interagissent de 

nombreuses hormones (ex. insulllie, catécholamines, glucocortiwïdes, etc.), sont indispensables. 

La complexité de cette régulation assure l'efficacité du contrôle de la balance énergétique tout en 

lui conférant, cependant, une certaine fragilité. Par exemple, des altérations au niveau des gènes 

codant pour certaines de ces hormones ou de leurs récepteurs, pourraient entraîner un déséquilibre 

des mécanismes impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique, 

provoquant ainsi des variations plus ou moins importantes de poids. Les progrès effectués jusqu'a 

maintenant dans le domaine de la biologie moléculaire, entre autres, ont pemiis un examen plus 

approfondi des bases génétiques du contrôle du poids corporel et de l'accumulation de tissu 

adipeux (TA). 

Cependant, même si les fondements génétiques etlou physiologiques de l'obésité ne sont 

pas encore connus, ses effets sur le métabolisme n'en sont pas moins évidents et néfastes. En 

effet, de nombreuses dyslipidérnies de même que le développement du diabète non-insulino- 
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dépendant (diabète de type II), sont autant de conditions associées à l'accumulation excessive de 

tissu adipeux, et qui sont reconnues pour augmenter le risque de développement prématuré de 

maladies cardio-vasculaires (MCV). De plus, il est maintenant COMU que des différences au 

niveau de la distribution régionale du tissu adipeux, i.e. une accumulation de graisse au niveau de 

I'abdomen ou en périphérie, font en sorte que certains individus développent ou non les 

nombreuses détériorations métaboliques associh  à l'obesité. 

Les travaux effectués dans le cadre de ce programme de doctorat ont conduit à la rédaction 

de sept manuscrits qui sont tous constitués de résultats originaux. Ces iravaux ont porté, entre 

autres, sur l'impact de I'accumulation de graisse viscérale sur le profil lipidique en période de 

jeûne ainsi que sur la tolérance aux lipides alunentaires en @iode pst-prandide. De plus, la 

récente découverte de la leptine, hormone, qui lorsqu'administrée à des souris obèses, entraîne une 

perte de poids, a ouvert la voie a de nombreuses avenues de recherche. A cet effet, une partie des 

travaux effectués dans cette thése a permis d'approfondir les connaissances sur les associations 

entre la concentration plasmatique de leptine et l'adiposité chez l'humain de même que sur les 

mécanismes de régulation de la lephémie. Parmi les manuscrits ayant été rédigés, 4 sont 

présentement publiés ou sous presse dans les journaux scientifiques Metabolism. Diabetologiu, 

Diabetes et Diabetes Cme, et 1 autre a été soumis pour publication dans la revue Journal of 

Endocrinology. Finalement, les deux derniers manuscrits seront soumis sous peu pour publication. 



OBÉSITÉ, DISTRIBUTION RÉGIONALE DU TISSU ADIPEUX 
ET COMPLICATIONS MÉTABOLIQUES 

Une des amdéristiques de la société nord-américaine est sans aucun doute la 

hiquene &levée d'individus affichant un sucplus de poids [1,2]. En effet, il a été récemment 

démontré que 35% des Canadiens et 27% des Canadiennes présentent une accmuiation excessive 

de poids tel qu'indiqué par un indice de masse corporelle (MC) supérieur à 27 kglm2 El]. Cette 

prévalence de l'obésité est également observable chez les Américains où 25% de la population sont 

cam&h& par un surplus de poids [2]. Les effets dommageables de l'obésité sont bien cornus et 

varient entre l'hypertension, le diabète non-insulindépendant et les dyslipidémies. Ii semble 

égaiement plus que probable que I'augmentaton du risque de développer des MCV notée chez les 

sujets obèses [3-T], soit médiée par les différentes altérations métaboliques qui lui sont associées 

[3,6,8-141. Cependant, il est également connu que le risque de MCV varie grandement d'un individu 

obèse a un autre. Certains auteurs ont suggéré que la distribution régionale du TA serait le facteur 

déterminant dans l'expression des complications métaboliques liées à L'obésité. En effet, 

l'accumulation préférentielle de TA au niveau abdominal est plus étroitement Liée aux différentes 

détériorations métaboliques énumérées que l'obésité en-soi [3,6,8-141. Ainsi, il a été démontré que 

les individus ayant une mesure élevée du rapport de la circonférence de la taille sur d e  des hanches 

(rapport taille-hanche, RTH) sont plus susceptibles de développer les complications métaboliques 

traditionnellement associée à l'obésité [3,6,8- 141. 
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Le perfîêctio~ement des techniques d'imagerie, telle que la tomographie axiale, a pemiis 

d'augmenter l'efficacité et la précision des mesures de distribuîion du régionale du TA. À l'aide de 

cette technique utilisant les diffërences de densité entre les tissus, il est maintenant possible de 

déterminer la contribution du tissu adipeux viscéral dans la détérioration métabolique associée à 

l'obésité. En effét, une accumulation élevée de graisse viscéde est étroitement associée à 

l'hypennsulinémie et à la dégradation de la tolérance au gIucose [l5,16]. De plus, les individus 

caractérisés par une accumulation excessive de tissu adipeux viscéd, présentent un état 

dysiipidémique incluant des concentrations plasmatiques élevks de triglycérides et 

d'apolipoprotéine ( a p )  B de même que des niveaux fàibles de HDLcholestkoi, particulièrement de 

HDbcholestérol, et ce, même en présence de niveaux normaux de cholestérol total et de LDL- 

cholestérol [16,17]. De plus, en comparant des sujets obèses mais caractérisés par une accumulation 

faible vs élevée de graisse viscérale, il a été démontré que les individus présentant une adiposité 

viscérale importante, affichaient une hyperinsuiindrnie, une intolérance au giucose ainsi que des 

concentrations plasmatiques élevées de triglycérides et faibles de HDLcholestérol à jeun [ lq .  Ces 

résultats suggèrent donc que l'obésité viscérale est associée à de nombreuses altt5rations 

métaboliques, et ce, de façon indépendante de l'augmentation de l'adiposité en-soi. 

Il y a maintenant dix ans, Reaven décrivait les composantes du syndrome X (ou syndrome 

plurimétabolique) parmi lesquelles on retrouve la résistance à l'insuline, l'hyperinsulinémie, 

l'intolérance au glucose, I'hypertrigiycéridémie et l'hypoalphalipoprotdinémie [18]. De plus, il fut 

récemment suggéré que l'obésité viscérale devait être reconnue comme uw composante distincte du 

syndrome X et considérée daas l'augmentation du risque de MCV [19]. 



Par ailleurs, l'accumulation préférentielle et excessive de graisse viscérale est liée à la 

détérioration du pmnl métabolique et particulièrement des concentrations de lipoprotéines et de 

lipides plasmatiques. La plupart des études ayant examiné cette association ont principalement 

étudié les conséquences de l'obésité viscérale sur les concentrations plasmatiques de lipides à 

jeun. Cependant, la wuence  élevée et réguiiére des repas dans ta société nord-américainey nous 

amène à croire que les individus ne sont que rarement en période de jeûne. L'étude du 

métabolisme des lipoprotéines et lipides en période pst-prandiale, i.e. à la suite d'un repas, peut 

donc foumir des informations supplémentaires relatives aux détériorations métaboliques associées 

à l'obésité. 



MÉTABOLISME DES LIPOPROTÉINES EN PÉRIODE POST-PRANDIALE 

L'analyse des lipides et Lipoprotéines a traditiomeUement été réservée à l'état de jeûne, i.e. 

lorsque le métabolisme des triglycérides est ralenti et que le transport des lipides a atteint un état 

d'équilibre. Cependant, un intérêt sans cesse croissant est accordé a l'étude du mdtabolisme des 

lipoprotéines en période pst-prandiale depuis l'hypothèse émise par Zilversmit [20], selon 

laquelle les chylomicrons et leurs résidus d'hydrolyse, après enrichissement en esters de 

cholest6rol, pourraient être impliqués dans le développement de l'athérosclérose [20]. Par ailleurs, 

peu de données sont disponibles quant aux conditions métaboliques pouvant favoriser un tel 

phénomène. Ainsi, il semble important de mieux comprendre comment, entre autres, des 

variations de composition corporelle, de même que des changements dans la sensibilité à 

l'insuline ou le profil lipidique, peuvent affecter La tolérance aux lipides d'un individu. 

3.1 Classz~u:ation des lipoprotéines 

Le transport des lipides dans le sang est assuré par la contribution de nombreuses sous- 

classes de lipoprotéines. Celles-ci varient grandement en taille et en composition afin de permettre 

un transport et un métabolisme plus efficaces des lipides. Cependant, bien qu'il existe un équilibre 

dans la distribution de ces lipoprotéines en phase de jeûne, la prise alimentaire entraine des 

changements majeurs dans la répartition des lipoprotéines entre les différentes sous-classes. En 
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effet, l'introduction des chylomicrons en période pst-prandiale, lipoprotéines synthétisées et 

sécrétées par l'intestin, détruit cet équilibre. Le chylomicron est une lipoprotéine régulière, i.e. 

constituée d'une enveloppe de phospholipides, de cholestérol non-estérifié et d'apolipoprotéines, 

mais dans laquelle est contenu un noyau lipidique ex t rêment  riche en triglycérides [21]. Le rôle 

principal du chy lomicron est d'ac hefnifler les triglycérides alimentaires j usqu' au tissu adipeux 

pour le stockage, et jusqu'au muscle où ils seront utilisés en tant que source énergétique. L'anïvée 

massive de chylomicrons à la suite d'un repas pemabe donc I'équilibxe existant dans le 

métabolisme des lipoprotéines en état de jeûne, et entraîne de nouvelles interactions entre les 

sous-classes de lipoprotéines. 

3.2 Métabolisme des lipoprotéines 

Les lipoprotéines riches en triglycérides exogènes (chylomicrons), produites par l'intestin, 

et endogènes (VLDL), synthétisées au niveau du foie, suivent les mêmes voies métaboliques 

(Figure 1). Le catabolisme des chylomicrons et des VLDL débute par l'hydrolyse du contenu en 

triglycérides sous l'action de la lipoprotéine lipase (LPL) qui est située à la d a c e  des cellules 

endothéliales des capillaires sanguins du tissu adipeux, des muscles et de nombreux autres tissus 

[22,23]. Ce processus est dépendant de la présence de I'apo C-II contenue dans les chylomicrons 

et les VLDL, et reconnue comme un activateur de I'activitd de la LPL 1241. Les résidus résuitant 

de cet appauvrissement en 

apolipoprotéines, cholestérol 

triglycérides, et en d'autres composantes (phospholipides, 

non-estérifié), sont par la suite récupérés par le foie. Les 
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phospholipides et apolipoprotéines provenant de la dégradation des chylomicrons, entrent dans 

l'élaboration de la sous-classe de lipoprotéines nommée HDL. 

Tableau 1: Caractéristiques principales des différentes sous-classes de lipoprotéines 

Lipopro fkhes Càracté!'iistiques 
Chylomicrons . Principaux transporteurs de triglycérides en période pst-prandiale 

. Production intestinale 

VLDL . Lipoprotéines de très faible densité (Yery-Low Demity Lipoproteins) 
. Principaux transporteurs de triglycérides en période de jeûne 
. Production hépatique 

LDL . Lipoprotéine de faible densité (Low Demi@ Lipoproteim) 
. Principaux transporteurs d'esters de cholestdrol 
. Produites par l'hydrolyse des triglycérides des VLDL 

HDL . Lipoprotéine de densité élevée (High Demity Lipoproteins) 
. Particules impliquées dans le transport inverse du cholestérol 
. Existent sous deux formes : HDL, et HDL, 
. Produites par l'hydrolyse des triglycérides des chylomicrons 

De plus, l'action de nombreux enzymes, telles que la 1écithine:acyl transférase (LCAT), la 

protéine de transfert d'esters de cholestérol (CETP) et la lipase hépatique (HL), et agissant sur les 

résidus de VLDL et les HDL, permet la formation d'une autre catégorie de lipoprotéines, les LDL. 

Les similitudes entre les voies métaboliques empruntées par les chylomicrons et les VLDL, vont 

jusqu78 la récupération des résidus de leur hydrolyse par le même récepteur hépatique, le récepteur 

à l'apo BE. II est donc important de bien comprendre ce partage, puisqu'il permettra de mieux 

saisir l'impact d'un métabolisme anonna1 des lipoprotdines riches en triglycérides, qu'elles soient 

d'origine endogène ou exogène, sur la lipémie pst-prandiale [2 11. 
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Figure 1 : Représentation schématique du métabolisme des lipoprotéines. TG: triglycérides; CL: 
cholestérol libre; AGL: acides gras libres; VLDL: lipoprotéine de très faible densité; DL: 
lipoprotéine de densité intermédiaire; LDL: lipoprotéine de faible densité; HDL: lipoprotéine de 
densite élevée; A-1: apo A-1; B48: apo B-48; B-100: apoB-100; C-ïï: apo C-II; C-III: apo C-UI; 
E: apo E; LDLr: récepteur aux LDL; BE: récepteur hépatique l'apo BE; L W :  protéine 
apparentée au récepteur des LDL; LPL: lipoprotéihe lipase; HL: lipase hépatique; CETP: protéine 
de transfert d'esters de cholestérol; LCAT: lecithine-cholestérol acyl transférase. 



Tableau 2: Fonctions de différents éléments moléculaires impliqués dans le métabolisme des 
lipoprotéines riches en triglycérides 

Molécules Fonctions 
-- 

~&%es  
LPL . Hydrolyse les triglycérides des chylomicrons et VLDL 

. Synthèse des LDL à partir des VLDL 

. Synthèse des HDL naissants à partir des chylomicrons 

. Liaison des résidus de c h y l o m i ~ ~ ~ n s  aux récepteurs B E  hépatiques 
HL . Catabolisme des résidus de chylomicrons 

. Conversion des HDL, en HDL, 
CETP . Échange de triglydrides et d'estas de cholestérol entre les lipoprotéines 

contenant I'apo B et les HDL (production de LDL denses et de résidus de 
chylomimns enrichis en esters de cholestérol) 

LCAT . Estkrification du cholestérol libre des membranes 

Apolipoprotéines 
Apo 8-48 . Structure des chylomicrons 
Apo B-100 . Structure des LDL et VLDL 

. Liaison des lipoprotéines au récepteur des LDL 
Apo C-II . Activateur de l'activité hydrolytique de la LPL 
~ p o  C-m . Inhibiteur de l'activité hydrolytique de la LPL 

. Inhibiteur de la récupération hépatique des résidus de lipoprotéines 
AP E . Liaison des Lipoprotéines riches en triglycérides et de leurs résidus 

aux récepteurs des LDL et B E  

Récepteurs 
LDLr . Catabolisme des LDL de même que des résidus de chylomicrons et de VLDL 
B/E . Élimination des lipoprotéines riches en triglycérides et de l e m  résidus 

Tiré de De Man et col1 [25] 

3.3 Mesure des concentrations de l@oprotéines en période post-prandiale 

i )  Test de tolérance aux lipides 

Le but du test de tolémnce aux lipides est de vérifier la capacité de l'organisme à disposer 

des lipides ingérés, lui permettant ainsi de rétablir son état d'homéostase relative. Dans l'étude du 
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métabolisme des lipoprotéines pst-prandiaies, certains préfhront utiliser l'injection par voie 

intraveineuse d'une solution lipidique tandis que d'autres favoriseront l'ingestion par voie orale 

d'un repas solide ou d'un mélange liquide enrichi en lipides 1261. Le choix d'un test par rapport à 

un autre sera dirigé par l'objectif poursuivi par l'expérimentateur. En effet, le test par voie 

intraveineuse a surtout Cté utilisé, jusqu'à maintenant, par ceux qui s'intéressent aux premières 

étapes du métabolisme des chylomimns [27l. A la suite de l'injection de la solution lipidique, 

des prélèvements sanguins sont effectués à des intervailes de 5 minutes. À partir de ces mesures, il 

est possible de suivre les variations de triglycéridémie et d'apprécier l'efficacité de l'hydrolyse 

des lipides dans le sang [27l. Cependant, cette approche ne donne a u m e  information nn la 

vitesse avec laquelle les lipoprotéines riches en triglycérides entrent dans la circulation à la suite 

d'un repas, tout en générant des particules lipoprotéiques qui sont «artificielles» Le. qui ne sont 

pas produites par les voies métaboliques naturelles (intestin ou le foie). Le test oral de tolérance 

aux lipides permettra cet examen car il permet de quantifier l'amplitude de la réponse en 

triglycérides provoquée par un repas habituellement riche en gras. L'interprétation des résultats du 

test oral de tolérance aux lipides repose également sur des mesures de triglycéridémie 

plasmatique, qui contrairement au test intraveineux, sont effectuées à des intervalles de 1 à 2 

heures pour une période variant entre 4 et 24 heures. Cependant, la mesure de la triglycéridémie 

plasmatique lors du test de tolérance aux lipides, tant intraveineux qu'oral, ne donne aucune 

information quant à la nature et l'origine des 

triglycérides, et des protocoles exphimentaux 

objectifs. 

Lipoprotéines dans lesquelles sont contenus les 

plus élaborés sont requis afin d'atteindre ces 



ii) Mmquage des lipoprotéines pm les esters de rétino l 

La marquage des lipoprotéines a l'aide d'esters de rétinol est une façon simple et 

couramment utilisée afin de différencier ies Lipoprotéines d'origine hépatique de celles produites 

par l'intestin. La vitamine A ajoutée au repas, sera incorporée, sous forme d'esters de rétinol, aux 

chylomicrons sécrétés par I'intestin. Les triglycérides contenus à l'intérieur des chylomicrons 

seront par la suite hydrolysés par la LPL et les résidus de chylomicrons, résultant de cette 

hydrolyse, seront finatement captés par le foie. Toutefois, les esters de rétinol contenus dans les 

chylomimns ne sont pas hydrolysés par la LPL et demeurent dans le noyau lipidique de la 

lipoproteine jusqu'à sa capture par le foie. La récupération des trïgiycérides des résidus de 

chylomicrons permettra au foie de synthétiser et de sécréter de nouveiIes particules riches en 

triglycérides, les VLDL. Cependant, lorsque rendus au foie, les esters de rétinoi ne sont pas 

réinsérés dans les VLDL [28] et ne retournent donc pas en circulation. En mesurant les 

concentrations plasmatiques d'esters de rétinol a différents laps de temps, il est possible d'évaluer 

la cinétique du catabolisme des lipoprotéines d'origine intestinale. C'est ainsi qu'il a été démontré 

que l'augmentation tardive des concentrations plasmatiques de triglycérides, en période pst- 

prandide, est en partie attribuable a la synthèse et a la sécrétion de VLDL par le foie, ces 

dernières venant s'ajouter aux lipoprotéines d'origine intestinale déjà en circulation [26]. 

Ce marquage des lipoprotéines avec les esters de rétinol repose sur deux principes : le 

premier étant l'incorporation d o r m e  de vitamine A dans tous les chylomicrons synthétisés et le 

second, qu'une fois incorporée, la vitamine A y demeure jusqu'à la capture des résidus de 

chylomicrons au foie. Cependant, il a ét6 rapporté que le contenu en esters de rétinol du 
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chylomimn était proportio~el à sa taille [29]. De plus, des échanges de lipides et de 

composantes se produisent entre les différentes sousclasses de Lipoprotéines au cours du temps 

[30,3 11. C'est ainsi que les LDL de même que les HDL peuvent s'enrichir en esters de rétinol. Il a 

d'ailleurs été démontré qu'environ 9 heures après un repas auquel on a ajouté de la vitamine A, 

33% des esters de réth01 piasmatiques se retrouvent dans les sous-classes de lipoprotéines HDL et 

LDL [30]. Le marquage des lipoprotéines aux esters de rétinol apparaît donc surtout efficace pour 

l'étude d'une période allant de O à 8 heures suivant un repas. La même technique de marquage est 

possible pour le test de tolérance aux lipides administré par voie intraveineuse, mais nécessite le 

mélange de la solution Lipidique A injecter a une solution d'esters de réthol avant l'administration 

. - 
Par ailleurs, la dose de vitamine admmdrk varie mdement  selon les études. Dans le passé, 

entre 10 000 et 150 000 UI de vitamine A ont kte ajoutées aux repas, sous forme d'une préparation 

soluble de rétinol [32,33] ou enwre dans une préparation huileuse de rétinyl palmitate [26,30,34- 

* .  

361. A cet effef il a été rapporté que la dose de vitamine A administrée est associée à la réponse 

pst-prandiale en esters de rétinol [33]. Il semble donc important de tenir compte des limites de 

cette technique de marquage lors de l'interprétation des résultats. 

iii) Mesure des concenirations en apolipoprotéines B-48 et B-100 

La composition protéique des Lipoprothes renferme également beaucoup d'informations. 

L'apo B est, sans aucun doute, la protéine qui présente le plus d'intérêt. Cette protéine existe SOUS 

deux formes majeures soit la forme B-48 et la forme 8-100. L'apo B-48 est en fait une portion 

(les premiers 48%) de la protéine complète B-100, et entre dans la composition des Lipoprotéines 
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d'origine intestinaie [37l. Par contre, l'apo B- 100 est la principale protéine des iipoprotdines 

produites par le foie [38,39]. Conîrakment aux esters de rétinol, ces protéines ne sont pas 

souniises aux échanges entre lipoprotéines. De plus, une caractéristique importante des apo B-48 

et B-100, est que l'on en retrouve une seule par particule iipoprotéique. La mesure des 

concentrations tant d'apo B-48 que d'apo B-100, en plus de nous informer sur l'origine des 

lipoprotéines, nous permet également d'en esfimer le nombre. Il s'agit sans aucun doute de la 

technique la plus adéquate pour quantifier la contribution des lipoprotéines riches en triglycérides 

d'origine intestinale et hépatique dans la lipémie pst-prandiaiee Cependant, peu d'études ont 

jusqu'a maintenant utilisé cette technique. 

Tableau 3: Méthodes de quantification des lipoprotéines post-prandiales riches en triglycérides 
en période pst-prandide 

Mahode Avantage DéSavantage ou inconvénient 

Triglycérides . Facile à utiliser 

Vitamine A et . Facile a utiliser 
esters de rétinol 

Apo B-48 et . Mesure de la spécificité 
B-100 SDS- de l'origine 

PAGE . Mesure du nombre de 
particules 

. Non-spécifique sur l'origine des lipoprotéines 
(intestinale ou hépatique?) 

. Transfert entre lipoprotéines contenant l'apo B- 
1 O0 
. Pas de relation quantitative fixe avec I'apo B-48 
. Délai entre le pic de concentration, et ceux de B- 
48 
et de triglycérides (dans certaines études) 

. Jusqu'à présent, peu d'études 

Apo, apolipoprot6i.e ; SDS-PAGE, électrophorèse sur gel de poIyacrylarnide de dodwl-sulfate de sodium 

Tiré de Karpe et Hamsten [40] 
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L'avènement de ces différentes techniques de mesure a permis ii ceux qui s'intéressent au 

métabolisme des lipoprotéines en période pst-prandiale, d'améliorer les connaissances et de 

mieux comprendre les conséquences de divers changements métaboliques sur la tolérance aux 

lipides alimentaires. 

3.4 E f f i  de i'hypertrig&céWmie et & i*IIypo~h~oprotéïnémie à jeun sur & @&mie post- 
prandiae 

Dans la piupart des 6tucies, la réponse tnglycéridémique pst-prandiale est proportionnelle B 

ia concentration plasmatique de triglycérides à jeun [41]. De plus, de nombreux patients 

hyperû-igiycérïdémiques à jeun sont également avactenses ,. . 
par de faïbles concentrations de HDL- 

cholestérol en ptkiode de jeûne. Certains auteurs ont été jusqu'à suggérer que la réduction des 

niveaux plasmatiques de HDL-cholestérol pourrait être un marqueur de l'accumulation de 

lipoprotéines riches en triglycérides dans le plasma en phase pst-prandiale [42,43]. La comparaison 

des sujets normolipidémiques à d'autres camdri& par des concentrations élevées en triglycérides 

et des niveaux réduits de HDL-cholestérol à jeun, révéla que les sujets hypertriglycéndémiques 

avaient une réponse lipémique pst-prandiale plus importante que celle des individus ayant un profil 

lipidique normal [44,45]. Dans ces études, des concentrations élevées de triglycérides et faibles de 

HDL-cholestérol à jeun, étaient indicatrices d'une réponse exagérée en triglycérides à la suite d'un 

repas. Patsch et col1 [42] ont dbmontré que la relation inverse observée entre les niveaux de HDL- 

cholest6rol et la Lipémie pst-prandide était due à une diminution de la quantité de HD~cholestéroI 

et non de HDL, [42,46,47]. Cependant, certains résultats indiquent plutôt que l'association observée 

entre les faibles concentrations de HDL-cholestérol et l'amplitude de la lipémie pst-prandiale 
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requiert, au préaiable, un état d'hypertrigiycéndémie. En effét, l'examen de la réponse pst-praediale 

chez des sujets ayant une hypoaiphalipoprotéinémie isolée, Le. des concentrations f~b le s  de HDL- 

cholestérol mais sans hypertrigiycéndémie, révéla chez ces individus une r@mse triglycéridémique 

pst-prandiale comparable (44,481 et même plus faible [49] que ceile des individus 

normolipidérniques. Une concentration faible en HDL-cholestéroi a été identifiée comme un 

prédicteur indépendant du risque de développer des MCV [SO-521. En admettant que l'altémtion du 

métabolisme postprandid des lipoprotéines augmente l'incidence des pathologies coronariennes, il 

semble que les individus présentant des niveaux réduits de H D L - c h o l ~ l  ne montrent pas tous le 

même risque de développer des MCV. En effkt, les résultats des expériences de tolérance aux lipides 

chez les sujets affichant de faibles concentrations de HDL-cholestérol sans autre dérèglement 

métabolique [44,48,49], laissent mire que les mécanismes physiologiques impliqués dans 

l'augmentation du risque de développer des pathologies coronariennes chez ces individus, 

affecteraient davantage le transport inverse du cholestérol que le métabolisme postprandial des 

triglycérides. 

Par ailleurs, pourquoi devrait-on mesurer la réponse pst-prandiale d'un individu, si cette 

information peut être prédite par la triglycéridémie à jeun? Il semble que, parmi les sujets 

nonnolipidémiques, certains répondent plus fortement à un repas riche en lipides malgré des niveaux 

normaux de triglycérides à jeun et non-annonciateurs d'une lipémie pst-prandiale altéde. En effet, 

Schrezenmeir et coll [53] ont comparé les réponses pst-prandiaies d'individus nomolipidémiques, 

mais ayant été subdivisés selon leur triglycéridérnie. Les concentrations de triglycérides 

plasmatiques étaient distribuées de façon bimodale, ce qui permit de définir deux sous-groupes: 
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triglycéridémies n o d e  et modérément élevée. Sans sinprise, l 7 h ~ g i y c é r i d é m i e  modérée était 

associée à une réponse pst-prmdiale en triglycérides plus élevée. Cependant, parmi les individus 

qui présenaient une réponse pst-prandiale en triglycérides exagérée, certains avaient été classés, au 

départ, dans le sous-groupe de sujets avec uw trigiycéridémie normale (4.7 mmoM). De plus, ces 

individus étaient égalernent caractCrisCs par des concentrations plasmatiques d'iosuline plus tlevées 

par rapport à celles des sujets montrant une iipémie pst-prandiale moins prononde [53]. Il semble 

donc que des anomaiies du métabolisme postprandial des triglycérides existeraient, chez certains 

individus, avant même que les concentdons à jeun de triglycérides soient affectées. De plus, 

I'hyperinsuÜnémie à jeun, suggérant un état précoce de résistance à l'insuline, contribuerait à une 

l i m e  pst-pxandiale exagérée chez ces mêmes individus [53]. 

La maladie coronarienne est la première cause de morbidité et de mortalité chez les sujets 

so-t d'un diabète de type II [54-60]. De plus, la plupart des facteurs de risque conventionnels 

sont plus h5quemment renconn-és chez les sujets diabétiques de type II [56-581. Parmi ceuxci, on 

note la résistance à l'insuline, I'hyperinsulinémie, l'obésité, l'hypertension, l'hypertrigly~ridémie et 

les niveaux faibles de HDL-cholestérol [56-581. Même si le diabète de type II semble être un facteur 

de risque indépendant pour les M W ,  des anomalies du métabolisme des lipoprotéines 

contribueraient à leur développement prématuré. En effet, en plus de concentrations plasmatiques de 

triglycérides élevées et de niveaux faibles de HDL-cholestérol, les sujets diabétiques de type 11 sont 

fréquemment caractérisés par des particules LDL plus petites et pius deases [6 1-64], probablement le 



résultat d'me augmentation de la concentration plasmatique d'apo B-100. Cependant, le risque accru 

de MCV chez certains patients diabétiques ne s'explique pas par les kteurs de risque 

conventionnels [55,59]. Serait-il possible que des altérations du métabolisme des Lipoprotéines en 

période pst-prandiale soient alors en cause? 

Étant donné que I'hypertriglycéridémie est une cam&&ique des patients diabétiques de 

type II [56-581, des anomalies dans l'blimination des lipoprotéines en phase pst-pmdiale sont 

prévisibles. Dans une étude menée par Lewis et col1 [65], la tolérance aux lipides alunentaires de 

sujets diabétiques de type II mais nonnotrigiycéridémiques à jeun, a été comparée à celle d'individus 

normaux. Les résultats de cette étude révélèrent que les sujets diabétiques présentaient une lipémie 

pst-pmdiale similaire a celle du groupe contrôle. Cette obsavation fib également rapportée par le 

groupe de Chen et COU [6q. Cependant, daos cette dernière étude, des profils différents dans les 

réponses ont été observés entre les individus diabétiques et les sujets contrôles et ce, malgré des 

valeurs de réponse identiques [66]. En effet, des augmentations plus grandes des niveaux de 

triglycérides et d'esters de rétinol ont été notées dans la M o n  de résidus de chylomicrons des 

sujets diabétiques. Cette observation est en accord avec de récents résultats obtenus par SyvWe et 

col1 [67,  rapportant que les individus diabétiques de type Il, mais atFchant des concentrations 

normales de triglycérides a jeun, avaient une lipémie pst-prandiale plus Clevée que celle de sujets 

temoins d'âge, de sexe et d'adiposité comparables. Les discordances apparentes entre les résultats 

issus de ces différentes études trowent peut-être une explication dans les méthodes utilisées pour le 

fiactionnement des lipoprotéines, les techniques de Chen et coll [66] ainsi que de Syv-e et col1 

[67l étant les plus élaborées. Des différences dans la composition du repas administré aux sujets 
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peuvent également expliquer les écarts entre les études. Il est connu que le remplacement du contenu 

en gras d'un repas par des hydrates de carbone contribue à l'augmentation de la réponse post- 

prandiale en triglycérides [68,69]. Dans l'étude de Chen et WU [q, le contenu plus élevé en 

hydrates de carbone du repas, comparativement à celui de l'étude de Lewis et coll [65], a pu 

accentuer les différences entR les sujets diabétiques a contrôles. De plus, dans l'étude de Lewis et 

col1 [65], le fait que les patients diabétiques soient également obèses a pu affecter le métabolisme 

postprandial des lipides. Toutefois, l'ensemble de ces résultats suggèrent une détérioration du 

métabohe postprandial des lipoprotéines chez les sujets diabétiques de type II. 

3.6 Effèt de I'obéSité et de la disbibrdion r&@nale du &su ~ @ ~ I C T  sur la @dltLiepost~ranàïaiè 

Peu d'études ont examiné les associations entre l'obésité et la Lipémie pst-prandale. Les 

premiers à entreprendre ce genre de travaux finent Lewis et coll [70], tentant de vérifier l'hypothèse 

selon laquelle l'obésité affecterait spécifiquement cette partie du métabolinne des Lipoprotéines. De 

plus, ces anomalies pourraient permettre d'expliquer, du moins en partie, l'état dyslipoprotéinémique 

observé a l'état de jeûne chez les individus obèses. Les résultats de cette étude, rév&rent que malgré 

une glycémie comparable à celle des sujets de poids normal, les individus obèses présentaient une 

hypennsulinémie avant et après un repas riche en Lipides. Les sujets obèses démontraient également 

une hypertriglycéridémie, des niveaux plus faibles de HDLcholestérol et des niveaux plus élev& 

d'acides gras libres par rapport aux individus maigres durant la période pst-prandiale. De plus, les 

concentrations d'este= de rétinol étaient plus importantes chez les individus obèses, suggérant que 
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les lipoprotéines d'origine intestinale restaient en circulation plus longtemps chez les sujets obèses 

que chez l a  individus de poids normal [70]. 

Par aiUeurs7 il est connu que la distribution régionale du tissu adipeux est plus étroitement 

associée à la détérioration du profil métabolique à l'état de jeûne que l'obésité en-soi [3,71,72]. Dans 

l'étude de Lewis et c d  [70], l'impact de l'obésité abdominale sur le profil Lipidique postprandial n'a 

pu être dvduk puisqu'aucune mesure de distribution du tissu adipeux n'a été effectuée. Cependant, 

les résultats récents obtenus par W~deman et WH [73] ont démontré l'importance de l'obésité 

abdominaie dans la détérioration de la lipémie pst-prandiaie' en comparant des hommes maigres à 

des individus caractérisés par une accumulation excessive de tissu adipeux au niveau de l'abdomen, 

telie que déterminée par l'utilisation du RTH. Ces auteurs rapportérent que Les individus soufnant 

d'obésité abdominale montraient une lipémie pst-prandiale de plus grande amplitude que celle des 

sujets maigres. De plus, ceci était observé en dépit du fait que les individus obèses présentaient un 

profil lipidique à jeun identique et un niveau d'activité physique comparable à ceux des témoins 

P l  

Par ailleurs, les détériorations métaboliques, incluant I 7 h ~ g i y c é r i d é m i e 7  la résistance à 

I'iBsuline, les niveaux élevés d'apo B et les faibles concentrations de HDL-cholestérol, notées dans 

l'obésité abdominale seraient causées par l'accumulation de graisse viscérale (3,191. Dans l'é*ude de 

Wideman et coll [73], aucune mesure de l'accumuiation de tissu adipeux viscéral n'était disponible. 

Par contre, des résultats rapportés par Ryu et coll [74] permettent de penser que I'obésité viscérale 

jouerait un rôle important dans la détérioration du métabolisme des lipopmt6ines post-prandiales. En 

effet, l'obésité viscérale s'est avérée être m prédicteur inddpendant de la concentration plasmatique 
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maximale de triglycérides mesrirée en période pst-prandiale [74]. Les résultats de ces trois études 

réunies, suggèrent donc que l'obésité, et plus particulièrement une accumulation préfhntielie de 

tissu adipeux viscéral, est associée à une Lipémie pst-pcatldiale plus importante. 

3.4 Ardrés f c r d e w  infuençant k &&ance urac@pides rzlUiientaVes 

Bien qu'elles y contribuent, il n'y a pas que les dyslipidimies, la résisbnce à l'insuline et 

l'obésité qui sont associées & la detérioration de la tolérance aux lipides alimentaires. D'autres 

fa~feurs physiologiques et environnementaux sont également connus pour affecter la lipémie pst- 

prandiale d'un individu Voici donc un bref résumé des principales variables ayant été étudiées au 

cours des dernières années. 

i )  Âge et sexe 

Il est connu qu'avec l'âge, l'efficacité du catabolisme des Lipoprotéines pst-prandiales est 

réduite [75,76]. De plus, des dinérences dans l'amplitude de la lipémie post-prandiale ont été 

observées entre les hommes et les femmes [75,77], les hommes f i chan t  une hypertrïglycéridémie 

pst-prandiale comparativement aux femmes. Les mécanismes physiologiques responsables de cette 

dinérence demeurent inconnus. Cependant, il a été démontré que l'admioistration d'oestrogènes 

diminuait la l iphie pst-pmdiale chez la femme [78] principalement par la récupération hépatique 

plus rapide des résidus de chylomicrons. Un dimorphisme sexuel dans l'activité de la LPL peut 

également être envisagé pour expliquer la lipémie pst-prandiale plus faible chez la femme, mais 

rien n'est encore connu a ce sujet 



La composition de la diète joue un rôle au niveau de la tolérance aux lipides et son effet se 

décompose en deux volets distincts. Tout d'abord il y a L'effet aigu, i.e. celui de la composition du 

repas ingéré, et ensuite, l'effet chronique de l'alimentation correspondant à la composition de la diète 

réguiière d'un individu [79,80]. Bien que certains résultats soient contradictoires [8 11, plus Le 

contenu en gras d'un repas est important, plus la répo~l~e triglycéridémique est augmentée tant chez 

des sujets normaux que diabétiques [82,83]. De plus, il semble que la nature des acides gras, entrant 

dans la composition du repas, affecte également la lipémie post-prandiale. En effkt, l'ingestion 

d'acides gras saturés provoque une él6vation plus importante des triglycérides plasmatiques en 

période pst-prandiale que celie qui résultait de l'ingestion d'acides gras imatds [84,85]. Une 

quantité plus grande d'acides gras incorporés aux chylomimns, ainsi qu'une absorption plus rapide 

des graisses saturées au niveau de l'intestin expliqueraient ces résultais [80]. Le remplacement du 

contenu en gras du repas par des hydrates de carbone entraîne une réponse triglycéridémique en 

période pst-prandiale de plus grande amplitude [68,69]. Par aillem, il a été démontré que 

l'ingestion d'une quantité variable de protéines n'affecte pas la Lipémie pst-prandiale [8q. 

L'ingestion régulière de gras saturés est également associée ii l'augmentation de la lipémie 

pst-prandiale [2 11. Dans ce cas, l'hypertriglycéridémie pst-prandiale serait causée, en partie, par 

L'élévation des concentrations de triglycérides a jeun associée à la consommation régulière de p 

saturés (211. D'ailleurs, d'autres résultats viennent confirmer cette hypothèse en démontrant que la 

consommation d'un régime riche en acides gras saturés n'affecte pas la clairance des chylomicrons 

mais plutôt celle des VLDL [87]. Une diète riche en hydrates de carbone est associée à I'él6vation de 



kt trigiycéridemie ii jeun [8q. De plus, il a été suggéré que l'augmentation de la Lipémie pst- 

prandide observée chez les individus consommant une diète principalement composée de glucides, 

serait attribuable à une production accrue de VLDL par le foie [88,89]. 

iii) Exercice 

L'exercice physique réduit la lipémie pst-prandiale chez les sujets nomiotriglycéndémiques 

et hypertriglycéridémiques [80,90-931. De plus, il est COMU que I'acfivité physique augmente 

l'activité de la LPL [94-9q, principal enzyme impliqué dans le catabolisme des lipoprototéines 

riches en tngiycérides. C'est d'ailleurs le mécanisme proposé pour expiiquer l'effet hypolipémiant 

de l'exercice. En effef dans l'étude de Weintraub et c d  [go], la bIiisse de lipémie pst-prmdiale 

chez les sujets actifs était égaiement accompagnée d'une augmentation significative de l'activité de 

la LPL. 

iv) Apolipoprotéines 

L'apo E s'avère I'apoiipoprotéine la plus étudiée. Il existe trois isofomes de l'apo E, soient 

I'apo E2, E3 et E4. Par sa liaison au récepteur hépatique BE, I'apo E favorise I'élimination des 

lipoprotéines et de leurs résidus de la circulation. Cependant, les trois formes d'apo E montrent des 

f i t é s  différentes pour le récepteur hépatique, l'apo E4 démontrant la plus forte, suivie dans 

l'ordre par I'apo E3 et E2. De plus, il a été démontré que la Lipémie post-prandide était d'amplitude 

moindre chez les individus caractérisés par l'aiièle E4 de I'apo E, suivi de ceux présentant I'apo E3 

et l'apo E2 [97,98]. Une récupération plus rapide des résidus de chylomicroos chez les individus 
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présentant l'apo E4 serait à l'origine de cette différence. CepenCependant, il a été rapportée que les 

individus avec un phénotype E4E3 démontraient des réponses pst-prandiales prolongées de I'apo 

B-48 et l'apo B-100 [99]. À cet effet, il a été proposé qu'un enl6vement plus lent des VLDL pourrait 

favoriser leur conversion en LDL et ainsi expliquer l'élévation des concentrations de particules LDL 

wmmudrnent rencontrée chez les sujets présentant un alléle E4 [99]. 

V) Comomntatr'on d'alcool 

La consommation d'alcool est associée à I'hypertiglycéridémie en @ode pst-prandiale 

[100-1021. Cependant, cet effet est réversibIe par l'exercice physique. En effkt, Hartrmg et WU [l 001 

ont démontré que l'alcool Rtardait l'élimination des lipoprotéines riches en triglycérides en période 

pst-prandîale chez des sujets sédentaires mais pas chez des individus entraînés. Bien que dans cette 

étude aucune mesure d'activité de LPL ne soit disponible, il est plus que probable que cet effet de 

suppression de l'influence de L'alcool sur la lipémie pst-prandiale, soit médié par l'augmentation de 

l'activité de la LPL. En accord avec cette hypothèse, l'étude de P o w d  [102] a démontré que la 

consommation d'alcool était associée à une réduction de la réponse iipolytique, probablement le f i t  

de l'inhibition de l'activité de la LPL. 

vi) Phmmacologie 

La complexité des mécanismes impliqués dans la synthèse et le métabolisme des 

lipoprotéines O& de nombreux niveaux d'intervention. Certaines étapes plus importantes dans le 

métabolisme des Lipides peuvent donc représenter des cibles de choix pour l'action d'agents 
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pharmacologiques, favorisant ainsi un meilieur contr6le de la lipémie pst-prandiale. Étant donné 

que la trigly&d&nie à jeun est fortement associée à l'amplitude de la lipémie pst-prandiale, les 

agents phamiacologiques permettant la reduction des niveaux de triglycérides à jeun semblent être 

indiqués pour I'améLioration de la tolérance aux lipides des individus. À cet effet, les fibmtes sont 

sans aucun doute les plus efficaces dans la réduction des triglycérides. En effet, le traitement au 

g d b r o z i l  a été utilisé pou. réduire la triglycéridémie post-prandiaie [103]. Les fibnites possèdent 

un large champ d'action dans le métabolisme des lipoprotéines mais les mécanismes par lesquels ces 

composés agissent, restent nébuleux. La récente découverte que ces drogues agisent sur les 

récepteurs favorisant la prolifération des péroxkornes (PPARs) [104] pennet donc de proposer 

certaines hypothèses mecanistiques En effec les PPARs sont impliqués dans la régulation 

d'enzymes telles que 17acyl-CoA carboxylase, la LPL et, d'apoiipoprotéines comme les apo A-1 et 

C-III. Il est connu que l'action des fibrates via les PPARs supprime la transcription du gène de I'apo 

C-III et induit la synthèse de LPL [103]. Ces changements métaboliques sont associés à 

l'augmentation de l'hydrolyse des chylomicrons ainsi qu'à une récupération plus efficace de leurs 

résidus par le foie. 

Cependant, la variance commune entre les trîglyc&idémies à jeun et pst-prandiale n'étant 

que de 50%, d'autres mécanismes semblent impliqués dans la détérioration du métabolisme 

postprandial, laissant place à l'effet potentiel d'autres produits phannacoIogiques. A cet effet, les 

statines' l'acide nicotinique et la cholestyramine ont tous été étudiés mais le nombre restreint 

d'études [25,41] se rapportant aux effets de ces agents ne permet pas de conclure ferniement sur les 

avantages d'utiliser de tels composés comme traitement. 



CHAPITRE 4 

LE PRODUIT DU GÈNE obèse: 
LA LEPTINE 

De nombreux facteurs environnementaux sont cornus pour favoriser le développement de 

l'obésité. De plus, certaines évidences permettent de croire à l'existence de prédispositions 

génétiques favorisant le développement de l'obésité. La dkmverte de modèles animaux 

d'obésité, ainsi que le progrès des techniques de biologie moléculaire ont favorisé l'étude des 

origines géndtiques de lYobésitt5. A ce chapitre, la récente découverte de la lepthe est remarquable. 

et permettra sans doute d'élargir les connaissances relatives aux mécanismes régulateurs de la 

prise alimentaire et de la dépense énergétique, dont les altérations sont associées a l'accumulation 

de tissu adipeux. 

2.1 Historique 

11 y a plus de 40 ans, un chercheur du nom de K e ~ e d y  émit l'hypothèse selon laquelle le 

contrôle du poids corporel et plus particulièrement celui de la quafltitd de tissu adipeux, pourrait 

être régulé hormonalement [105]. Selon cette hypothèse, l'hormone, produite par le tissu adipeux 

lui-même, agirait au niveau du cerveau en procurant de I'idormation sur l'état des réserves 

adipeuses de l'organisme. Ce signal serait alors comparé, dans le cerveau, à celui d'un poids 

préétabli pour l'individu (la consigne) et, en réaction à la différence entre ces signaux, des 

changements physiologiques et comportementaux se produiraient afin de respecter la consigne. 
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Ces changements incluraient des modifications métaboliques affectant la prise alimentaire et/ou la 

dépense énergétique, favorisant au besoin le gain ou la perte de poids. 

Tableau 4: Caractéristiques physiques et métaboliques des principaux modèles d'obésité chez la 
souris 

Obèse 

Diabétique 

Agouti 

Fat 

Tubby 

ob 

db 

ago ut r' 

tubby 

- 

Leptine 

Récepteur à la leptine 

Antagoniste de l'hormone 
stimulante des mélanocytes 
W H )  

Carboxypeptidase E 

Protéine présente dans la 
rétine et dans le cerveau 

. Obésité 
-Hyperphagie 
. Hypmnsulinémie 
. Diabète 
. Infertilité 
. Ralentissement de la croissance 

. Obésité 
Hyperphagie 

. Hyperinsulinémie 

. Diabète 

. Mertilité 

. Ralentissement de la croissance 

. Obésité 

. Pelage jaune 

. Accumulation progressive de 
masse grasse 

. Obésité (adulte) 

. Hyperinsdinémie 

. Infertilité 

. Obésité (adulte) 

. Cécité 

. Surdité 

Tiré de Naggert et col1 [106] 
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Vingt ans plus tard, des expériences de parabiose effectuées chez la souris [107], allaient 

confirmer les travaux de Kemedy [105]. La parabiose consiste à unir, suite à une intervention 

chirurgicale, les systèmes sanguins de deux animaux afin de ne former qu'un seul système 

circulatoire. Ces travaux ont été effectués sur des souches de souris caractérisées par un état 

d'obésité: la souris obèse (obiob) et la souris diabétique (db/d) découvertes quelques années 

auparavant [108,109]. Bien que partageant certains traits phénotypiques, dont l'obésité, les deux 

souris possèdent des patrimoines génétiques différents. 

Au cours de ses études, Coleman [107] observa qu'en unifiant le système circulatoire d'une 

souris obhb à celui d'une souris normale (dite de type sauvage), la souris ob/ob perdait du poids 

tandis qu'aucun changement n'était observé chez la souris normale. Il proposa que le gène ob 

devait coder pour un facteur qui, lorsque sécrété dans le sang, signale au cerveau de l'animal l'état 

de ses réserves adipeuses. Ce facteur devait être inactif ou absent chez la soiiris obhb, mais 

présent chez la souris normale qui, en le partageant avec la souris ob/ob, assurait le contrôle du 

poids de cette dernière. Par ailleurs, I'union d'une souris db/db à une souris normale, amenait la 

souris normale à moins se nourrir et ultimement, à mourir. Coleman suggéra alors, que la souris 

db/db devait sécréter le produit du gène ob en abondance, tout en presentant une insensibilité face 

à cette même protéine. Le surplus de la protéine chez la souris nomale, engendré par son union à 

la souris db/db, lui signifiait un état d'obésité inexistant. Lorsque Coleman croisa les systèmes 

sanguins des souris ob/ob et db/db, il observa que la souris ob/ob maigrissait jusqu'à un poids 

normal pendant que la souris db/db demeurait obèse et diabétique. Ces résultats conbaient ,  en 
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quelque sorte, l'existence d'un facteur transporté dans le sang et qui contrôle le poids corporel 

chez la souris. 

Normale ob/ob 

Normale db/db 

Normale ob/ob 

Figure 2: Expériences de parabiose (croisement des systèmes sanguins) chez des souris normales, 
obèses (obhb) et diabétiques (db/db). L'union des systèmes sanguins de ciiffikentes souches de 
souris entraîne des &anges de composés, présents dans le sang de chacune des souris, dont celui 
susceptible de contrôler le poids corporel. a) Le facteur sanguin actif de la souris normale agit 
chez la souris ob/ob entraînant une perte de poids chez cette dernière. b) La surabondance du 
facteur sanguin chez la souris dMdb provoque une perte de poids excessive chez la souris normale 
et entraîne sa mort. c) Avec le croisement d'une souris ob/ob a une souris db/db, on note une.perte 
de poids chez la souris ob/ob et aucun changement chez la souris &/&. Adapt6 de Coleman 
[I 071. 
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2.2 D&couver& de la lepthe 

A la fin de 1994, un groupe de chercheurs de l'université Rockefeller à New York, dirigé 

par le docteur J e e y  M. Friedman [l IO], réussit à cloner le gène ob chez la souris, aimi que son 

homologue chez l'humain. La protéine codée par ce gène, la leptine, fbt rapidement synthétisée et, 

dans les mois qui suivirent, de nombreuses données furent publiées quant à l'effet résultant de 

l'anministration de cette protéine à des souris ob/ot. Ce traitement entraîna une perte de poids 

chez la souris obhb, attribuable 2t une diminution de ia prise ahentaire et à une augmentation de 

la dépense énergétique [I l  1 - 1 161. Par ailleurs, l'injection de leptine chez des souris &/db 

n'entraîna aucun changement de poids chez l'animal [ I l  1,112,116,1171. LI est à noter que chez la 

souris M b ,  les concentrations de leptine sont très élevées [116]. À la lumière de ces résulta+s, il 

fût proposé qu'il y avait une déficience de leptine chez la souris ob/ob tandis que la souris &/db 

était caradrisée par une rdsistance à l'action de la leptine. Ces résultats étaient tout à fait en 

accord et complémentaires à ceux de Coleman recueillis 20 ans plus tôt. Il est maintenant connu 

que chez la souris ob/ob, la leptine est inactive puisqu'une mutation d'insertion dans le gène ob, 

situé sur le chromosome 6, introduit un codon d'arrêt prématuré dans la traduction de I'ARN 

messager (ARNm) du gène ob et qui provoque la synthèse d'une protéine tronquée et inactive 

[I l  O]. De plus, il a été rapporté que le gène db code pour le récepteur a la leptine [118]. La 

mutation de ce gène résulte en la synthèse d'un récepteur inadéquat chez la souris db/db et ainsi, 

en l'incapacité à transmettre le signal véhiculé par la leptine. Chez l'humain, les individus obèses 

sont caractérisés par des niveaux élevés de leptine, suggérant que l'obésité humaine résulterait 

d'un état de résistance à la leptine similaire à celui rencontré chez la souris db/db [119-1251. 
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Cependant, bien que l'on ait dussi à cloner les homologues humains des gènes ob et db, il ne 

semble pas que les mutations associées à ces gtnes chez les souris ob/ob et db/& soient présentes 

chez I'hrmiain [126,127]. Toutefois, l'absence de leptine chez l'humain due à la mutation du gène 

ob a &é rapportée qu'à une seule reprise [128], tandis que récemment une famille hçaise était 

identifiée comme étant caractérisée par une mutation daos le gène du récepteur à la leptine [129]. 

Dans les deux cas, la présence des mutations était associée au développement d'une obésité 

morbide en très bas âge [l28,129]. 

23 C u r a c t é ~ u e s  et m é c a n i s . ~  d'adion & hz @the 

La teptine' du mot grec leptos (mince), est une protéine de 167 acides aminés, qui circule 

dans le sang sous forme d'un polypeptide de 146 acides aminés, à la suite du clivage d'une 

séquence de 21 acides aminés lors de la sécrétion de la protéine [Ill]. La leptine est produite 

exclusivement par le tissu adipeux blanc [130-1321. De plus, la conservation du gène ob de la 

souris et son homologue humain, tel qu'indiqué par son homologie de séquence de 84% [110], 

suggère un rôle métabolique important de cette protéine. Les mécanismes par lesquels La leptine 

induit des changements de poids ne sont pas encore connus. Cependant, il a été rapporté que la 

leptine agit au niveau de l'hypothalamus, dans le noyau ventro-médian, où l'on retrouve une 

concentration importante de récepteurs à la leptine [133,134]. À cet endroit, la leptine inhiberait la 

sécrétion de neuropeptide Y (NPY), important régulateur de la prise alimentaire [134,135]. En 

effet, l'injection de leptine diminue les concentrations de NPY chez la souris ob/ob [134]. Par le 

biais de cette baisse des niveaux de NPY, il y aurait diminution de la prise alimentaire. En plus de 
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réduire la concentration de NPY dans l'hypothalamus, la leptine agirait également sur la Liaison du 

NPY à son récepteur ou encore en interférant dans la cascade réactionnelle pst-récepteur. C'est 

ce que suggèrent les résultats de Smith et col1 [136], démontrant que l'injection de leptine dans le 

cerveau supprime la prise alimentaire anticipée par l'administration sirnuitanée de NPY. Par 

ailleurs, les mecanisna sous-jacents à l'augmentation de la depense énergétique chez la souris 

ob/ob lors du traitement ii la leptine restent inconnus. Cependant, bien qu'une augmentation de la 

dépense énergdtique soit observée avec le traitement à la lepthe' il semble que l'effet de la leptine 

sur la balance knergétique se fasse principalement par la diminution de la prise alimentaire. 

L'augmentation de la dépense énergétique pourrait donc résulter, en bonne partie, de la hausse de 

mobilité entraînée par la perte de poids induite par la leptine. Jusqu'à présent, les résultats publiés 

sur les effets de traitement à la leptine, proviennent uniquement d'expériences effecfuées chez la 

souris et sur des cultures de cellules adipeuses puisque les études d'intervention chez l'humain 

n'ont pas encore été entreprises. 

2.4 Régulation de I'qresswn du gène ob et de la sécrétion de kptine par le rissu adipeux 

La quantité de leptine, que ce soit sa concentration en ARNm ou son niveau plasmatique, 

est étroitement associée à l'adiposité [119-1251. À ce propos, il semble que chez l'humain, la 

leptine soit un meilleur indicateur de la quantité de tissu adipeux, donc reflète mieux la masse 

adipeuse totale plutôt que la distribution régionale de la graisse d'un individu [121,122,137]. De 

plus, de nombreuses homones sont connues pour agir sur les cellules adipeuses et ces 



42 

observations laissent présags de l'implication de nombreux facteurs de régulation de synthèse et 

de sécrétion de la leptine par l'adipocyte. 

i )  Effet de I 'imIine 

L'effet de l'insuline est de loin, celui qui a été le plus étudid en rapport avec la régulation 

de l'expression et de la sécrétion de la Ieptine par le tissu adipeux. Cependant, les résultats 

obtenus chez l'animal et chez l'humain semblent contradictoires. Chez les rongeurs, il est très bien 

documenté que l'injection d'insuline augmente la quantité d ' a m  de la leptine [138-1421. 

Même si l'insuline Becte  l'expression du gène de la leptine, peu d'&des ont examiné l'effet de 

l'insuline sur les concentrations plasmatiques de leptine. A ce sujet, il a été demontré que 

l'administration d'insuline augmente les niveaux plasmatiques de leptine chez des rats normaux 

mais cet effet n'est pas observé chez des rats obèses (filfa) [143]. Chez l'humain, 

l'hyperinsulinémie provoquée n'a pas réussi à stimuler la sécrétion de leptine [144-1521. De plus, 

l'augmentation pst-prandiale d'insuline ne provoque pas de hausse de leptinérnie [119]. D'autres 

résultats obtenus chez l'humain de même qu'à partir d'expériences effectuées sur des cellules 

adipeuses en culture, laissent cependant présager d'un effet stimulant de l'administration 

d'insuline sur la production de leptine [153-1601, mais cet effet n'est observable qu'après 

quelques heures d'exposition à des doses souvent très élevées d'insuline. Par wntre, l'association 

positive entre les concentrations plasmatiques de leptine et d'insuline [153,155,16 1,1621 indique 

qu'il 

cette 

existe une interrelation entre ces 

relation reste a être démontrée, il 

deux variables. Bien que l'importance 

est probable qu'elle soit le reflet d'une 

physiologique de 

régulation à long 
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terme de l'insuline sur la leptine. Certains ont même proposé que la relation entre la leptine et 

l'insuline pourrait être causée par des changements au niveau d'un troisième facteur commun à la 

leptine et a l'insuline [147]. Par exemple, les changements induits par l'insuline su. I'adipocyte 

pourraient indirectement affecter la sécrétion de leptine. 

ii) Différence sexuelle 

Le dimorphisme sexuel observé au niveau des concentrations plasmatiques de leptine 

[119,122,163- 1683 résiste à la correction pour les différences connues de composition corporelle 

entre les hommes et les femmes. En effet, même après ajustement pour une adiposité moins forte 

chez les hommes que chez les femmes, ces demières p r é s e n t  toujours des concentrations plus 

Blevées de leptine comparativement aux hommes [122,163- 1681. Cette observation a donc permis 

de suggérer que les hormones sexuelles pourraient réguler les concentrations de leptine [167]. Par 

ailleurs, même si la relation inverse entre les concentrations plasmatiques de testostérone et de 

leptine ne résiste pas à la correction pour l'adiposité chez l'homme [169], il a été proposé que la 

testostérone duninuerait [170-1721 les niveaux de leptine dans le sang. Au contraire, les 

oestrogènes augmenteraient les concentrations de leptine en circulation [173]. En accord avec ces 

hypothèses, il a été démontré que le traitement à la testostérone d'hommes hypogonadiques 

diminue la concentration de leptine dans le plasma [174]. De plus, une étude de changement de 

sexe nous porte à croire que la testostérone serait plus étroitement liée à la lephémie que les 

oestrogènes. En effet, le passage du sexe féminin à masculin (transsexuel femme-homme) par 

l'administration de testostérone, entraîne la diminution de la leptidmie, tandis que l'injection 
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d'oestrogènes, chez les transsexueis homme-femme, augmente les niveaux de leptine plasmatique 

[170]. Cependant, I'adrninistration d'oestrogènes, chez les transsexuels homme-femme, n'a pas 

afTecté les concentrations circuiantes d'oestrogènes, mais a diminué ceiles de testostérone. Étant 

donné qu'il y avait une augmentation concomitante de l'adiposité chez les transsexuels homme- 

femme. les auteurs n'ont pas &té en mesure d'évaluer les contributions respectives de la baisse de 

testost6rone et de la hausse de l'adiposité dans I'élévation des niveaux de leptine. D'autres 

résultats suggèrent que les oestrogènes réguient positivement la leptinémie [173]. À la lumière de 

ces résultats' il semble évident qu'il existe un effet régulateur des hormones sexuelles sur la 

concentration de leptine en circulation et que cette régulation explique, du moins en partie, le 

dimorphisme sexuel noté dans les concentrations plasmatiques de leptine. 

iii) Effet du jeûne et de la suraZimentation 

Chez les rongeurs, le jeûne entraîne une baisse de la concentration d'ARNrn de la lepthe, 

qui est réversible suite à une ré-alimentation [14l, 175-1 771. Les expériences effectuées chez des 

sujets humains révèlent une baisse de leptinémie plasmatique pendant une période de jeûne [177- 

1811. De la même façon que chez les rongeurs, la ré-alimentation des individus restaure des 

niveaux plasmatiques normaux de leptine [177-1801. 11 est a noter que tous ces changements 

surviennent même en l'absence de changement de poids corporel. Toutefois, contrairement aux 

rongeurs [182], la consommation d'un repas n'affecte pas la concentration de leptine chez 

l'humain [l 19'1 831. Ces résultats indiquent donc que, chez l'humain, à l'encontre de ce qui est 

proposé chez l'animal [139], la leptine n'agirait pas comme un facteur de satiété. 



N) Eflet site-spéczjîque de I 'adipocyte 

Des différences dans la production de leptine par des adipocytes provenant de dépôts 

adipeux de localisations anatomiques différentes ont été observées chez L'humain. En effef bien 

que cette différence n'ait pas toujours été rapportée [132], l'expression du gène ob est plus 

importante dans les adipocytes d'origine sous-cutanée que dans ceux provenant de dépôts adipeux 

profonds [130,13 11. Il a d'ailleurs été proposé que la différence sexuelle dans la distribution 

régionale du tissu adipeux [17,184] powait expliquer les concentrations de leptine plus élevées 

chez la femme que chez l'homme. En effet, les femmes présentent une distribution de la graisse 

principalement souscutanée tandis que les hommes accumulent préférentiellement du tissu 

adipeux viscéral [17,184]. Ainsi, une production accrue de leptine par le tissu adipeux sous-cutané 

serait tout B fait en accord avec le dimorphisme sexuel observé dans les concentrations de leptine. 

De plus, la taille et le contenu en triglycérides des adïpocytes ont également été proposés 

comme des régulateurs potentiels de l'expression et de la sécrétion de leptine par le tissu adipeux. 

En effet, il a été démontré que plus le volume de la cellule adipeuse est important, plus les 

concentrations d' ARNm de la leptine retrouvées dans l'adipocyte [185,186] ainsi que les niveaux 

plasmatiques de leptine [186] sont élevés. Bien que ces résultats suggèrent une régulation de 

l'expression et de la skrétion de leptine par la taille etlou le contenu en Lipides de l'adipocyte, 

rien n'est cependant connu quant aux mécanismes par lesquels cette r6gulation s'appliquerait- 



v) Em des gZucocortico~des 

L'état d'obésité retrouvé chez les modèles animaux, comme les rongeurs, peut ê h  éliminé 

par l'ablation des glandes surrénales et par la suite restauré suite à un traitement aux 

glucocortiw1des [187-1891. Ces observations ont donc conduit ceaains groupes a proposer un 

effet inhibiteur des glucocortiwi:des sur l'action de la leptine. L'injection simultanée de 

dexarnéthasone et de l e p h  dans le cerveau de rats normaux empêche la perte de poids causée 

n o d e m e n t  par I'sldmini-on de leptine seule [190]. Chez l'humain, les glucocorticoïdes 

augmentent également les concentrations plasmatiques de leptine [191-1931 de même que la 

sécrétion de leptine par I'adipocyte [194]. De plus, des wncentrations élevées de cortisol sont 

associées, tant chez l'animai que chez l'humain, à l'obésité, l'intolérance au glucose et la 

résistance à l'insuline [195]. Il a été démontré que la lepthe inhibe la sécrétion de cortisol par les 

glandes surrénales [196]. 11 semble que l'hormone de libération de la corticotropine (CRH) soit 

une des pièces importantes de la régulation du poids corporel par la leptine et les glucocorticoïdes. 

En effet, il est connu que le CRH inhibe la prise alimentaire chez les rongeurs [197,198], 

entraînant une perte de poids et une baisse des concentrations plasmatiques d'insuline. Étant 

donné que la leptine augmente les niveaux d'ARNm du CRH dans l'hypothalamus, il est plus que 

probable que l'action hypophagiante de la leptine résulte de l'élévation de la concentration de 

CRH [197]. Par contre, le CRH est un activateur important de l'axe hypothalamo-hypophysaire- 

surrénalien qui, lorsqu'activé, entraîne la sécrétion de glucocorticoïdes dont les effets sont 

associés au gain de poids. Cette dualite entre les effets des glucocortiw~des et de la leptine est tout 

ii fait en accord avec la régulation positive des g luco~o~wïdes  sur l'expression de leptine [199]. 



47 

En effet, l'interaction entre les gluwcorticoides et la leptine permettrait aux effets permissifs que 

les glucocorticoides exercent sur la prise de poids d'être ralentis et même supprimés par 

l'augmentation des concentrations de leptine. 

S ysdme 
Reproducteur 

Figure 3 : Représentation schématique de la régulation de la leptine. Les renseignements 
présentés dans cette f igu. ,  tiennent compte à la fois des résultats recueillis chez l'animal et 
l'humain. CRH: hormone de libération de la corticotropine; MSH: hormone mélanotrope; MC4: 
récepteur a la mdlanocoaine. 



L'importance de la leptine au niveau du système reproducteur intéresse de plus en plus les 

chercheurs. En effet, en plus de provoquer une perte de poids, le traitement à la lepthe rétablit la 

fonction reproductrice deficiente des souris ob/ob. Ainsi, le systéme reproducteur se développe 

chez Le mâle [200,201] tandis que la gestation et la lactation redeviennent possibles chez la 

femelle [201,202]. C'est pourquoi, il a été avancé que la leptine pourrait jouer un rôle important 

dans le contrôle de la fonction reproductrice. Cette hypothèse est d'ailleurs en accord avec les 

résultats issus d'expériences de surrénalectomie effectuées chez les rongeurs et montrant que 

l'ablation des glandes surrénales élimine l'obésité chez les souris ob/ob et &/&, de même que 

chez le ratfifa [18%l89]. En effet, suite à la dnalectornie, la prise alimentaire des rongeurs se 

normalise, la masse musculaire augmente, la croissance reprend et la résistance à l'insuline ainsi 

que I'hyperglycémie s'atténuent [195]. Cependant, malgré la perte importante de poids, 

l'infertilité caractéristique des animaux persiste. Ces résultats suggèrent donc que le 

développement de l'obésité ne dépendrait pas uniquement d'altérations relatives au métabolisme 

de la leptine, mais pourrait être causé par l'action des glucocorticoïdes. L'hypothèse de travail 

entourant le rôle de la leptine dans la reproduction est la suivante: la leptine, agissant comme un 

indicateur des réserves de tissu adipeux, indiquerait à I'organisme qu'il est en mesure de supporter 

une reproduction normale (Figure 4). 

Des évidences recueillies chez l'humain permettent également de croire à une fonction de la 

leptine dans la reproduction. Chez les femmes entraînées en endurance (par exemple les 

marathoniennes) et chez les anorexiques, où la quantité de graisse corporelle atteint des niveaux 
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très bas, des dérègiements du cycle menstruel, allant même jusqu'a l'arrêt des menstniations, sont 

fi-équernment observés [203-2051. De plus, des variations dans les concentrations de leptine ont 

également été notées dunint le cycle menstruel chez la femme [206]. Ainsi, la concentration 

maximale de leptine, qui coïncide avec le pic de concentration de progestérone, est associée à la 

phase luteale du cycle menstruel. 

Accumulation 
imporhntc de 
tissu adipeux 

Accumulation 
faible de 

tissu adipeux 

Figure 4 : Rôle hypothétique de la leptine dans le système reproducteur chez la femme 
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D'autres évidences laissent croire à l'importance de la leptine dans le développement du 

système reproducteur chez I'himiain. En effet, chez les jeunes garçons, la chute des concentrations 

plasmatiques de leptine l'adolescence pourrait agir en tant que signal du développement de la 

puberté puisqu'eile coacide avec l'augmentation des niveaux de testostérone [206-2081. 

Finalement, les récentes découvertes de la présence de leptine dans le cordon ombilical 

[209] de même que de la production de leptine dans le placenta [210] chez l'humain, suggèrent 

que la leptine pourrait être impliquée dans la gestation bien que son rôle à ce niveau reste inconnlr 

En rés~mé' le développement de l'obésité chez l'humain intrigue beaucoup la communauté 

scientifique et la découverte de la lepthe a permis de h c h i r  une nouvelle étape dans la 

compréhension de ce processus. Cependant, afin de déterminer avec justesse la fonction de cette 

hormone chez l'humain, il semble nécessaire d'étudier, au préalable, les associations potentielles 

entre la leptinémie et les nombreux variables métaboliques reconnues pour être affectées par une 

adiposité accrue. À cet effet, il semble de plus en plus évident que l'accumulation de tissu adipeux 

viscéral est une variable déterminante dans la détérioration métabolique liée à l'obésité. En effet, 

il est connu que I'obésité viscérale est associée à des altérations du profil lipidique à l'état de 

jeûne. Les prochains chapitres auront donc pour but de vérifier l'impact de l'accumulation 

excessive de tissu adipeux viscéral sur le métabolisme des lipoprotéines en période post-prandiale. 

Cette section de la thèse permettra également d'étudier les relations entre l'adiposité, la 

distribution du tissu adipeux de même que les complications métaboliques qui y sont rattachées7 et 

les concentrations plasmatiques de leptine chez I'homme et la femme. 



CHAPITRE 5 

LES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES DE KDL-CHOLESTÉROL À JEUN, 
ET NON CELLES D'APOLIPOPROTÉINE A-1, SONT ASSOCIJ~B 

AU SYNDROME DYSLIPID~MIQUE LI& À L'OB- VISCÉRALE 

L'article composant de chapitre est intituié : 

P l m  HDL-Cholesteroi BU Not crpo A-1 1s a Good Cornelute 
ofihe Viscerd ObesityIlnnin Resistance Dyslipiidmic Syn&ome 

(Publié dans la m e  Metabolkm 45:882-888,1996) 
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RÉSUMÉ 

L'apolipoprot6ine (apo) A-1 est une composante majeure des lipoprotéines de densité élevée (KDL), 

et il a été suggéré que la mesure de sa concentration pourrait permettre d'obtenir des informations 

additiomek quant au risque de développer des maladies wronariemes. Une population de 11 1 

hommes (age moyen SD : 35.3 * 6.6 ans), a été étudiée afin de savoir si des concentrations fkibles 

d'apo A 4  sont associées aux altérations métaboliques anactkistques du syndrome dyslipidémique 

lié à l'obésité M W e .  Ainsi, nous avons comparé les hommes des 1' et 4' quartiles de 

concentrations d'apo A 4  et de HDL-cholestérol (HDL-C), pour les variables de distribution de la 

graisse, de tolérance au glucose et les niveaux de lipoprotéines plasmatiques. Les sujets du 1" 

quartile (endessous du 25' percentiIe) de la distribution des valeurs de HDL-C, lorsque comparés à 

ceux du 4' quartile (au-delà du 75' percentiîe), étaient ovacten . - 
sés par une accumulation plus 

importante de tissu adipeux viscéral @<0.05), de même que par des concentrations plus élevées de 

triglycérides (p<0.001), d'apo B (p<0.0005) et d'insuline (p4I.01). Cependant, ces différences 

disparaissaient lorsque les individus des 1" et 4' quartiles de concentrations d'apo A-1 étaient 

comparés. Les résultats de la présente étude suggèrent que les concentrations de HDL-C sont 

associées plus étroitement, que les niveaux d'apo A-1, aux nombreuses altérations métaboliques du 

syndrome de résistance à l'insuline lié à l'obésité viscérale. 



ABSTRACI' 

Apolipoprotein (apo) A4 is a major camponent of high density iipoproteins (HDL), and it has 

been suggested thaî its measmement may provide additional information in the assessrnent of 

coronary heart disease ri&. In the present shidy, we have tested, in a sample of 1 1 1 men (mean age 

SD: 35.3 * 6.6 years), whether a low apo A-1 concentration is associated with the cluster of 

metabolic abnormaiities *ch are characteiistcs of the visceraI obesity-insulio reSiSbnce 

dyslipidemic syndrome. For that purpose, the first and fourth q d e s  of apo A-1 and HDL- 

cholesterol (C) concentrations were compared in relation to body fat distribution, glucose tolerance, 

plasma insulin and Lipoprotein levels. Men in the 1' quartile (below the 29' percentile) of HDL-C, 

d e n  compareci to those in the 4& quaxtile (above the 7Sm percentile) were characterized by an 

elevated visceral adipose tissue accumulation @<0.05), as weIi as by increased plasma levels of 

triglycerides @<0.0001), apo B @<0.0005), and insulin (p~0 .0  1). These differences were not found, 

when the 1" and 4' quartiles of plasma apo A-1 concentrations were compared. These results suggest 

that plasma levels of HDL-C are more closely associated with the various features of the viscerd 

obesity-insuiin resistance syndrome than plasma apo A-1. 



Obesity is usually associated with dkturbmces in lipid metabolism [l] and a dyslipidemic 

profile including hyperûïgiyceridemia [2,3,4,S], and hypodphalipoproteinemia [6,7,8,9] is 

£iequently obsewed among obese subjects. In f a  visceral adipose tissue (AT) accumulation shows 

stronger associations with various metabolic abnonnahies than obesity per se [IO, 1 11. Besides 

altered lipoprotein-lipid levels, an ex- of viscemi AT has been associateci with an insulin 

resistaat-hyperinsuiinemic state in both men and women [10,1 11. High plasna triglyceride (TG) and 

low plasma bigh-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) concentrations are ofken simultaneously 

observed in insulin resistant-hyperinsulinemic subjects 112-141. These alterations in plasma Lpid 

profiie and innilin levels found in v i s c d  obesity are important risk factors in the etiology of 

diabetes and coronary har t  disease (CHD) [2,8,15- 1 81. 

However, some CHD patients show nearly norxnai plasna lipid profiles. Thexefore, emphasis 

has been given to the detemination of plasma non-lipid variables, such as apolipoproteins (apo), for 

the assessrnent of the CHD risk profile in these subjects. In this regard, cross-sectional a s  weli as 

prospective studies [19-2q have reported reduced plasma apo A-1 levels in both men and women at 

risk for or with proven CHD. Thus, the measurement of plasma apo A-1 concentration has been 

suggested to provide additional information besides HDL-C in the assessrnent of CHD risk Since 

apo A4 is a major constituent of HDL particles, and considering that HDL-C levels are decreased in 

an insulin resistance state, we have tested whether low plasma apo A-1 concentrations would aiso be 

afFected as a part of the metabolic cluster found in the visceral obesity-insuiin resistance syndrome. 

For that purpose, we have compared the 1' and 4& quartiies of plasma apo A4 and HDL-C 
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concentrations in a sample of 1 11 men (mean age * SD: 35.3 * 6.6 years), in relation to body fat 

distribution, glucose tolerance, plasma insulin levels, and plasma iipoprotein concentrations. Resuits 

of this study suggest Uiat decreased plasna apo A-1 concentrations, in contrast to HDLC, are not a 

common feaîure of the cluster of metabolic abnormaiities found in the visceral obesity-insulin 

resistance syndrome. 



SUBJEKTS AND METEODS 

Subjects. One hutldred and eleven men aged 20-53 years old were recnllted through the media to 

participate in this study, which was approved by the medical ethics cornmittee of Laval University 

and an infonned consent document was signed by the participants. A complete physical examkation 

was performed by a physician in charge of the medical nrpervision of the study, which also included 

medical history. AU participants were n o ~ o k e r s  and hdthy. Exclusion criteria included diabetes, 

genetic dyslipidemias or evidence for the presence of coronary heart disease. 

Anthopomebic and body composilin meastuemen&. Weight, height, waist and hip 

circutnferences were measined foilowing the procedures recommended at the Airlie Conference 

[271, and the waist-to-hip ratio was calculateci- Body density was measlired by the hydrostatic 

weighing technique [28], and the mean of six measurements was used in the caiculation of body 

density. Percentage body fat was obtained fiom body density using the equation of Sin [29]. 

Computed tomography. Computed tomography (CT) was perfomed on a Siemens Somatom DRH 

(n=97) were examinai in the supine position with both a m  sûetchd above the head. CT scan was 

performed at the abdominal level (between L4 and L5 vertebrae) with a radiograph of the skeleton as  

a reference to establish the position of the scan to the nearest millimeter. Total adipose tissue areas 

were calculateci by delineating these areas with a graph pen and then wmputing the AT surfaces 

with atîenuation range of -190 to -30 HU [30-321. Abdominal visceral AT area was m e a d  by 
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drawing a iïne witbin the muscle wall surmunding the abdominal cavity. The abdominal 

subcutaneous AT area was dculated by subtiacting the visceral AT area fkom the total abdominal 

AT area 

Onzi glucose tocenUrce feit. A 75-g orai gil~cose tolerance test (OG'IT) was performexi in the 

moming after an ovemight fast Blood samples were collecteci mder EDTA and Trasylol (Miles, 

Rexdide, Ontario, Canada) through a venous catheter h m  an antecubital vein at -1 5, O, 15,30,45, 

60, 90, 120, 150, and 180 minutes for the detemirdon of plasma glucose and insulin 

concentrations. Plasma glucose was m d  enymatically [33], whereas plasma insulin was 

m d  by radioimmunoassay (RLA) with polyethylene glycol sepadon 1341. However, the assay 

used for the measurement of plasma ionilin showed some cross-reactivity with proinsulie As 

diabetes was an exclusion criteria in our shidy, we beleive that such cross-reactivity did not have a 

signtficant impact on results obtained and theu iuterpretation. The glucose and insulin areas under 

the cuve dining the OGTï were detennined with the trapezoid method. 

PIizsmo @oprotein malyses. Blood samples were obtained in the moming after a 12-hour fast h m  

an antecubital vein into vacutainer tubes containhg EDTA. Cholesterol (CHOL) and triglyceride 

levels in plasma and in Iipoprotein k t i o n s  were m e a d  enqmatically on an RA-1000 

lipopmteins (VLDL; dc1.006 g / d )  were isolateci by ultracentrifugation, and the HDL M o n  was 

obtained d e r  precipitation of lowdensity lipoprotein (LDL) in the infianatant (cb 1.006 glrnl) with 
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heparin and MnCI, [36]. The cholesterol content of HDL, and HDL, subfkctions was also 

determineci a h  M e r  precipitation of HDL, with de- d a t e  1371. Total apo B concentration 

was measlrred in plasma whereas LDL-apo B and HDL-apo A4  were m d  in the infr;uÿitant 

(&1.006 g/ml) by the rocket immuwel~phoret ic  method of Laureil, as prevïously deScnbed 

[38]. The lyophilized serum standards for apo measurements were prepared in our iaboratory and 

caiibrated with reference standards obtained h m  the Centers for Disease Control. Atlanta, GA The 

cumulative coefficients of variation for the measurements of HDL-C and apo A-1 were 3.3 % and 

3.4% respectively. 

S i ~ r z l  malyses. Student's T-tests were used to compare the different quartiles of the apo A4 and 

HDL-C concentrations. Pearson's product-moment correlation coefficients were used to quant@ 

associations between means. AU -cal analyses were performed with the SAS statistical package 

(SAS Mtute, Cary, NC). 
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RESULTS 

Figure 1 shows the relationship between plasma apo A-I and HDL-C levels. Although a 

signifiant correlation was noted, the shared variance only feached 32% which suggested that apo A- 

I measurements couid not be used to estimate HDL-C levels. 

Figure 2 shows that whereas plasma HDLcholesterol levels were signüicantiy correlated with 

visceral adipose tissue accumulation meanned by computed tomography, apo A-I conceniration was 

not a significant cornlate of visceral adipose tissue deposition. 

The characteristics of men in the 1. and 4& quartdes of the plasna apo A-1 and HDLC 

concentrations are presented in Table 1. Subjects in the 1. quartile of plasna apo A4 levels did not 

differ fiom those in the 4' quartile of apo A-1 concentrations for body &ess variables. In contrast, 

cornparisons related to HDL-C concentrations showed that subjects in the 1' quartile haû increased 

body weight, BMI, %body fa5 fat mas  (FM), waist and hip circUIIlferences, as  weii as a higher 

waist-to-hip ratio (WHR) compareci to men in the 4'" qwrtile. Men in the 1' q u e  of HDL-C 

concentrations aiso had increased levels of visceral AT compared to those in the 4& quartile, and this 

ciifference in visceral AT was not found for apo A4 subgroups. 

Table 2 compares plasma Iipoprotein-lipid concenhrations between subgroups characterized 

by low and hi& levels of either plasma apo A-1 or HDL-C. Very few ciifferences were noted 

between the 1" and 4& quartiles of apo A-I distribution as  only plasma HDL-C, HDI& and HDL& 

levels were difKerent among the groups. On the other han& when subjects were subdivided on the 

basis of HDL-C concentrations, a l l  metabolic variables were significantly different between the 1' 

and 4& quartiles, with the exception of plasma cholesterol and LDL-C levels. 
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Cornparison of mean lipoprotein ratios presented in Table 3 reveaied that subjects with low 

leveis of plasma apo A 4  were characterized by increased CHOUHDLC, LDL-UHDLC and HDL- 

TG/HDL-C d o s y  whereas subjects with Iow HDLC concentrations wae significantly different 

h m  subjects with high HDLC levels for d iipoprotein ratios considend 

Figure 3 shows the glyamic and insulinemic responses of subjects in the 1' and 4& quartdes 

of apo A 4  and H D L C  concentrations to the oral glucose tolerance test (OGTT'). When compared to 

those of the 4"' quartile, subjects of the 1' quartiie of apo A 4  had identical glucose and insulin 

responses to the oral glucose challenge. Howevery although areas under the curves of glucose levels 

diaing the OGTï were not statistidy different between both quades, subjen~ with low plasma 

HDL-C levels were chantcterized by significantly higher levels of insulin in the fasting state as weil 

as during the OGTï compared to men with high concentrations of HDLC. These differences 

d t e d  also in a signifïcantly greater area imda the curve of insulin for subjects with low HDL-C 

concentrations. 
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DISCUSSION 

Viscerd AT accumdation is an important correlate of the metabolic pronle observed in obese 

men and women 111. Indeed, increased plasma TG levels [2-51 and decreased HDLÇ concentmtions 

16-91 are fkquently observed in subjects with excess vkcexal AT. Furthemore, the insulin 

state associated with visceral obesity [l O, 1 11 may lead to alterations in lipid metaboh [12,13,14]. 

This cluster of metabolic abnodt ies  inmases the risk of CHD [2,8,15-181. 

The relationship betwem reduced HDL-C levels and CHD is weU documented. Since apo A-1 

is a major component of HDL particles, it has been suggested thai measuring plasma apo A-1 

concentrations could provide information which wodd cornplexnent HDL-C levels in the assessment 

of CHD risk [19-261. In hicf plasna apo A-1 concentrations, especially in normolipidemic subjecîs, 

have been found to be a betta predictor of coronary artery disease (CAD) than plasma lipid b e l s  

[38,39]. Furthennore, in case-control shidies [4û,41], men with CAD showed significantly lower 

plasma apo A-1 concentrations compared to control subjects. 

In the present study, although apo A-1 concentrations were significantiy correlated with HDL- 

C levels, low levels of apoA-1 were not indicative of the alterations in adipose tissue distribution and 

anthropometric variables similar to those associd with reduced levels of HDL-C. Subjects with 

low levels of plasma HDL-C were characterized by increased body weight, BMI, FM, waist girth 

and WHR AIthough a relationship between elevated BMI and low plasma apo A-I concentration has 

already been reporteci 1421, it was not found in the present study. Furthemore, apo A-I levels were 

not associated with any measures of body faines in contrast to low HDL-C. 
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A decreased plasma HDL-C concentration represents a plasma lipid a b w d t y  fkquentiy 

found in obese subjects. Our analyses showed tbat subjects with low levels of HDL-C had 

signincant alterations in their plasma lipoprotein-lipid profile compared to men with high plasma 

HDL-C concentrations. With the exception of cholesterol and LDL-C, which are poor correlates of 

Msceral obesity and insulin resistance [15,43], and HDL-TG, d other Iipid parameters including apo 

B levels were significantly different betwbetween the two quartiies of plasma HDL-C concentrations. On 

the other hanci, subjeçts with low levek of apo A4 did not show any major M'nces in their 

overail lipoprotein-lipid profile when compared to those with high plasna apo A4 concentmiions. 

Measurement of lipopmtein ratios reveaied that men with low plasma HDL-C Ievels had 

lipoprotein ratios predictive of an increased CHD risk compareci to those with high HDL-C 

concentrations. However, subjects in the l0 quartiie of apo A-1 showed differences compared to men 

of the 4& q d e  that were not as marked as those that were observed when HDL-C lowest and 

highest quades were compared. These results suggest tbat measurement of apo A-I alone may be 

inadequate to appropriately assess CHD risk and the presence of the cluster of metabolic 

abnormalities (insulin resistance dyslipidemic syndrome) noted in viscerai obesity. Indeed, 

differences in plasma insulin levels, were noted between the subgroups of low vs hi& HDL-C 

levels. Men with low HDL-C levels had significantly higher fasting innilin levels as weli as 

following the glucose load comparai to men with higher levels of HDL-C. These ciifferences in the 

response rnay irnply that our nondiabetic men with low HDL-C were characterked by a 

compensatory increase in insulin to a glucose challenge resulting fkom a state of insulin mistance. 
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No such differetlce in insulin levels was observed between subjects with low vs high plasma 

concentrations of apo A-1. 

Since HDL-C concentrations have been reported to be decreased in the v h m i  obesity- 

insulin resistance syndrome [44,45], the lack of concomitant variation in apo A-1 may reflect 

alterations in the composition of HDL. The esthmion of the relative CHOL content of HDL 

particles, as d e l y  assessed by the HDLUapo A4 ratio, was not different between the 1' and 4' 

quartiles of the plasma apo A 4  concentrations. Thus, low lewels of apo A-1, that are believed to be 

indicative of a reduced number of HDL particles, were not associated with major changes in HDL 

composition. However, the complexity of HDL composition requires that more studia assessing 

HDL particle number and composition need to be conducted before a h conclusion can be reached 

on this issue. Furthemore, the cornparison of the 1' and 4& quartiles of plasma HDL-C revded that 

both plasma apo A 4  and the relative cholestml content of HDL particles (as estimated by the HDL- 

Uapo A-1 ratio) were significantly different between the two HDL-C subgroups. In this regard, it 

has been reported that obese women show r e d u d  HDL4hol concenMon per mole of HDL 

protein compared to leaner subjects [42]. In the present study, men in the 1" quartile of HDL-C 

levels had hcreased levels of body fat and a decreased HDL-C/apo A-1 ratio, a fïnding which is 

concordant with these previous d t s .  Furthemore, results h m  the Atherosclerosis Risk In 

Communities (ARIC) Study [46] also support this notion also, since it was reported that the 

reduction of HDL-C concentrations observai with obesity was primarly due to its associations with 

plasma TG levels, whereas changes in HDL-C concentrations attributable to a change in plasma apo 

A-1 levels was more closely mediated by smoking and alcobol co~lsumption. The elevated viscerai 
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AT accumulation wmmody observed in the innilin resistance syndrome, is associated with 

in& plasma TG levels, therefore providing substrate for lipid exchange with HDL by the action 

of lipid W e r  proteins (Le. CETP). This process leads to changes in the core composition of HDL 

particles, such as TG e~chment ,  rather than dteratiom in its protein composition. In our subjects, 

increased visceral AT accumulation and inaeased TG levels were observeci among subjects in the l* 

quartile of HDLC compared to the 4.. These metabolic characteristics are in concordance with 

those reported in the ARIC Study. It is therefore proposed that the denmsed plasma HDL-C 

concentrations found in subjects with the feahires of the v i s c d  obesity--insulin resistance syndrome 

may be due to reductions in both HDL particle number and cholesterol content 

In summary, we have attempted to compare how low levels of apo A-1 and HDL-C couid 

identw individuals showing the features of the insulin resistance4yslipidemic syndrome found in 

visceral obsese men in this regard, it appears that low levels of apo A-I provide less information 

than low HDL-C levels, and that a reduced apoprotein A-1 concentration does not appear to be a 

component of the prevalent metabolic cluster associated with the insulin resistance syndrome. 

Moreover, studies have shown that plasma apo A4 concentrations did not add to the predictive value 

of HDL-C and other conventionna1 CHD risk factors [20,47,48]. Thus, results of the present study 

do not support the measurement of apo A-1 in addition to conventionnal lipoprotein-lipid levels for a 

more precise assessrnent of CHD risk. 
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Figure 1: Relationship between plasma high density Lipoprotein cholestaol (HûL-C) and apo A-1 

concentrations in the sample of 1 I 1 men of the study. 

Figure 2: Correlations between viscerd adipose tissue accumulation and fasting plasma HDL- 

cholesterol (upper panel) as weii as apo A-I concentrations (bottom panel) in the sample of men 

(n=97). 

Figure 3: Plasma glucose and insulin responses foilowing a 75g oral glucose load among men in the 

i* , 2\ 3" and 4& q d e s  of plasma apo A-1 (panels A and C) and HDL-C @aneh B and D) 

concentrations. 

* AUC significantly different fiom quartiles 1 and 2 at the p<0.01 ievel. 

3d quart.de of HDL-C: insulin levels are significantly dinerent fiom the 1st and 2nd quartiles of 

HDL-C at 0, 15,30,45,60,90 minutes and from the 2d q d e  at 180 minutes. 

4"' q d e  of HDL-C: insulin levels are sigdicantly different h m  the 1st and 2nd quartiles of 

HDLC at 0, 1 5,30,45,60,90, 120 minutes and fiom the 2* quartile at 1 80 minutes. 



Table 1: Physical charactcrinics of men in the Ist, 2ndl 3rd and 4th quartiles of the apo A-l and HDL-C concentrations 

APO A-I H D L C  
-. 

1st qunrtlle 2nd quartile 3rd quartile 4th quartile 
n=26 na28 n=29 na28 

BMI (kglm2) 27.7 * 3.8 

%Body fat 25.2 * 7.5 

Fat mas (kg) 21.6k 8.2 

Waist girth (cm) 95.6 * 10.8 

WHR 0.94 * 0.06 

CT-DERIVED ABDOMINAL AT AREAS a 

Total ( c d )  389 * 118 

Visceml (cm2) 129 * 47 

Suôcutancous (cm2) 260 * 86 

- - -- 

1st quartilc 2nd quartile 3rd quartile 4th quartile 
nu27 n=28 11.127 nm29 

a Apo A-1 : 1st: n=23; 2nd: n=25; 3rd: n=23; 4th: n=26; 
HDL-C : 1st: n=24; 2nd: n=27; 3rd: n=24; 4th: n=22; 

1: significantly different fiom the 1st quartile 
2: significantly diffcrcnt h m  the 2nd quanile 
3: significantly different h m  the 3rd quariilc 





Table 3: Means of lipoprotein ratios of men in the 1% 2nd. 3rd and 4h quarîilcs of ihe apo A-1 and HDL-C concentrations 

Apo A-1 

1st quartile 2nd quartile 3rd quartile 4th quartile 
n=26 na28 n=29 n=28 

1st quartile 2nd quartilo 3rd qeartlle 4th quartile 
n=27 11-28 nm27 n-29 

CHOL/HDL-C 5.70 * 1.38 5.15 * 1.45 4.6611.371 4.5011.161 

LDL-C/HDL-C 3.8811.05 3.47 1.21 3.21 k 1.14 1 3.00k0.89 1 

LDL-apo B/LDL-C 26.4 * 3.0 25.3 * 3.3 23.9 I 3.27 1 255 * 3.5 

HDL2-ChIDL3-C 0.5 1 I 0.16 0.54 k 0.20 0.58 I 0.23 0.58 * 0.29 

MDL-TGMDL-C 0.37 * 0,13 0.30 * O. 10 0.23 * 0.08 112 0.24 * 0.09 182 

HDL-CJapoA-1 0.0 10 k 0.002 0.0 10 k 0.M 1 0.0 10 * 0.002 0.009 I 0.002 

1: significantly different fiom the 1st quartilc 
2: significantly different from the 2nd quartile 
3: signiflcantly different from the 3rd quanile 
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CHAPITRE 6 

MÉTABOLISME POSTPRANDIAL DES TRIGLYCÉRDES : 
EFFET DE L'ACC'üMUIATION DE TISSU ADIPEUX VISCÉRAL CHEZ L'HOMME 

L'article composant ce chapitre est intitulé : 

Posprandial Triglceride Response in Viscerai Obesity in Men 

(Sous presse drmF la revw Diabetes) 
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Même si des altérations métaboliques sont fi&pmment rapportées chez les sujets obèses, une 

accumulation excessive de tissu adipeux viscéral est plus étroitement associée a des concentrations 

plasmatiques élevées de triglycéndes et d'insuline, de même qu'à des niveaux plus faibles de KDL- 

cholestérol, que l'obésité en-soi. De plus, la conceonration piasmatique de îrigiycéndes à jeun est un 

puissant indicateur de l'amplitude et de la du& de la réponse triglycéridémique en période 

postpraadiale. Toutefois, il n'existe que peu d'infonnafions relatives aux contributions respectives 

de l'obésité et de la graisse viscQale dans les variations de clairance des triglycérides plasmatiques 

en période postpratldiale. Dans la présente dtude, nous avons observé des différences potentielles 

entre les réponses postprandiales de lipoprotéines riches en triglycérides (LRT) de sujets caractérisés 

par une accumulation faible vs élevée de tissu adipeux viscéral. Dam un échantillon de 43 hommes 

(âge moyen * SD : 41.3 9.6 ans), une adiposité importante et une accumulation excessive de 

graisse viscérale étaient associées à une réponse exagérée en triglycérides durant la période 

postprandiale (r compris entre 0.33 et 0.45). Nous avons également noté une forte association entre 

les concentrations de triglycérides à jeun et en période postpmdide (14.79,  p<0.0001). Loque 

p&s pour la proportion de masse grasse, les individus présentant une accumulation élevée de tissu 

adipeux viscéral (> 1 30cm2 ; n=1 O), mesuré par tomographie axiale, étaient caractérisés par une 

réponse plus importante des fiactions de MOYENNES et PETITES-LRT (p<0.05) comparativement 

à ceux montrant une accumulation plus faible de graisse viscérale (4 30cm2 ; n=10). De plus, cette 

réponse augmentée en triglycérides dans les PETITES-LRT chez les sujets ayant une importante 

accumulation de tissu adipeux visckd, n'était pas accompagnée d'une plus grande réponse en 
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rétinyl plamitate daas cette -on de LRT. Des réponses plus élevées en insuline et en acides gras 

libres ont également été observées en période postprandiale chez les sujets ayant une accumulation 

importante de graisse viscérale. Finalement, l'activité de la lipoprotéine lipase dans le plasma pst- 

hépariné était corrélée négativement à la réponse postptandiale en trigiydxides plasmatiques dans un 

sous-échantiUon de 32 individus ( ~ û . 3 7 ,  @.OS) Les résultats recueillis dans la présente aude 

suggèrent que l'obésité viscérale est associée à la détérioration de la ciauance des trïgiycérides en 

période postprandiale. De plus, une réponse postprandiale exagérée m acides gras libres chez les 

individus présentant une accumulation excessive de graisse vischle  suggère que l'obésité viscérale 

contribuerait à l'hyperîriglycéndémie, à jeun et en phase postprandiale, en altérant le métabolisme 

des acides gras libres durant la période pstprandiale. 



Although rnetabolic distirrbances are o h  observai in obese patients, an increased visceral 

adipose tissue (AT) accumulation has been shown to be more closely associated with high fast* 

triglycaide (TG) and iasulin levels as well as with low highdensity Lipoprotein cholesterol 

concentrations than excess body h t n s  per se. Inkredngiy, the nisting concentration of plasna TG 

has been shown to be an important determinant of the magnitude and duration of the postprandial 

TG respo~l~e. Yet, M e  is lmown about the respedve contributions of obesity vs excess viscerd AT 

to the variation in postprandial TG clearance. In the present study, we examined potential ciifferences 

in postprandial TG-rich fipoprotein (TKL) responses in abjects characterized by high vs low levek 

of viscerd AT. In a sample of 43 men (mean age * SD: 41.3 * 9.6 years), we found that excess body 

fatness as well as v i d  obesity were both associated with increased postprandial TG responses in 

TOTAL-TRL (r between 0.33 and 0.45). We also found a strong relationship between fastllig plasma 

TG levels and postprandial total TRL-ûiglyceride concentrations (14.79, p<O.OOO 1). M e n  miitched 

for total body fat mass, iodividuals with high levels of visceml AT (> 130 cm2; n=10), assesseci by 

computed tomography, were characterizRd by increased MEDIUM and SMALL TRL-triglyceride 

responses w0.05) compared with subjects displaykg low visceral AT accumulation ( 4 3 0  cm2; 

n=10). Moreover, this elevated response of SMALL-TRL triglycerides noted in men with high levels 

of viscerd AT was not accompanied by a concomitant increased retinyl palmitate response in this 

TRL fiaction, suggesting that viscerai obesity is accompanied by higher postprandial VLDL 

production compared to obese men with a lower accumulation of visceral AT. Increased 

postprandial insulin and free fatty acid (FFA) responses were also noted in men with high levels of 
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viscerd AT. Finally, pst-hep& plasma iipoprotein Iipase activity was negatively correlated with 

the TOTAL-TRL trïglyceride response in a subsarnple of 32 individuals (~4.37, p<O.OS).The 

resuits of the present study suggest tbat visceral obesity is associated with an irnpaired postprandiai 

triglyceride clearance. Furthexmore, the exaggerated postprandial FFA response obsened in subjects 

with high viscaaf AT suggests that visceral O- may contribute to fasting and postprandial 

hypertriglyceridemia by altering FFA m e t a b o h  in the postprandial state. 

Key Words: Postprandial lipemia, visceral fa2 fkt mas, insulin, lipoprotein Iipase and free fatry 

acids 
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INTRODUCTION 

Numerous aiterations in plasna lipid and lipoprotein concentrations are found in obese 

patients [1,2]. Indeed, obese individuals, especidy those with an increased abdominal adipose tissue 

(AT) accumulation, are charaderized by higher niSting plasma triglyceride (TG) [36] and lower 

HDL-cholestaol[7-101 coM.Rntraitions compared to lean individuais. These alterations are known to 

increase the risk of coromay heart disease. An increased viscerd adipose tissue accumulation 

promoting an increased VLDL and apofipoprotein (apo) B semetion as well as  a reduced fipoprotein 

lipase (LPL) activity m e a d  in the plasna of obese subjects are believed to play a signifiant role 

among factors involveci for the dyslipidemic state of abdominal obesity [Il]. 

Most studies on the characterizaton of ptasma iipopmtein levels in obesity have ken done 

in the fasting state and postprandial Iipoproteins have generally ken neglected, The interest for 

postprandiai studies grew when Z i l v d t  [12] hypothesized that the development of atherosclerosis 

could be a postprandial phenornenon. Since then, postprandiai lipoproteins have received more 

attention and it has k e n  reporteci that dietary fat tolerance is affêcted by numerous factors such as 

age [13,l4], gender [13,15], diet [16], physical activity [17] and NIDDM [18,l9]. Disturbances in 

dietary fat tolerance have also been relaîed to anthropometric indices of body composition. Indeed, 

Lewis et al [20] reported a greater 24-hour postprandial response (area under the incremental curve; 

AUIC) for plasma TG in obese subjects (body-rnass index; BMI-44 kg/m2). However, because 

obesity was defined only on the b a i s  of BMI, the relation between viscerd AT accumulation and 

postprandial lipemia was not investigated. Visceral obesity has been related to alterations in the 

fasting lipoprotein profile [11,21], but littie is known about the potentiai relation of viscerd AT 
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accumulation to postprandiai TG response. Whether the hypertngîyceridemic state that characterizes 

viscaai obesity is an important d e h  t of the magnitude and dudon of the postprandiai TG 

respome is aIso rinknown 

Therefore, the aim of the present shidy was to examine the postprandial respollses of various 

TG-rich lipopmteins (TRL) and their potential relaîioaîhips with accss b e s s  in compouison to 

high lwels of viscerai AT. For this prirpose, 43 adult men wae investigated and plasna TRL 

responses rneasured over a period of 8 hours foilowing a meal with a high fat content. Resuits h m  

the present study suggest that visceral AT accumulation is essociated with an impaired postprandial 

clearance of plasna TRL. Furthemore, alterations in postprandid fîee fatty acid (FFA) mdaboli.cm 

could contribute to the dishdmces in postprandial TRL clearance in visceral obesity. 
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S W m S  AND METHODS 

Subjecis Forty-three men, 22 to 56 years of age (mean age * SD: 41.3 9.6 years), were lecnllted 

through the media and selected on purpose to cover a wide range of body fmess values. Subjects 

gave their written consent to participate in the shidy which was approved by the Medical Ethics 

Commitke of Lavai University. Men with diabetes or with coromry heart disease were excluded 

h m  the present study. None of the subjects was on medication known to affect insului action or 

piasna Lipopmtein levels. 

AnUiroporneoic und Body Compmiüim Measunmen& Body weight, height, waist and hip 

ircderences were m d  following standardized procedures [22], and the waist-to-hip ratio 

(WHR) was calculad Body density was m d  by the hyQostatic weighing technique [23]. The 

mean of six matsurements was used in the calculation of percent body fat h m  body density using 

the equation of Sin 1241. Fat mass was obtained by multiplying body weight by percent body fat 

Compuied Tomography (Cg. V i d  AT accumulation was assessed by CT, which was performed 

on a Siemens Somatom DRH scanner (Erlagen, Gerrnany) using previously described procedures 

[25,26]. Briefly, the subjects were examined in the supine position with both amis stretched above 

the head. The s c a ~  was performed at the abdominal level @etween L4 and L5 vertebrae) using an 

abdominal scout radiograph in order to standardize the position of the scan to the ne- miIlimeter. 

Total AT area was calcdated by delineating the abdominst scan with a graph pen and then 

wmputing the AT surface with attenuation range of -1 90 to -30 HU [25-271. The abdomid viscerai 
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AT area was rnarnaed by drawing a h e  within the muscle waU surrounding the abdominal cavity. 

The abdominal subcutaneous AT area was catcuiated by subtracting the visceral AT area h m  the 

total abdominal AT area 

Oral L@if Tolermce T s t  (OLm. After a 12-hour overnight fasf an intravenous catheter was 

inserted into a forearm vein for blood sampiing. Each participant was given a test meal containing 

60g fatm2 body ody a m  and 60 000 UI of vitamin A (Aquasol A Astra Pharmaceutid, 

Westboroug4 MA) [28]. The meal consisied of eggs, cheese, toasts, peanut butter, peaches, whipped 

cream and millr Composition of the meal was 64Y0 fat, 18% &hydrate and 18% protein. The test 

meal was weil tolgdted by al l  subjects. After the meal, subjects were not allowed to eat for the next 

8 hours but were given fixe access to water. B I d  samples were draw before the meal and every 2 

hours d e r  the meal over an 8-hour period; samples were handed in a nimmed light to avoid 

detenoration of vitamin A, 

v art hg and Poslprandiài ffarma Lipoprotein Concenâcifions. Phsrna was separateci immediately 

after blood collection by centri.fLgation at 3000 rpm for 10 minutes at 4°C and placeci in aluminium 

foi1 wrapped tubes. Triglycende and cholesterol concentrations in total plasma were detennined 

enymaticaily on a RA- 1000 Auto-Aoalyzer (Technicon instruments Corporation, Tarrytown, NY), 

as previously described [29]. Each plasma sample (4d) was then subjected to a 12-hour 

ultracentrifugation (50 000 rprn) in a Beckman 50.3Ti rotor (Palo Alto, CA) at 4OC, in 61x11 Beckman 

Quickseal tubes, which yielded two ktions:  the top k t i o n  containing TRL (d4.006 g/ml; 
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TOTAL) and the bottom naction consisting of txiglymïde-poor iipoproteins (d>1 .O06 glml). Using 

the distilleci watcr layering technique and modifiai method of Ruotolo et al 1301, the TOTAL-TRL 

M o n  was M e r  separated, by a 5-minute spin (40 000 rpm) at 4OC using the same tubes and 

rotor, into three &lasses of TRL namely: LARGE, MEDIUM, and SMALL. A d volume 

(1 00ml) of a d=l .O19 @ml saline solution was added to the TOTAETRL fiadon to Wtate  water 

layering. The LARGE-TRI, fritdion was collectai by tube slicing and made up to a final volume of 

1 ml with O. 15M NaCl. The next 3 ml of the midde layer were collecteci by aspiration as MEDIUM- 

TRL and the h a i  2 ml were coosidered as the SMALL-TRL MOIL HDL particles were isolated 

fiom the bottom M o n  (dX -006 ghl)  a f k  precipitation of apo B-containing lipopmteins with 

heparin and MnCl, [31]. The triglycerïde and cholesteroi contents of each fiaction, e.g. LARGE, 

MEDIUM and SMALL-TRC as well as HDL, were quantifid on the Auto-Analyzer. AU Lipoprotein 

isolation procedures were wmpleted within 2-3 days of the fat load, and samples protected fiom 

light at all times for later assays. Plasma FFA were measured at 0, 2, 4, 6 and 8 hours using a 

colorimetric method [32]. 

Post-Hep& P h m a  Lipoproteh L@ase A&& ( P H P L )  

Plasma LPL activity was also measured on one occasion in subjects after a 12-hou- overnight fast, 

10 minutes after an ineavenous injection of heparin (60 W/kg body weight). The activity was 

measured using a modification of the method of Nilsson-Ehie and Elrman [33], as previously 

described [34], and expressed as nmoles of oleic acid released per ml of plasma per min 
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ReiUIyI Palmilaie (RF) Me(~~wmnen& The RP content of TOTAL as weli as LARGE, MEDIUM 

and SMALL-TRL M o n s  was analyzed using high-performance iiquid chromatography (IIPLC) 

as previously d d b e d  [30]. Bnefly, aliquots of 100 mi of TOTAL and LARGE-TRC as weii as 

500 mi of MEDIUM and SMALL-TRL were used for the analysis. The volume of total and 

LARGE-TRL fiactions was adjusted to 500 ml with 0.15M NaCl. A volume of 200 ml of retinyl 

acetate 200 ng/ml; SIGMA, St-Louis, MO) was added to each sample as internai standad The 

extraction of RP h m  the sarnples was obtained by addition of 500 ml of methanol foilowed by 500 

ml of mobile phase buffer prepartd h m  90 mi of hexane, 15d of n-butyI chlonde, 5d of 

acetonitrile and 0.0 1 ml of acetic acid (82: 135 by volume with 0.0 1 ml of acetic acid). Tubes were 

mixed thoroughly after each addition step. AU solvents used were HPLC graded (Caledon 

1500 rpm (room temperature). This procedure yielded two distinct phases. The upper phase, 

containing the RP and \vas carefùlly removed and placed in separate autosampler W. vih 

were then placed in an autosampler h m  Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) and samples 

a n a l e  with a HPLC system h m  Waters (Waters Associates, Milford, MA). The RP and RA 

peaks were detected at 325 m. The RE' concentration (in RA quivalent) of every fiaction was 

calculated accordhg to the equation of Ruotolo et al [30]: 

RP (ng W m l )  = (RP peak area/RA peak area) x (l/volume of sample used) x 40 ng RA 

Ghcose and Insulin Concentratiom. Fasting and postprandial plasma glucose concentrations were 

determined using the glucose oxidase assay [35] (SIGMA, St-Louis, MO). Plasma insulin levels 
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were measured by a commercjal double antibody radioimmunoassay (LINCO Research, St-Louis, 

MO) thaî shows iittle cross-reactivity (<0.02%) with pro-insulin 1361. 

ShztktiM Anmes. AU analyses were conductecl on the SAS Stabsticai package (SAS idtute,  

Guy, NC). Pearson product-moment correlation coefficients were used to quanti@ associations 

between vanables. Subjects rnatched for body fa mas, were aiso subdassified on the basis of 

viscerai adipose tissue accumuiatïon in accordance with previously proposed cutpoints [37]: 1) low 

viscerai AT ( les than 130 CU? ; 1140) and 2) high VisCaal AT (ova 130 cm2; 1~10). Differences 

between these two subgroups were tested for significance using the Student t-test. ANOVA for 

repeated measures was performed within each subgroup of visceml AT accumulation in order to test 

overall dif'férences in TOTAL, LARGE, MEDIUM and SMALL-TRL tcigiyceride leweis over tirne. 

The same procedure was performed with plasma insulin, giucose and FFA concentrations. The 

different areas under the curve of triglyceride, FFA, Uwlin, glucose, and RP wncentraîions were 

determinai by the trapezoid method. Statistical adjutment of data was perfomed with the General 

Linear Model (GLM) procedure with adjustments for age &or fasting plasma TG concentrations. 



Physicai and metaboiic variables were charactaized by substantial variation arnong 

individuals (Table 1) as expaaed h m  the selection of subjects. Associations between body h e s s  

and AT distribution variables with fasting and postpratldial tnglyceride concentrations in TOTAL- 

TRL are s h o w  in Table 2. AU adipsity indices showed positive correlations with TRL tnglyceride 

levels d in the fasting or postprandial states. AU adiposity variables were also signifïmtly 

conelated with the postprandial triglyceride respome in TOTAL-TRL (defineci as the incremental 

area below the O to 8-hour TG m e ;  AUIC). F d ~ e r m o r e ~  ahhough ali adiposity indices showed 

comparable correlation coefficients, viscaal AT cross-sectionai area (in c d )  and total body fat m a s  

(in kg) were the best correlates of postprandial TE& concentrations. 

Table 3 shows the relationships of fasting plasna and lïpoprotein-lipid concentrations to 

fasting as weil as postptii~ldial TRL triglyceride levels. A strong correlation was found between 

f h g  plasma TG levels and both the total (AUC) and incrementd area under the O to 8-hour curve 

for TOTAL-TRL triglycerïdes. We aiso found significant correlations between fasting insulin levels 

and triglyceride concentrations of TOTAL-TRI, m e a d  during both the fasting and postprandiai 

periods. On the other han& fasting HDL-cholesterol concentrations were negatively correlated with 

fasting and postprandial total TE2L triglyceride levels. 

In an attempt to better isolate the contribution of visceral AT accumulation to the altered 

postpmdial TRL responses in obesity, we matched subjects on the basis of total body fat mass and 

compared two groups with hi& vs Iow levels of visceral AT (Fig.1). individuals with high levels of 
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viscerd AT were older than those with low v i s a d  AT (mean age I SD: 48.0 & 6.3 vs 36.0 2 10.3 

y=, p<O.Ol) 

Figure 2 illustrates trïgiyceride concentrations in TOTAL as weil as in LARGE, MEDIUM 

and SMALL-TRL fiactions before ami foilowing meal ingestion among subjects mstched for fat 

mass but with different levels of viscerd AT. No difference was found in fâsting ûigIyceride 

concentrations containecl in TOTAL as well as in LARGE, MEDIUM and SMALLITRL. However, 

subjects characterized by a hi& viçcaal AT accumulation showed higher concentdons of 

TOTAL-TRL triglycerides at the 8-hour thepoint compared to subjects with Iow leveis of visceral 

AT ('p4.05). Fiirthermore, hdividuals with high visced AT accumulation tended to be 

characterized by an increased TOTAL-= triglyceride AUIC compareci to those with low visceral 

AT deposition (p=0.06). Although no difference in postprandial LARGE-TRL triglyceride AUIC 

was found between the two subgroups, increased MEDIUM and SMALL-TRL triglycerides AUIC 

were noted in men with high levels of visceral AT (Fig.2) We also noted that triglyceride 

concentrations of TOTAL as weU as LARGE, MEDIUM and SMALL-TRL at 8 hom were back to 

fasting values among men with low levels of visceral AT. However, among subjects with excess 

viscerai AT accumulation, MEDIUM and SMALL-TRL trigIycerides measured at the 8-hour 

tirnepoint remaineci significantly higher tban fasting levels. 

Postprandial changes in retinyl palmitate in TOTAL as well as in LARGE, MEDIUM and 

SMALL-TRL subfiactions are ïilusûated in Figure 3. We found that subjects with elevated visceml 

AT were characterized by significantly increased RP area under the incremental O to &hou cuwe 
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for TOTAL, LARGE and MEDIUM-TRL. With the exception of the dhow fimepoint, no ciifference 

in RP contained in SMALL-TRL was observed between men with low vs hi& levels of visceral AT. 

We noted an increased postprandial insulin AUIC among men with high levels of visceral 

AT, while no clifference was obsemed in postprandial glucose concentra.tions between the two 

subgroups (Figrne 4). Although no Merace was noted in postprandial FFA levels prior to 8 houn, 

we found an increased FFA area under the incremental O to 8-hour curve in individuals c- 

by a hi& v i s c d  AT accumulation. Furthemme, differences in the postprandial FFA profiles of the 

IWO subgroups were noted. We observeci rather stable postprandial FFA concentrations in the low 

viscerat AT subgroup, whereas FFA levels progressively increased following the meai among men 

characterized by a high visceral AT accumulation. An analysis of variance on repeated measures 

revealed no tixne-relared difference in FFA concentrations among subjects with low levels of viscerd 

AT whereas subjects with a high visceral AT accumulation had FFA concentrations at 8 hours which 

were sipnincantly higher than fasting levels. In addition, postprandial plasma FFA response was 

associated positively with TOTAL-TRL triglyceride response (Figure 5). 

Finally, Figure 6 illustrates the relationship of TOTAL-TRL triglyceride response to PH- 

LPL activity. We found that PH-LPL activity was negatively associated with the TOTAL-TRL 

triglyceride response. Although visceral AT accumulation was not correlateci to PH-LPL activity 

in this subsample of 32 men (data not shown), men with high visceral AT tended to be 

characterized by lower PH-LPL activity cornpared to those with low visceral AT (mean SD : 

29.6 * 23.2 vs 57.8 * 40.1 nmoVmin/ml, respectively). However, this difference did not reach 

statistical significance (p4.09) .  



DISCUSSION 

Obesity, especidy when associated with high levels of adipose tissue in the abdominsl 

cavity, is ~cognized  to have detrimental effects on the metabolic profile [1,2,11]. In accordance with 

this notion, we found that men with high viscaal AT accumulaiion (above 130 c d )  were 

charactenæd by elevated insulin leveis. Men with high visceral AT accumulation were also 

cbamdakd by increased TG and decreased HDL-cholesterol concentrations, although when 

compared to men with low visceral AT, these differences were not Statistically signifi~aflt. These are 

weU hown metabolic a b n o d t i e s  found arnong obese subjccts, partïcuIarIy among those with 

high levels of viscerd AT [Ml]. In addition to the altefed fasting metabolic pronle, an excess of 

body fat was aiso associateci with an incteased postprandial TRL tnglyceride response to the meal. 

Such conclusions were also feached by Lewis and coUeagues [20] who stuclied postprandial TG 

metaboh in obese individuals, and reported an exaggerated postprandial TG response in obese 

patients compared to lean controis. However, they studied massively obese individuals as reflected 

by an average body-mas index @MI) reaching 44 kg/m2. In our study, we also found associations 

between iucreased BMI and alterations of postprandial TRI, metabolism. Furthemore, we found 

signifiant correlations between increased viscerd AT accumulation and delayed postprandial TRL 

clearance. Similar observations were reported in a sample middle-aged individuals (mean age mund 

62 years) [38]. Alterations in postprandial lipemia were also reported in a small sarnple of men with 

increased waist-to-hip ratio [39]. However, in that study, abdominal obesity was only measured by 

anthropometry and the importance of visceral AT in postprandial TG clearance disturbances was not 



investigated. The present study extends those previous observations to moderately obese, and 

yomger subjects with increased visceral AT accumulation. 

In the present shidy, although significant associations were found between adiposity indices 

and postprandid TRL trigiycaide concentraîions, niSting plasma TG, insulin and HDL-cholesterol 

levels showed stronger comlaîions with postpmdai TRL tngiyceride concentratioas than body 

fatness and AT distribution variables, a finding *ch is concordant with previous observaliom. 

Indeed, high fbsting TG and low HDL-cholesterol concentraiions have been reported to be 

associateci with inmasxi postprandial TRL levels [19,40-43]. Momver, dterations of postprandial 

TG metaboliSm have been observai in NIDDM patients who are insulin resistant and dyslipidemic 

in the fasthg state [la, 19,441. 

We aiso found that features of the insulin resistance syndrome, namely fasting 

hypertriglyceridemia, hyperiosuluiemia and low HDLcholesterol concentrations as weU as 

increased visceml AT accumulation, were all sigdicant correlates of an impaired postprandid TRL 

clearance. In this regard, we have M e r  examinai the importance of viscerd AT accumulation as a 

potential modulator of postprandial metabolic aiterations. For that purpose, we have compared two 

subgroups of men matched for their level of total body fat but with either a low or a high visceml AT 

accumulation. Cornparison of postprandial TRL triglyceride concentrations in these two groups 

revealed that men characterized by high levels of viscerai AT presented increased MEDIUM and 

SMALL-TRL triglyceride responses after the meal compared to those with a low visceral AT 

accumulation. These increased postpraadial MEDIUM and SMALL-TRL triglyceride responses in 

subjects with high levels of visceral AT did not appear to be the influenceci by the quantity of larger 
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TRL particle as no dinerence was found in LARGE-TRL triglycerides between both subgroups of 

men. Cornpetition for LPL between chylornicrons, chylomicron-remnants and VLDL during the 

postprandial period couid be responsible, at least in part, for the delayed clearance TRL [45]. 

Delayed uptake of iipoproteins by the iiver could also be a cause of the retardeci clearance of TRL 

particles In out study, pstprandial SMALL-TRL trigiycexide concentrations were higher in visceral 

obese men. This observation is in accordance with previously published d t s  that underlined the 

importance of hepatic TG-nch pinticles in altered postprandial TG clearance [a]. 

Fasting hyperûiglyceridemia is a cornmon fe- of viscerd obesity [l,î]. This metabolic 

alteration is believed to be the result of an i n d  flux of FFA to the liver. Indeed, visceral 

adipocytes are characterized by a lively lipolytic activity which is p r l y  inhibited by insulin, 

d t i n g  in the elevation of FFA in the portal circulation and in the plasma 1 4 .  In response to this 

in& FFA availability, an increased estdication of FFA and a reduced hepatic degradaton of 

apolipoprotein B lead to an increased synthesis and secretion of VLDL particles. In the present 

study, the two subgroups of subjects (classified on the basis of viscerd AT accumulation) showed 

different FFA response patterns to the fat load. Indeed, we noted a slight but nonsignifïcant decrease 

in FFA levets 2 hours after the meal test in men with low levels of visceral AT which also 

corresponded to the peak in postprandial innilin concentrations, a kding largely explained by the 

antilipolytic effect of insulin on adipose tissue [47,48]. In facf ou. d t s  indicated that postprandial 

FFA levels were not different fiom fasthg concentrations in men with a low viscerd AT 

accumulation. However, the decrease in FFA concentrations 

maintenance of FFA concentrations throughout the postprandial 

at peak insulin levels and the 

period were not o b s e ~ e d  in men 
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with high levels of viscerd AT. Indeed, plasma FFA levels increased progressively throughout the 

entire postprandial period, which d t e d  in a signifïcantly increased FFA response in viscerd obese 

subjects, even in the presence of a marked postprandial hypaiosulinemic state in these individuais. 

These d t s  are concordant with previously published observations which reporteci an impaired 

postprandial plasna FFA m e t a b o h  in upper-body obesity [49]. Firrthennore, d e  FFA 

concentrations measured at the end of the test retumed to near fristing diaes in men with low Ieveh 

of v i s c d  AT, men with excess visceral AT had FFA c o d o n s  that were sipnincantiy hi& 

tban fasting values even 8 hours after meai ingestion. These altered postprandial FFA levels in 

individuais with visceral obesity may contribute to the elevation of fasting TG through the 

stimulation of hepatic VLDL-TG secretion long after meal ingestion. This interpretation is supported 

by results obtained h m  the measment of TRL retinyl palmitate concentrations. Indeed, the 

increaseà triglyceride response in SMALL-TRL noted among men with high levels of visceral AT, 

was not accompanied by a higher retinyl palmitate response in that TRI., M o n  in cornparison with 

obese men with lower levels of viscerd AT. This obsenation supports the notion that trigiycerides 

fiom endogenous TRL, presumably VLDL particles, account for most of the increase in SMALL- 

TRL triglyceride levels observeci late h u g h  the postprandiai period A possible contribution of the 

raised posfprandial FFA to the increased production of VLDL in viscerd obesity is also supported 

by the positive correlation that we found between postprandial FFA levels and the TGTAL-EU 

triglyceride response to the meal. Furthemore, when we compared subgroups of subjects rnatched 

on the bais of visceral AT but showing either low vs high body fat mas, no ciifference was found in 

postprandial TRL metabolism (data not show). 
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Other factors such as degeased lipoprotein lipase activity are thought to play a major role in 

an altered postprandial TRL metabolism [50,51]. In the present study, PH-LPL activity was 

measured in 32 men. We fond a negative relationship between PH-LPL and TOTAL-TRI, 

triglyceride response, but not with viscerai AT accumulation However, men with hi& v i s d  

AT were characterized by lower PH-LPL activity compared to men matched for body fat mass but 

showing low viscerd AT levels. Although this dinerence was not significant (p4).09), it suggests 

that reduced PH-LPL activity may be implicated in the altered postprandial TRL metaboliSm 

among viscerally obese subjects. Further studies are required in order to validate this observation. 

In SV, the present results indicate that excess viscemi AT accumulation is associated 

with an i m p d  postprandiai TRL triglyceride clearance which is largely determined by 

phenomena that can also lead, to some extent, to fasting hyperûigiyceridemia Resuits of the present 

study also suggest that increased viscerai AT accumuhiion could contribute to this fasting 

hypertrigIyceridemic state by aitering FFA metabolism, paaicuiarly in the postprandial state. 
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Figure 1: A) Body fat mass, B) abdominal subcutaneous and C) visceral adipose tissue 

accumulation in two subgroups of men matched for fat m a s  (within a 1 kg ciifference) but with 

visceral AT below 130 cm2 (Law; 9 1 + 8 cm2; n=1 O; white bars) and above 130 ad (Hi& 173 1 O 

cm2; n= 1 O; black bars). Values are means & SEM. * significantly different h m  men with low levels 

of visceral AT at the p<0.0001 level. 

Figure 2: Postprandid tnglyceride responses of A) TOTAL triglyceride-nch lipoproteins (TRL;) as 

weli as B) LARGE, C) MEDIUM and D) SMALL-TRL in two subgroups of men m h e d  for total 

body fat mass (within a 1 kg difference) but with low (n=10; white squares and bars) versus high 

(n=10; black squares and bars) levels of visceral AT. Bars respresent the responses (area =mder the 

incrernental curve) of each nibgroup. Values are means * SEM. *, t significantly different h m  men 

with low levels of visceral AT, at the @.O5 and p4I.005 level respectively. 

Figure 3: Postprandial retinyl palmitate (RP) responses of A) TOTAL triglycerïde-rich Lipoproteins 

(TRL) as well as B) LARGE, C )  MEDIUM and D) SMALL-TRL in two subgmups of men matched 

for total body fat mass (within a 1 kg clifference) but with low (n=10; white squares and bars) versus 

hi& (n=10; black squares and bars) levels of visceral AT. Bars represent the Rsponses (ara under 

the incrementd curve) of each subgroup. Values are means * SEM. * significantly different fiom 

men with low levels of viscerd AT, at the p<O.OS level. 
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Figure 4: Postprandial plasma A) glucose, B) insulin and C) fke fatty acid (FFA) responses in two 

subgroups of men matched for total body fat m a s  (within a 1 kg difference) but with low @=IO; 

white squares and ban) versus high (n=10; black squares and bars) levels of viscerai AT. Bars 

represent the responses (ara under the incremental curve) of each subgroup. Values are means * 
SEM. *, signincantly different h m  men with low leveis of viscerai AT, at the pçû.05 and 6 . 0  1 

level respectively. 

Figure 5: Association between postprandid plasma fke W y  acid (FFA) and TOTAL-TRL 

triglyceride responses in the whole sample of 43 men. 

Figure 6: Association between pst-heparin plasma iipoprotein lipase (PH-LPL) activity and 

TOTAL-TRL triglyceride response in a subsample of 32 men. 



Table 1: Physical characteristics and tiisting metaboiic pmae 
of the samp1e of 43 men 

-- 

Age @mm) 41 10 

BMI (kg/mZ) 29.3 * 4.6 

%Body Fat 26.2 * 7.1 

Fat Mass (kg) 24.3 * 9.3 

Waist GUth (cm) 101.7 * 12.2 

WHR 0.97 * 0.07 

Abdomind Adipose Tissue Areas (cm2) 

Subcutaneom 282 * 117 

Viiscerd 154 =t 73 

Piasma Cholesterol (mmoVI) 5.15 * 0.84 

Plasma TrigIycerides (mmoUI) 2.09 * 0.98 

HDLcholesterol (mmoY1) 0.90 * 0.22 

Free Fatty Acids (mmoih) 0.65 * 0.25 

Insulin @mol/l) 101 51 

Glucose (mmoY1) 5.2 * 0-6 



Table 2: Correlations between body b e s s  and adipose tissue distribution variables vs 
fàsting as weLi as postprandial plasna trigiyceride concentrations 

in total TRL in the sampIe of 43 men 

F d g  AUC AWC 
(llv1l0M) (imwrnh) (nunoVUBh) 

Age 0.2 1 

BMI 0.40 t 
%Body fat 0.43 $ 

FM 0-46 $ 

Waist &th 0.38 * 
WHR 0.31 * 

AbdomUral Adipose Tissue Areas 

Visceral 0.39 * 
Subcutaneous 0.38 * 

AUC: Total area under the curve 
AUIC: Area under the inmental  O to 8-hou. curve 
* p<0.05 t p4l.01 $ pc0.005 



Table 3: Corre1aîiom between fàsting lipid profile vs fasùng 
as weU as postprandial triglycaide concentrations 

in total TRL in the sample of 43 men. 

Piasma Cholesterol 

Plasma Trigtycerides 

HDLrcholesterol 

Free Fatty Acids 

Insulin 

Glucose 

AUC : Total area under the cuwe 
AUIC: Area under the incrernentai O to 8-hour curve 
* pX0.05 f- pCO.01 $ pQ).005 § p<0.001 7 pc0.0005 # p<0.0001 



Table 4: Fasting metabolic profile of men mafched on the basis of tutal body fat mass 
but with low vs high visceral adipose tissue accumulation 

Plasma Cholesterol (mmoVI) 4.85 * 0.90 5.59 0.50 * 
PiPsma Trigtyceridea (mmoYI) 1.75 & 0.87 2.39 0.80 

HDkholesterol  (mmoY1) 0.98 k 0.28 0.85 * 0.15 

Free Fatty Acids (mmoVI) 0.66 & 0.39 0.58 * 0.1 1 

Insuiin @moYI) 57 18 105 * 42 'f' 

Glucose (mmoVI) 4.8 * 0.6 5.2 k 0.5 

* significantly different nom the low viscerai AT subgroup, m.05 
t signincantly different fiom the low viscerai AT subgroup, @.O05 
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Les altérations métaboliques, incluant les concentrations élevées de triglycérides et faibles de 

HDL-cholestérol, ont été ident5ées comme facteurs de risque de maladies cardio-vasculaires, tant 

chez l'homme que chez la femme. Bien qu'il ait été proposé que le développement de 

I'attiérosclérose par le biais d'altérations concernant les concentrations de Lipides plasmatiques, 

puisse être un phénomène postprandial, la plupart des études ayant examiné la différence sexuelle 

dans les concentrations de lipides l'ont fait en utilisant les niveaux A jem. Le but de notre étude était 

donc de comparer les réponses trigiycéridémiques en période postprandiale chez 63 hommes et 25 

femmes adultes. Pour ce faire, de nombreuses mesures morphologiques et métaboliques ont été 

effectuées incluant la pesée hydrostatique et la tomographie axiale. Malgré une adiposit6 comparable 

à celle des femmes, les hommes &aient caractemes ? -  # par une accumulation préfht ie l le  de graisse au 

niveau abdominal tel que démontré par une circonférence de la taille et un rapport Me-hanche plus 

élevés (pc0.001). Ils montraient également une accumulation de graisse viscérale plus importante 

que les femmes (p<O.OOl) et présentaient une réponse triglycéridémique de plus grande amplitude 

@<0.005) de même que des réponses plus élevées en insuline et en acides gras libres (p-CO.01) en 

période postprandiale comparativement aux femmes. La quantité de tissu adipeux viscéral était 

positivement corrélée à la réponse postprandiale en triglyckxides tant chez l'homme (r4.50' 

p<O.OOOl) que chez la femme (r4.45, p<0.05). Les résultats de la présente étude suggèrent que le 

dimorphisme sexuel obsewk dans la distribution du tissu adipeux contribue à la réponse 

triglycéridémique exagérée en période postprandiale retrouvée chez l'homme. 



Insuiin resisbnce, hyperinsulinemia, hypertrigiyceridernia and low HDL-cholesterol 

concentrations are cornmon feahtres of a plirrimetaboiic syndrome which increases the risk of 

cardiovascuiar disease (CVD). Although it has been proposed tbat the development of 

atherosclerosis through alteratio~~~ in piasma lipid levels, could be a postpraodial phenornenon, most 

studies on gender differences in plasma lipoprotein-lipid concentrations have reported fasting levels. 

Therefore, the aim of our study was to examine the pstprandial triglyceride-rich Iipoprotein (TRL) 

triglycaide response to a standardized meai in 63 men and 25 women. In addition to the 

measurement of histing and postprandial plasma iipid leveIs, numerous physical and metabolic 

vanables were assesed including body composition by underwater weighing and body fat 

distribution by computed tomography. Although no gender difference was noted in total body fat 

mas,  expressed in kg, men were characterized by a preferential accumulation of abdominal adipose 

tissue (AT) as reveaied by an increased waist circumference and a greakr viscerd AT accumulation 

(50% ciifference) compared to women w0.001). Men also showed a greater TRL triglyceride 

response (p<0.005) as weli as increased postprandial insulin and free fatty acid levels compared to 

women (~4 .01 ) .  Vismai AT was significandy associateci with the TRL tnglyceride response in 

both gendea (men: r4.50, p<0.0001 and women: ~ 0 . 4 5 ,  p<0.05). Finaiiy, when men and women 

were matched for visceral AT accumdation, the gender ciifference in TRL triglyceride response was 

eliminated. Thus, results of the present study suggest that the well known gender difference in 

visceral AT accumulation is an important contributhg factor involved in the exaggerated 

postprandid TRL triglyceride response noted in men wrnpared to women. 



Alterations in plasma lipopmtein-iipid concentrations are hown to increase the risk of 

wronary hart disease (CAD) in both men and women [1,2]. However, at any age, the incidence of 

CAD in women is lower than in men, and the sex ciifference in plasna lipoprotein-lipid levels and 

prevalence of diabetes are believed to be responsible, at least in part, for the higher CAD ri& 

observecl in men. Indeed, men are chinacterized by an overail l e s  fâvorable plasna lipid profiIe, 

which incIudes high fasting trigiyceride and low HDCcholesterol concentdons, compared to 

women [3]. Men and women also show rnarked differences in indices of plasma glucose-insulin 

homeostasis [4,5]. It has also been reportai that an increased v i s c d  adipose tissue (AT) 

accumulation in men corn@ to women could be responsible for the gender différence in the 

metabolic risk profile [6,71. 

Although the contribution of altered plasma lipoprotein-lipid levels to the increased risk of 

CAD is wel1 known, most stuclies reporting such a relatiomhip have examineci fasting 

concentrations. However, Zilversmit [8] has suggested that the development of atherosclerosis could 

be a postprandial phenornenon, and the renewal of the interest for postprandial studies has aiiowed 

the identification of various physiological conditions that influence postprandial Lipoprotein 

metabolism. Indeed, it has been reported that age [9,1 O], diet [Il], physical activity [12- 141, NIDDM 

[15,16] as well as obesity [17] and body fat distribution [18,19,20] are all  affecting dietary fat 

clearance. in addition, a sex dimorphism has been reporteci in postprandial lipoprotein-lipid 

metabolism as women generaily show a less rnarked postprandial triglyceride response to a dietary 



fat challenge compared to men [10,2 11. However, iittle is known about the physiologie mechanisms 

responsible for this s e 4  dïmorphism. 

Therefore, the a h  of the present study was to examine the postprandial triglyceride 

respooses of various TG-rich lipoproteins (TRL) in both men and women For that purpose, 63 men 

and 25 women were investigated and their plasna TRL respo~lses measrired over a perïod of 8 hours 

foiiowing ingestion of a standardized meal. Resuits of the present study show tbat women are 

cham%rbd by a lower TRL triglyceride response to the meal compared to mm. Our results also 

suggest thai in& viscerd AT accumuiaiion in men may contribute to the alterations of 

postprandiai TRL metabolism. 
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SUBJECE3 AND METHODS 

Si<bje& Sixty-three men (mean age * SD: 45 .O * 10.0 years) and twenty-five women (4 1.6 k 1 0.9 

years), were recruited through the media and selected on purpose to cuver a wide range of body 

fatness values. Subjects gave their wri- consent to participate in the study which was approved by 

the Medical Ethics Cornmittee of Lavai University. Subjezts with diabetes or with coronary hart 

disease were excluded h m  the pr~sent study. None of the subjects was on medication known to 

affect iosulin action or plamÿi lipoprotein levels. 

Anîhroponrelne md Bo@ Conposition Measwemenfr. Body weight, height, waist and hip 

circUInferences were measrrred following standardized procedures [22], and the waiSf-to-hip ratio 

(WHR) was calculated. Body density was rneasured by the hydrostatic weighing technique [23]. The 

mean of six measurement. was used in the calculation of percent body fat h m  body density using 

the equation of S k i  [24]. Fat m a s  was obtained by rnultiplying body weight by percent body fat 

Compuled Tomography (CV. Visceral AT accumulation was assessed by CT, which was performed 

on a Siemens Somatom DRH scanner (Erlagen, Gemiany) using previously d d b e d  procedures 

125,261. Briefly, the subjects were examinecl in the supine position with both arms stretched above 

the head. The scan was performed at the abdominai level @etween L4 and L5 vertebrae) using an 

abdominal scout radiograph in order to standardize the position of the scan to the nearest millimeter. 

The total AT area was calculated by delineating the abdominal scan with a graph pen and then 

computing the AT surface with attenuation range of -190 to -30 HU 125-271. The abdominal visceral 
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AT area was measured by drawing a line within the muscle waii smunding the abdominal cavity. 

The abdominal subcutaneous AT area was calculated by subtracting the viscerai AT ara fiom the 

total abdominal AT area. 

Oral -2 ToCerance Test (OLW. Afkr a 12-hour ovexnight fàst, an inûavenous catheter was 

inserted into a foreami vein for blood sampling. Each jsarticipant was given a test meal wntaining 

60g Wm2 body slnEace area 1281. The meal wnsisted of eggs, cheese, toasts, peanut butter, peaches, 

whipped cream and millr. Composition of the meal was 64% fa 18% carbohydrate and 18% 

protein- The test meal was weli tolerated by ali subjects. AAer the meal, subjects were not ailowed to 

eat for the next 8 hours but were given fke access to ~ a f e r .  Blood samples were drawn before the 

meai and every 2 hours d e r  the meal over an 8-hour period, 

FPraiig and Posiprandial Plarltl~~ Lipoprotein Conce~Cai0n.s. Plasma was separated immediately 

after blood collection by centrifugation at 3000 rpm for 10 minutes at 4T. Tnglyceride and 

cholesterol concentrations in total plasma were detennined enymaticaiiy on a RA-1000 Auto- 

Analyzer (Technicon Instruments Corporation, Tarrytown, NY), as previowly described [29]. Each 

plasma sample (4d) was then subjecîed to a 12-hour ultracentrifugation (50 000 rpm) in a Beckman 

50.3Ti rotor (Palo Alto, CA) at 4OC, in 6ml Beckrnan Quickseal tubes, which yielded two ktions: 

the top fiaction containhg TRL (d4.006 g/rnl; TOTAL) and the bottom fiaction consisting of 

triglycende-poor lipoproteins (dN.006 

modified method of Ruotolo et al 1301 

g/d). Using the distillecl water layering technique and 

the TOTAL-TRL hction was m e r  separated, by a 5- 
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minute spin (40 000 rpm) at 4OC using the same tubes and rotor, into three subclasses of TRL 

namely: LARGE, MEDIUM, and SMALL. A small volume (100rnl) of a d=1.019 glml saline 

solution was added to the TOTAL-TRL fiaction to facilitate water layering. The LARGE-TRL 

fraction was coliected by tube siicing and made up to a final volume of 1 ml with O. 1 SM NaCl. The 

next 3 ml of the middle layer were collected by aspiration as MEDIUM-TRL and the final 2 ml were 

considenxi as the SMALL-TRI, fiaction HDL @cles were isolated h m  the bottom fiaction 

(d>1.006 glml) a f k  piecipitation of apo B-containiilg lipopmteins with heparin and MnCI, [31]. 

The triglyceride and cholesterol contents of each fiactios Le. LARGE, MEDIUM and SMALL-TRL 

a s  well as HDL, were quantifieci on the Auto-Andyzer. Ail lipoprotein isolation procedures wexe 

completed within 2-3 days of the fat load. Plasma FFA levels were a h  m e a d  at O, 2 ,4 ,6  and 8 

hours using a colorimetric method [32]. 

Glucose and Insufin C o n c e n b a t h ~  Fasting and postprandial plasna glucose concentrations were 

determined using the glucose oxidase assay [35] (SIGMA, St-Louis, MO). Plasma insulin levels 

were measured by a commercial double antibody radioimrnunoassay (LLNCO Research, St-Louis, 

MO) that shows Little cross-reactivity (<0.02%) with pro-insulin [3q.  

Sfat&kcal Analyses. Pearson product-moment correlation coefficients were used to quantify 

associations between variables. DiBerences between men and women were tested for significance 

using the Student t-test The different areas under the curve of triglyceride, FFA, innilin and glucose 

concentrations were determined by the trapezoid method. Multiple regression d y s e s  were 
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performed to quantifj. the independent contributions of age, gender, fat mass, abdominal viscerd and 

subcutaneous AT to the variance of postprandial TOTAL-TRL trigiyceride fesponse. Fasting 

trigiyceride, HDL-cholesterol, iasulin and FFA levels, as well as postprandial insulin and FFA 

responses were aiso included in the statistical model. AU analyses were conducteci on the SAS 

statistical package (SAS Institute, Cary7 NC). 



Physicai characteristics and fasting metabolic profiles of men and women are presented in 

Table 1. Although both genders had the same amount of total body fa5 there were sipnincant 

differences in body fat distribution Indeed, men were c- by increased abdominal AT 

accumiilation as expressed by higher waisî circumfêrenœ and waist-to-hip ratio c0rnpa.d to 

womea Furthemore, men displayed a greater amount of viscerai AT than women. In wntrast, 

sipnincantly higher abdominal subcutaneous AT was noted in women compared to men. Gender 

differences in the fasting metabolic risk profile were also noted. Indeed, men were chaniaerized by 

increased plasma cholestaol, trigiycefide and giucose levels as weil as by decreased plasma HDL- 

cholesterol concentrations compared to women. Men also showed higher fasting plasna insulin 

Ievels than women, but this difference did not reach statisticai signifîcance. 

Figure 1 illustrates triglyceride wncentrations in TOTAL as weli as in LARGE, MEDIUM 

and SMALL-TRL fiactions of men and women throughout the entire postprandid period. In each 

TRL fraction, men showed signifi~antly higher triglyceride levels at all  t h e  comparai to women, 

with the exception of the triglyceride content of LARGE-TRL at the 2-hour tirne-point, These higher 

triglyceride levels noted during the postprandid period, d t e d  in greater triglyceride responses in 

all TRL fiactions in men compared to women. Furthermore, gender differences were also observeci 

in postprandial insulin and FFA concentrations (Figure 2), as men displayed hi* insulin and FFA 

levels compared to women. 

In both genders, increased adiposity was associateci with a greater postprandial TOTAL-TRL 

triglyceride response, as body fat mas as well as visceml and subcutaneous AT were positively 
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com1ated with TOTAL-TRL t r ig iydde  response (Figure 3). Associations between abdominal 

visceral and subcutaneous AT accumulations, and the postprandial triglyceride response in LARGE, 

MEDIUM and SMALL-TRL fiactions are presented in Figure 4. A sex difference was observed in 

the re1ationship of body fat distribution to the triglyceride response in the different TRL M o n s .  

Indeed, in men, visceral AT was significantly associated with ail the TRL sut,fiactions M e  in 

women, only the assoCiation between v i d  AT and LARGE-TRL triglyceride response was 

signifïcant. On the other hand, in wornen, signifiant associations wete found between the LARGE, 

MEDrüM as well as SMALL-TRL trigiyceride respomes and subcutaneous AT accumulation, 

which was not the case in men as only the correlation between subcutaneous AT and MEDIUM- 

TRL triglyceride response was found to be signifiant. We also found that in men, abdominal 

visceral AT, but not subcutaneous AT, was positively associated with the postprandial FFA response 

(Figure 5). However, this association was not observai in women. 

As s h o w  in Table 2, fasting metabolic profle variables were associated more closely with 

the TOTAL as well as LARGE, MEDIUM and SMALL-TRL triglyceride responses than adiposity 

indices. Indeed, increased fiisting plasma triglyceride, insulin levels were predictive of a greater 

triglyceride responses in all TRL fractions in both men and women. We also found that low fasting 

HDL-cholesterol levels were associated with increased TOTAL as well as LARGE, MEDIUM and 

SMALL-TRI. triglyceiide responses, and that elevated fasting apo B concentrations were correlated 

with higher TOTAL, LARGE and MEDIUM-TRL triglyceride responses. However, these 

relationships were only noted in men. 
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In order to firrther examine the importance of visceral AT accumulation to the sex difference 

in postprandial lipemia, we matched men and women on the basis of visceral AT regardles of total 

body fat mass and examineci their respective postprandial triglyceride concentrations in each of the 

TRL W o n s  (Figure 6). AAer this match .  procedure, ciifferences in TOTAL, LARGE AND 

MEDIUM-TRL trîglyceride responses were no longer significant between men and women. 

However, the matching procedure did not afièct SMALL-TRL levels as women were d l  

characterized by a lower tngiycefide response in that subfkction compared to men. 

Finally, we conducted multiple regression analyses in ordei to quantify the contribution of 

age, gender, adiposity indices as well as fasting and postprandial metabolic profile variables to the 

variance of the TOTAL-TRL triglyceride response (Table 3). Fasthg tnglyceride level was by far 

the best predictor of TOTAL-TRL triglyceride response, accounting for more than 60% of its 

variance (Model 1). However, when fasting TG level was removed h m  the model (Model 2), 

fasting apo B level showed the greatest contribution to the TOTAL-TRL triglyceride respo- 

(37%). In Model 3, both fasting TG and apo B levels were taken out on purpose from the statistical 

model. In this resûicted model, 29% of the variance of the TOTAL-TRL triglyceride reqonse was 

attributed to viscerd AT accumulation. It seems important to point out that, in a l l  modek, 

postprandid FFA response and fasting insulin concentration were signincant predictors of the 

TOTAL-TRL triglyceride response. 
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DISCUSSION 

Gender differences in fasting plasma lipopmtein-lipid concentdons have already been 

reporteci [3]. Simila, conclusions were reachd in the p ~ s e n t  study as men were chanictenzed by 

increased fasting plasna cholestaol and triglyœrïde levels as well as by decread HDL-cholesterol 

concentrations 00mpa.d to women In addition, men as0 displayed higher fasting plasma glucose 

and insulin levek, although the gender difference in fasting insulinernia did not reach stafistid 

signincance. These metabolic charaderistics have ali ken  identifid as featraes of the insului- 

reSiSfance syndrome 1371. On the other han& it has been suggested that diE~ernces in adiposity, 

especially in body fat di&bution, between men and women may be responsible for the sex 

dimorphism noted in plasma iipoprotein-lipid levels. Indeed, men are known to present a preferential 

accumulation of AT in the abdominsl viscerai depot M e  women are chanrcterized by a more 

peripheral AT distribution [38]. In the present study, we found that despite having similar levels of 

total body fat in kg compared to women, men were chamcterized by an increased abdominal E?t 

accumulation as indicated by higher waist circderence and visceral AT accumulation 

Sigrifkant clifferences were noted in the postprandial triglyceride clearance of men and 

women. Indeed, men were characterized by greater TOTAL as well as LARGE, MEDIUM and 

SMALL-TRL triglyceride responses compareci to women These results are concordant with 

previous obse~atiom thaî reportexi a higher postprandial triglyceride levels in men tban in women 

[10,21]. In the present study, sex ciifferences in postprandial triglyceride response profiles of the 

different TRL fiactions were also noted. Indeed in women, the tnglycexide content of each TRL 

fiaction peaked earlier in the postprandial pend than in men i n d i d g  that, in addition to having an 
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increased postprandial TRL triglyceride response to the meal, men also showed a delayed clearance 

of postprandial TRL compared to women. 

The strong association bnween fasting TG and triglyceride response of ail TRL fractions, 

indicates that fasting triglyceridernia is an important factor in the gender difference in postprandial 

lipemia Indeed, upon their entry into the circuiation, both newly ~~ and endogenous TRL 

compte for fipoprotein lipase (LPL) in orda to be hydrolyzed 1391. Thus, in men, the presence of 

TRL before the meal as indicated by their fasting hypatriglyceridemic state, may contribute to the 

delayed clearance of postprandial triglycezide h m  the plasna This accumulation of TRL caused by 

the &on of LPL activity would also postpone the postprandial peak plasna triglyceride 

concentration. The gender difference in TRL clearance after a meal, could also be the result of an 

increase in the contribution of hepatic TRL to TOTAL-TRL at the late stages of the postprandial 

period [40]. Under irisulin resisîant conditions, the anti-lipolytic eff'éct of insulin on adipose tissue is 

not adequate, thus increasing FFA levels in the plasma. This increased flux of FFA to the liver 

would promote the synthesis and secretion of VLDL. This mode1 is supported by our d t s  

presented in Figures 4 and 5. Indeed, we noted thaf in men, there was a progressive increase in 

plasma FFA levels which d t e d  in 8-hour plasma FFA concentrations that remained weii above 

f&g value. However, in women, plasma FFA levels at the end of the postprandial period were 

near fasting concentrations. 

Multiple regression analyses revealed that fasting ûiglycende was by far the best predictor of 

the TOTAL-TRL tnglyceride response to the fat load (Mode1 1). The contribution of apo B- 

containhg lipoproteins to postprandial lipemia was also highlighted as fasting apo B concentration 
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became the strongest predictor of TOTAL-TRL response after fasting triglyceridemia was 

eliminsited from the statistic.1 model. Since apo B, found in the fasting plasma, is secreted through 

lipoproteins of hepatic origin, our d t s  provide M e r  support to the concept of an hepatic 

contribution to the deiayed clearance of TRL in men. However, M e r  d e s  are needed to fùrrher 

support this concept as we have only used fasting apo B-48 and apo B-100 concentrations which ;ire 

respectively used as markers of TRL of intestinal and hepatic origin respectively. 

It is hown that visceial obesity is associated with metabolic abnonnalities sucti as fasting 

hypertnglyceridemia, hyperinsulinemia and increased apo B concentrations as well as lower HDL- 

cholesterol levels [6,41]. Recently, we have reported that visceral obese men are characterized by an 

altered TRL clearance in the postprandid l o c i  compared to obese men with low levels of visceral 

AT [20]. In the present study, when both fasbuig TG and apo B concentrations were eliminated h m  

the multiple regression analyses, the amount of visceral AT was found to be the best predictor of 

TRL triglyceride response. As wornen have less visceral AT than men [38], it appears that their 

preferential accumulation of subcutaneous AT could be associated with a more favorable 

postprandial TRL metabolism. The contribution of subcutaneous AT to the clearance of TRL will 

require f i d e r  studies. 

Our results suggest that visceral AT accumulation plays a major role in the gender ciifference 

in postprandial lipemia Indeed, we found no difference in TOTAL as well as LARGE and 

MEDIUM-TRL triglycende responses between men and women matched for viscerd AT 

accumulation. However, despite the matching procedine, a gender Merence persisted in the 

SMALL-TRL triglyceride response as men had higher 2, 4 and 6-hour SMALL-TRL triglyceride 
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concentrations compared to women with simiiar levels of Msceral AT. It is suggested that the 

increased postpxandial FFA response noted in men may have contributed to their higher SMALL 

triglyceride response wmpared to women. 

Aithough matchhg men and women for the level of VisCaal AT eliminated the gender 

difference in TOTAL-TRL triglyceride response, there still was a tendency for men to display an 

exaggerated TOTAL-TRL triglyceride response compared to women. m e r  -ors have been 

proposed in the explain the reduced postprandiai lipemia in women. In that sense, it seems that 

-gens may have a favorabie impact on postprandial triglycaidernia [42]. A potential ciifference 

in LPL activity between men and women [43,44] wuld also be implicated in the gender difference in 

postprandial lipemia Once again, the greater accumulation of subcutaneous fat in women than in 

men could play a d e  in the gender différence noted in the clearance of TRL following a die- fat 

challenge. 

In summary, the r d t s  of the present shuiy indiate that there is a gender difference in 

postpmdid lipemia as men show a greater posîprandial triglyceridemic response to a meal than 

women. Although this difference is likely to remit from the idluence of several fmors, our results 

suggest that in men, an increased viscerd AT accumulation rnay contribute to a delayed die- fat 

clearance. Concomitant impairment of postprandial FFA metabolisrn following a meal and a reduced 

ability to store lipids in subcutaneous adipose tissue may be fesponsible, at le& in part, for this 

exaggerated TRL triglycende q n s e  observed in men compared to men. 
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FIGURlE W I N G S  

Figure 1 : Postprandial triglyceride concentrations of A) TOTAL as well as B) LARGE, C) 

MEDIUM and D) SMALL-TRL in 63 men (black circles and bars) and 25 women (white circles and 

bars). Bars represent the areas under the incremental cwes  (responses). Values are expressed as 

Figure 2 : Posrprandial concentrations of A) glucose, B) insulin and C) fke fatry acids (FFA) in 63 

men (black circles and bars) and 25 women (white circles and bars). Bars represent the areas under 

the uicremental curves (responses). Vaiues are expressed as means * SEM. *,**, f significantly 

different h m  women at p~0.05, ~0.0 1 and G.005 respectively. 

Figure 3 : Associations between A) fat mass a s  weii as B) abdominal v i s c d  and C) subcutaneous 

AT, and the TOTAL-TRL triglyceride response to the meal in 63 men (black circles and Lines) and 

25 women (white circles and dotted lines). 

Figure 4 : Associations between abdominal viscerd (lefi panels) and subcutaneous AT (right 

panels), and postprandiai LARGE (panels A and D), MEDIUM (panels B and E) as well as 

SMALL-TRL (panels C and F) triglyceride responses in 63 men (black circles and Lines) and 25 

women (white circles and dotted lines). 
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Figure 5 :  Associations between A) abdominal visceral as well as B) subcutaneous AT 

accumulation and postprandial FFA response in 63 men (black circles and lines) and 25 women 

(white circles and dotted lines). 

Figure 6 :  Postprandial triglyoeride concentrations of A) TOTAL as well as B) LARGE, C )  

MEDIUM and D) SMALL-TRL in 19 pairs of men (black circles and ban) and women (white 

circles and bars) matched for visceral AT accumuiatïon. Bars represent the areas under the 

incremental c m e s  (respo~lses). Values are expressed as means * SEM. * ,**, significantly different 

h m  women at m.05 and 4.01 ~ v e l y l y .  



Table 1: Physical characteristics and fasting metabolic pfïïe of the subjects 

Variables Men Women 

BMI (kglm3 29.0 * 4.1 26.9 * 6.0 
%Body Fat 27.1 6.3 26.4 1 1.4 
FM (kg) 24.5 8.4 26.8 * 14.3 
Waist girth (cm) 98.3 * 10.2 82.6* 13.1 $5 
Waist-to-Hip Ratio 0.95 I 0.06 0.81 * 0.06 $8 
Abdominal Adipose Tissue Areas (cm3 

Visceral 148 * 63 99 * 57 ** 
Sub~~~fc~~teozcs 275 108 348* 194 * 

Cholesterol (mmoM) 
Triglycerides (mmoM) 
HDLcholesterol (mmoyl) 
CholestemVHDL-C Ratio 
Free Fatty Acids (mmoVI) 
Apolipoprotein B (gA) 
Fasting Glucose (mm0 M) 
Fasting Insulin (pmoV1) 

*, **, 5, $5 significantly dinerent fkom the men at ~0.005, ~0.001, <0.0005 and <0.0001 
respective1 y. 





Table 3: Multivariate regression analyses showing the independent contributions of physical 
and metabolic characteristics to the postprandial TOTAL-TRL triglyceride response. 

TOTAL-TRL trigiycende response 

2 

Muakl2 ( & d g  f f a r g  TG) 

TOTAL-TRL triglyceride ~sponse 

1 Mu&I 3 (duding fàsting TG and apo B) 1 
TOTAL-TRL tnglyceride response 

Fasting TG 

FFA Response 

FastingInsulin 

Apo B 

FastingInsulin 

FFA Response 

Fat Mass 

Visceral AT 29.0 

FFA Response 11.9 

Fasting Insulin 3 -5 

* Mode1 1 included age, gender, viscerd AT, subcutaneous AT as well as  fasting triglyceride, HDL- 
cholesterol,insulin, apoB 

as well as postprandial insulin and FFA responses. 



C)  Mediurn TRL 

D) Smail TRL 



T h e  



Total-TRL Triglyceride Response 
(mmol/l/8 h) 

Total-TRL Triglyceride Response 
(mrnolN8 h) 

Total-TRL Triglyceride Response 
(mmol/l W h) 



Smail-TRL Triglyceride Response 
(mmol/ll8 h) 

Medium-TRL Triglyceride Response 
(mmol/l/8h) 

Large-TRL Triglyceride Response 
(mmol/l/8 h) 

Srnail-TRL Triglyceride Response 
(mmolAl8h) Medium-TRL Triglyceride Response 

(mmoMWh) 
Large-TRL Triglyceride Response 

(mmol/l W h) 



O 200 400 600 800 

Subcutaneous AT (cm2) 



C) Medium TRL 
f 4.0 
E - 3.0 VI 
a 

W M  - 
-0 2.0 - 
a - 
X 1.0 - - = 
bD - ..-....--p..---*-- 
-4 -;*--..-....: g 0.0 
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MALADES CARDIO-VASCULAIRES 

L'article composant ce chapitre est intitulé : 
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Le clonage du gène obèse et de la canidaisa 0 .  tion de sa protéine, la leptine, ont permis l'étude 

d'une noweiie hormone probablement impliquée dans la réguiation de la masse adipeuse. Dans la 

présente étude, les différences semeiles dans les concentrations plasmatiques de leptine et ses 

relations avec l'adiposité, la distribution du tissu adipeux ainsi que le profii métabolique ont été 

examinées chez 9 1 hommes (âge moyen SD : 37.3 & 4.8 aos) et 48 femmes (38.5 I 6.8 ans). Les 

concentrations de leptine étaient fortement associées A la masse grasse mesurée par pesée 

hydrostatique (hommes A.80,  P<o.ûûûl ; femmes : d.85 ,  p4.0001). Tant chez l'homme que 

chez la femme, les niveaux de leptine étaient corrélés à la circonférence de la taille ainsi qu'aux aires 

de tissu adipeux abdominai souxutané et viscérai mesurées par tomographie axiale. Les femmes 

avaient en moyenne, une leptinémie trois fois plus élevée que d e  des hommes. De plus, cette 

différence sexuelle demeurait significative lors de la comparaison d'hommes et de femmes pairés 

pour une même masse grasse. Les associations entre les concentrations plasmatiques de leptine et 

ceiies de lipoprotéines étaient dépendantes du degré d'adiposité. Des niveaux élevés de leptine 

étaient corrélés à de hautes concentrations d'insuline mais l'association est restée significative 

seulement chez la femme, après correction pour l'adiposité. Les résultats de la présente étude 

démontrent donc que les femmes ont des concentrations plasmatiques de leptine plus élevés que les 

hommes et ce, indépendamment de la variation concomitante de l'adiposité. De plus, ces raultat~ 

suggèrent que, du moins chez la femme, l'association entre la leptine et l'insuline est indépendante 

de l'adiposité, une observation qui confinne le rôle de l'insuline dans la régulation de la sécrétion de 

leptine par le tissu adipeux. 



SUMlMARY 

The cloning of the obese gene and the characterization of its protein product, leptin, has 

aiiowed the shidy of a new hormone potentially involveci in the regdation of adipose tissue mas.  

The present study examineci the gender ditfierences in fashg plasma leptin concentration and its 

relaîionship to body famess, adipose tissue disûibuîion and the metabolic profile in samples of 91 

men (mean age SD: 37.3 * 4.8 years) and 48 women (38.5 6.8 years). Plasma leptin 

concentrations were strongly associated with body fat mass measured by undenvater weighing [men: 

14.80, ~0 .0001;  women: d . 8 5 ,  pCO.Oûûl]. Io both genders, plasma lepth levels were ais0 

strongly correlated with waist grth as weil as cross-Secfional areas of abdominal subcutaneous and 

visceml adipose tissue measured by computed tomography. Women had, on average, plasma l e p h  

concentration that were t h - f o l d  higher than men. Fuithemore, this gender difference remaineci 

significant when cornparhg men and women matched for similar levels of body fat mass. The 

associations between plasma leptin and ii poprotein concentrations were de pendent of adi posity . In 

boîh men and women, elevated fasting plasma leptin levels were associated with higher plasma 

insulin concentrations, but only in women was the association rnaintained after correction for fat 

mas. b, results of the present study show that women have higher plasma leptin levels compared 

to men, independently fiom the concomitant variation in total body fat mas. Furthemore, o u  

results also suggest that, in women, the association between plasma leptin and insulin concentrations 

is independent of adiposity, a h & g  which provide M e r  support to the observation that adipose 

tissue lepth secretion may be upregdated by insulin. 
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piasna aiglycendes 
a p o ~ ~ p o p r o ~ ~ ~  
fa-& mass 
waist-to-hip ratio 
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INTRODUCTION 

Obesity results fiam an imbalance between energy intake and expenditure. Furthemore, 

obesity has long been recognized to have detrimental effects on health including an incfeaSed risk of 

CVD [l]. In this regard, the recent cloning of the mouse (ob) and human 0 obese gens and the 

characterization of its protein product, Ieptin [2], has been a brealrthrough of potentïally great 

importance for the understanding of the pathophysiology of obesity. 

Leptin has been show to lower body weight by red- food intake and in& energy 

expenditure in leptindeficient obese mice (ob/ob) and also to normalize blood glucose lwels in the 

same animals [2-81. Leptin is secreted by white adipose ceiis and is exclusively expressed in AT 

[2,9-131. In this regard, numemus studies have rrported a strong relationship between adiposity and 

plasma leptin concentrations or its adipose tissue mRNA levels [14-211. Furthexmore, expression of 

the obese gene is believed to be regdateci by insuiin bot. in vivo and in viîm [3,13,22,23]. 

Thus, the objectives of the present study were: 1) to examine the potential relationships of 

body FM assessed by underwater weighing, plasma lipid, insuiin as well as glucose concentrations, 

with plasma leptin levels in both men and women, and 2) to test the potential gender ciifference in 

plasma 1epti.n levels when adjusting for the well hown gender ciifference in total adiposity. For this 

purpose, morphological and metabolic variables were memurai on 9 1 men (mean age * SD: 37.3 

4.8 years) and 48 women (38.5 * 6.8 years), and associations with f h g  plasma leptin examin& 
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SUBJECI'S AND METHODS 

Subjectr Ninety-one men (mean age * SD: 37.3 4.8 years) and 48 women (38.5 * 6.8 years) were 

d t e d  through the media to participate in this study, *ch was approved by the Medical Ethics 

Committee of Laval University and an hfomed consent document was signed by aii participants. A 

complete physical examination, which also included medical history, was perfomed by a physiciaa 

AU participants were nonsnokrrs and free h m  diseases repuiring treatment. Exclusion criteria 

included diabetes, monogenic dyslipidemias or evidence for the presence of coronary hart disease. 

Anthroporneiric meusuremen&. Weight, height, waist and hip circderences were m e a d  

following the procedures recommended at the Airlie Conference 1241, and the waist-to-hip ratio was 

calculated. Body density was m e a d  by the hydrostatic weighing technique [25], and the mean of 

six measurements was used in the calculation of body density. Percentage body fat was obtained 

nom body density using the equation of Sin [26]. 

Computed tomgraphy. CT was performed on a Siemens Somatom DRH scanner ( E d e  

GERMANY) using previously described procedures [27,28]. Bnefly, the subjects were examinai in 

the supine position with both arms stretched above the head. A single CT scan was performed at the 

abdominal level (between L 4  and L5 vertebrae) with a scout abdominal radiograph used as a 

reference to establish the position of the scan to the nearest millimeter. Total AT area was calculated 

by delineating the area with a graph pen and then computing the AT Surface with an attenuation 

range of -190 to -30 Hounsfield Units [27-291. The abdominal visceral AT area was measured by 
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drawing a line within the muscle wall su~~ounding the abdominal cavity. The abdominal 

subcutaneous AT area was calcuiated by subtracting the visceral AT a ~ a  h m  the total abdominai 

AT a r e .  

Orel glucose tolemnce test A 75-g OGTT was pcrfomed in the rnoming after an ovemight fast 

Blood samples were wkcted under EDTA and T m 0 1  (Miles, Rexdale, Ontano, CANADA) 

through a venous catheter h m  an antecubital vein at -1 5,0, 15, 30,45, 60, 90, 120, 150, and 1 80 

minutes for the determinaton of plasna glucose and insulin concentrations. Plasna glucose was 

measured enzymaticaiiy [30], whereas plasma insuiin was m d  by RIA with polyethylene 

glycol sepration [3 11. However, the assay used for the masurement of plasma iosulin showed some 

cross-reactivity with proinsulin. As diabetes was an exclusion aïteria in our study, we believe that 

such cross-reactivity did not have a sipnincant impact on results obtained and their interpretation- 

Plasma l'oprofein analyses. BBlood sampies were obtained in the morning after a 12-hour fast fiom 

an antecubital vein into vacutainer tubes containhg EDTA. CHOL and TG levels in plasma and in 

lipoprotein fiactions were m e a d  enzymatically on an RA4000 Autoandyzer (Tecbnicon, 

Tarrytown, New York, USA), as previously describeci [32]. VLDL ( d ~ 1  .O06 g/d)  were isolated by 

ultracentrfigation, and the HDL fraction was obtained afkr precipitation of LDL in the infiranatant 

(d>1 .O06 g/ml) with heparin and MnCl, [33]. The cholesterol content of HDL, and HDL3 

subhctions was also detennined after M e r  precipitation of HDL, with dextran sulfate [34]. Total 

apo B concentration was measured in plasma by the rocket immunoelectrophoretic method of 
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Laureii, as previously describeci [35]. The lyophihd senmi standard for apo B measurement was 

prepared in our laboratory and calibrated with reference standards obtained h m  the Centers for 

Disease Contmi (Atlanta, Georgia, USA). 

P k m u  @th eancenfrafions Fasting plasna leptin concentrations were determineci with a highly 

sensitive commacial double-antibody RIA (Human Lepth Specific RIA Kit, LINCO Research, St- 

Louis, Missoirri, USA) which detects relatively low leptin levels of 0.5 &ml and which does not 

crossract with human insulin, proinsulin, glucagon, p a n d c  polypeptide or somatostatin. Oiir 

coefficients of variation for the repeated assays ranged h m  4.0 to 5.5% for lower leptin 

concentrations and h m  6.5 to 8.5% for higher plasma leptin concenhrations. 

StdMcaC unaîjses. Student t-tests were used to examine gender differences. The same procedure 

was aiso used for the cornparison of subgroups matched on the basis of body FM. In these analyses, 

we individually paired men (n=26) and women (n=26) for total body FM (within a maximal 

ciifference of 2 kg) and compared their respective fasting plasma leptin and insulin concentrations as 

well as their abdominal subcutaneous and visceral AT accumulation. Pearson product-moment 

correlation coefficients were used to examine associations among variables. AU analyses were 

performed with the SAS statistical package (SAS Institute, Cary, North Caroluia, USA). 



Physical and metabolic characteristics of subjects are shown in Table 1. Indices of body 

fatness showed signifiant gender ciifferences as %body frit and body FM (in kg) were higher in 

women comparai to men. Women also showed higher IeveIs of subcutaneous AT meanrred by CT 

wmpared to men. However, in spite of the fkct that women displayed bigher latek of total body fat 

than men, no significant gender difference was fomd in vijceral AT accumufation- With the 

exception of lower plasma HDL-, HDb- and HDL&olesterol concentrations and an 

CHOL/HDL-cholesteiol ratio in men, no sipnincant gender d i f f a c e  was noted in the remabhg 

variables of the plasma Lipid profile. Furthemore, men were characterized by higher insulin and 

glucose concentrations in the fasting state wmpared to women. However, plasna l e p h  

concentrations were more than 3-times higher in women than in men. 

In both men and women, plasma leptin levels showed strong correlations with adiposity. 

Figures 1 and 2 illustrate the relationships of plasma leptin concentrations to body FM and waist 

circurnference (Figure 1) as weli as to abdominal subcutaneous and viscerd AT accumulation 

(Figure 2). For a given body FM (or any adiposity variables studied), women showed higher plasma 

leptin concentrations compared to men. We also observed substantial individual variation in plasma 

lepth Levels among subjects with increased adiposity, whether it was evaluated by total body FM, 

waist girth, subcutaneous or viscerd AT accumulation. 

Although we observed significant associations between plasma lepth concentrations and 

lipid levels, statisticai adjustrnent for body FM eliminated those relationships in both genders (Table 

2). The associations of plasma l e p h  concentrations with plasma insuiin and glucose levels, either in 
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the fasting state or following the oral glucose load are depicted in Table 3. As opposed to men, 

correction of the relationships with FM did not eliminate the significance of the association between 

plasma leptin and insulin concentrations in women. 

To better examine the potentiai g& difference in plasna leptin concentrations, we have 

also compared men ( ~ 2 6 )  and women (1~26) WhO were matcfied for thei. total body FM within a 2 

kg différence. Figure 3 indicates ;bat alihough subjects were closely mstched for total body FM 

(mean * SEM, men: 20.2 * 1.8 kg vs women: 19.9 * 1.8 kg), women showed plasna 1epti.n Levels 

which were approximately twice the concentraiions found in men. Moreover, men displayed 

significantiy higher fasting insulin levels and visoaal AT accumuiation compared to women. 

However, no gender Merence was found in subcutaneous AT accumulation. 
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DISCUSSION 

The relationship of abdominal obesity to numerous metabolic d&urbances identified as risk 

factors for the development of CVD, such as dyslipidemias and NIDDM is weli documenteci [l]. 

Moreover, although women have on average higher levels of body fat than men., their metabolic 

profile seems to be l e s  a f f i  by obesity. This is concordant with the resuits of the present study 

as women were characterized by a higher body f a  content tha. men However, in spite of the fàct 

tbat women of the present shLdy were fatia than the sample of men examineci, they tendeci to show 

more favorable fasting plasma iipoprotein, insulin and glucose concentrations tban men. This 

situation couid pertiaps be partly explained by the fhct thai women had more subcutaneous fat than 

men but showed no difference in visceral AT accumulation, this laîîer depot having been show to 

be more closely relaîed with alterations in the lipid profile as well as in the ~ - g l u c o ~ e  

homeostasis than excess fatness per se [363. These resuits f i d e r  ernphsiz the role of viscerd fat 

as a correlate of the metabolic complications of obesity. In this regard, as a set of morphometric and 

metaboiic variables was assessed in both men and women, the present study offered an opportunity 

to examine the potential associations of total body FM as well as of AT distribution indices to 

plasma leptin levels, and to test for potential gender ciifferences in the magnitude of these 

The obese gene produc& leptin, is secreted and exclusively expressed by AT [2,9-131. 

Numerous -dies have now reported strong positive correlations between total adiposity and f h g  

plasna leptin concentrations or its AT mRNA levels [14-2 11. In the present study, an increased body 

FM was associated with higher plasma leptin concentrations in men and women. However, the slope 
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of the rrlationship was steeper in women compareci to mm. This observation indicates that for a 

given total body FM, women show elevated pl- Ieptin concentrations compared to men 

In our study, the associations between plasma leptin and iipid concentrations were dependent 

of the degree of obesity as statisticaî adjustment for body FM did eliminate the associations. This is 

concordant with previous studies that reported no relaîionships between plasna leptin and lipid 

concentrations after statistcal adjustment for adiposity 137,381. We also found highly significant 

correlations between plasna leptin concentrations and insulin levels m d  in the fasting state or 

following an oral glucose challenge. However, this relationship was only independent of adiposity in 

women. These resuits are rather concordant with s e v d  previous studies where it had been reported 

that iasulin administration in vivo or insulin in vitro could increase AT obese gene mRNA levels 

[3,13Z231. 

We also found a substantial ciifference in leptinemia between men and women. Previous 

studies had suggested that this ciifference could be the result of the increased body fat content of 

women compareci to men [14,17,20,37-421. However, this gender diffêrence remained after 

adjutment of leptin for adiposity, rnostly BMI [14,17,î0,37,38,40-421. In the present study, when 

women and men were matched for FM, a ~ro-fold ciifference in leptinernia remaineci, women baving 

higher levels than men. It is also relevant to point out that women matched with men on the basis of 

body FM had lower plasma insulin levels than men. The understanding of the mechanism 

responsible for this phenornenon is beyond the scope of the present study and will require M e r  

investigation. However, gender Merences in visceral AT could be suspectecl in men and women 

matched for total body fatness, lower values king reported in women [43]. Indeed, in addition to 
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higher plasna iBsului concentrations, men also showed in& VisCaal AT accumulation 

compared to women. Thus, this elevated visceral AT dep* which is closeiy related to alterartions in 

glucose-homeostasis [Ml, may contribute to the hyperiasulinemic state in men. 

Increased leptin production has been reported in subcutaneous vs i n t r a a b d o d  AT depots 

[9,45]. The well known gender dinerence in AT distribution may account for some of the dB- 

in ieptia concentrations between men and women, However, in our study, men and women matr.hed 

for FM displayed sirniiar average leveis of subcutmeous AT. Thus, it does not appear that increased 

subcutaneous AT in women is responsible for the difference in circulating leptin concentrations 

between men and women. 

Recently, Rosenbaum et al have also reporteci a gender diffêrence in leptin concentrations 

[39]. They also obsaved a decrease in plasma lepth levels at menopause in women, but leptin 

concentrations in postrnenopausal women remained higher than those fomd in men. In this regard, 

they proposed that estmgen andor progesterone could affect leptin levels resulting in elevated leptin 

concentrations in premenopausai women. Furthemore, they also proposed that the lower leptin 

levels that are reported in men, compared to women, could be due to elevated androgen 

concentrations. This hypothesis requires firrther investigation. 

Another issue that will have to be examineci is whether the proportion of fk vs bound Ieptin 

in the plasma could be different between men and women. Indeed, Sinha et al have reporteci a 

clifference in the proportion of fke vs bound (i.e. associated to binding proteins) leptin between lean 

and obese subjects [46]. In this study, it was also noted that obese subjects had higher leptin 

concentrations compared to lean individuals, and that a majority of the leptin in circulation was in 
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the fke form Since fi=ee leptin is believed to be the bioactive form, these obsemations pmvide 

M e r  support to the leptin mistance theory in human obesity. In the present shuiy, women had 

increaseù adiposity and hi* plasna leptin concentraiions compared to men. However, matching 

subjects on the bans of FM did not eliminate the gender ciifference in leptin levels. In om study, we 

were not able to quant* the contributions of the two forms of leptin (k vs bound) to the total 

circulating concentration. However, in the event that a g& ciiffierence in the proportion of l k e  vs 

bound leptin wntribided to el& piasma leptin lwels in women, d t s  of the present study 

suggest that this phenornenon is unlikely to be the resuit of in& adiposity. 

In sumrnary, the d t s  of the present study clearly indicate that women have increased 

plasma leptin levels compared to FM-maîched men. Since plasna leptin concentrations were net 

related to alterations of the plasma lipoprotein concentmtions which are h o w n  risk factors for CVD, 

it does not seem relevant to include leptinemia in the set of rnetabolic ri& factors for CVD. 

Althou@ this study was obviously not designed to examine the mechanisms that are involved in the 

regulation of the obese gene expression in AT, the present resuits reinforce the notion thai, in 

women, leptin production in AT is related to insulinernia, and that this relatioaship is independent of 

FM. However, M e r  studies are needed to iden* factors responsible for the marked ciifference in 

lepthexnia among men and women with similar levels of total body fat 
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FIGURE EIEADINGS 

Figure 1: Associations between fasting plasma leptin concentrations and total body FM (upper 

panel) as well as waist girth (bottom panel) in 91 men (n) and 48 women (i). 

Figure 2: Associations between fasting plasma leptin concentrations and abdominal subcutaneous 

(upper panel) as well as visceral AT (bottom panel) in 91 men (n) and 48 women (i). 

Figure 3: Fasting plasna lepth and insulin concentrations, as well as viscerai and subcutaneous AT 

accumulation in men (white bars; ~ 2 6 )  and women (black bars., n=26) matched on the basis of total 

body FM (mean * SEM; men: 20.2 1.8 vs women: 19.9 * 1.8 kg). Values in figure are expressed 

as means k standard error of the mean (SEM). 



Table 1: Physicai and metabolic characteristics of subjects 

Variables Men Wornen 
(n=91) (n=W 

Age 6-W 373 * 4.8 38.5 6.8 

Weight (kg) 82.7 * 12.9 75.4 * 18.9 b 

Waist girth (cm) 96.1 * 12.0 87.1 15.6 e 

Glucose (mmoUI) 5-16 * 0.51 4.92 * 0.42 

Glucose Area (l@3mmoi/l/min) 1-18 * 0.23 1.12 0.21 

Values are expresseci as means * SD. 
Gender differences: a pc0.05, b pi0.0 1, p4.005, d ~ 0 . 0 0  1, e pc0.0005 and f p<O.OOO 1 





Table 3: Correlation coefficients for the associations h e e n  plasna 
glucose and insuiin levels measured in the fasting state and foiiowing 

a 75g oral glucose load (OGTT') versus plasma leptin levels in the 91 men and 48 women. 

- 

Not adjusted Adjusted for F M  

Men Women Men Women 

FASTING 

GIucose 0.44 0.61 " O. 18 0.32 ' 

Insuiin 0.47 0.66 ' O. 18 0.3 1 ' 

OGTT 

Glucose Area 0.53 0.55 0.29 0.35 " 

Insulin Area 0.47 0.64 0.13 0.26 
-- 

a pc0.05, m.0 1 and ' ~ 0 . 0 0  1 



Fat Mass (kg) 

Waist Circumference (cm) 



Subcutaneous ~ ~ ( c r n * )  

i Men (14.59,  p<O.OOO 1) 
O Women (d .80 ,  p<0.0001b O 



Men Women 
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L'obésité, qui résulte du déséquilibre entre la prise alimentaire et la dépense énergétique, a 

depuis longtemps été rapportée pour avoir des effets néfastes sur la santé. À cet efT& la découverte 

de la leptine, hormone capable de réduire la prise alimentaire et d'augmenter la dépense énergétique 

chez les rongeurs, a permis d'élaborer de nouvelles avenues de recherche visant l'étude de l'dtiologie 

de l'obésité. Chez l'humain, une différence sexuelle dans les niveaux plasmatiques de leptine a été 

consignée, et il a eté suggéré que les homones sexuelles pourrait être impliquées dans la réguiation 

de la leptinémie. Le but de la présente étude était d'examiner les associations entre la leptinémie à 

jeun et les concentrations d'hormones stéroïdienws endogènes de même que celles de la globuline 

de liaison des hormones stéroidiemes (SHBG) chez 69 hommes adultes d'âge moyen. Nous avons 

trouvé que les niveaux de leptine étaient corrélés négativement aux concentrations plasmatiques de 

testostérone (T ; ~ 4 . 3 8 ,  p<0.005), de déhydroépiandrostérone (DHEA ; r-00.36,p<0.005) et 

d'androstenedione (A~-DIONE; p=-0.25,p<0.05) de même qu'aux rapports oestdiol:T 

(14.4 1 ,p<0.0005) et d'oestrone: A~-DIONE (r=0.26,p<0.05). L'ajustement statistique pour la masse 

grasse a éliminé toutes les associations entre les niveaux plasmatiques de lepthe et d'hormones 

stéroïdiennes. Toutefois, cette procédure de correction n'a pas réussi à éliminer la corrélation 

négative observée entre les concentrations de SHBG et de leptine (avant ajustement: F- 

0.39,p<0.001; après: A.26,p<0.05). Les résuitats provenant de l'analyse de régression multiple de 

même que la comparaison de sujets appariés pour la quantité de masse grasse mais &chant des 

concentrations faibles ou élevées d'insuline ont suggéré que l'état hyperinsuiinérnique retrouvé 

fiequement chez les sujets ayant des niveaux élevés de leptine, est associé à la réduction des 
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niveaux de SHBG observée chez les individus hyperleptinémiques, ces deux conditions étant 

probablement associées à une activité androgénique faible chez les individus modérément obèses. 



ABSTRACI' 

Obesity, which d t s  h m  an imbalance between food intake and energy expenditure, has 

long been ~cognized to have detrimental eff- on health, In this regard, the discovery of leptin, a 

hormone known to reduce food intake and increase energy expenditure in rodw, has provideci 

some insights in the etiology of obesity. in humans, as a gender difference in plasma lepth 

concentrations has been reporteci, it has been suggested that sex staoid hormones could be imrolved 

in the regulaton of lepthemia. The aim of the prisent sbudy was to examine the associations 

between fasting plasna leptinemia and steroid homone as weil as sex-hormone binding globulin 

(SHBG) concentrations in a sample of 69 midde-aged men. We found thai leptin concentrations 

were negatively associated with testosterone (T; &.38, @.005), dehydroepiandrosterone @HE& 

&.36, ~ 0 . 0 0 5 )  and androstenedione (A~-DIONE; r-0.25, p4I.05) concentrations and positively 

wrrelated with DHEA-sulfate (r4.34, m.05) levels as well as with the estradi01:T (d.41, 

p4Kl05) and -ne: A~-DIONE (r=0.26, ~ 4 . 0 5 )  ratios. Statistical adjustment for body fat mass 

e- 
. .  al1 the relationships between leptin and steroid levels. However, statistical 

adjutment for FM failed to eliminate the signifiant negative correlation noted between SHBG and 

leptin concentrations (before adjustment: ~ 4 . 3 9 ,  pi0.001 ; a h  ~ 4 . 2 6 ,  pa.05). R d t s  h m  the 

multiple regression analyses a well as comprison of subjects matched on the basis of fat mas,  but 

with either low vs high insulin levels, suggested that the hyperinsuiinemic state which is co~~lfllonly 

found among subjects with increased leptin levels, is correlateci with the reduced plasma SHBG 

concentrations found among « hyperleptinernic individuals, both conditions king possibly 

associated with low androgenic activity in those relatively obese subjects. 



rN'rRODUCTION 

Chronic positive energy baiance d t i n g  fiam increased f d  intake and decreased energy 

expenditure contri'butes to body fgt accumulation and obesity, leading to possible complications 

baving detrimental effects on health [l]. The cloning of the mouse (Lep) and human (LEP) ob gene 

and the charactenzati . . 
on of its protein product, leptin [2], has provided a new impeais to the efforts 

airneci at mdemtmding the paihophysiologicaI aspects of obesity. Leptin has beem shown to lower 

body weight by reducing food intake and inmasing energy expenditure in leptindeficient obhb 

mice [2-81. In both IOdents and humaas, the leptin gene is e>qmssed only in the adipose tissue (AT) 

[2,9-131. Numemus studies have reported a highly sipnincant reiationship between adiposity and 

plasna l eph  concentrations or adipose tissue mRNA leveis [ 14-2 11. 

A gender difference in plasma leptin levels, wfuch is thought to be partly independent of body 

fatness, is commonly observeci. tndeed, women have higher levels of leptin compared to men [22- 

27l and it has been proposed that sex hormones couid be involveci in this sex dirnorphism [273. 

On the other hand, associations between obesity and plasma stemid hormone concentrations 

have also been reported. Obese men are c- by reduced plasma testosterone (T) and sex 

hormone-binding globulin (SHBG) levels and by i n d  estrogen concentrations [28]. It has also 

been shown that abdominal obese men have decreased C,, steroid levels e.g. reduced T, 

dehydroepiandrosterone (DEA), androstenedione (A~ODIONE) and androst-5-ene-3P, 17P-diol (fi- 

DIOL) [2829] concentrations compared to lem controls. 

Thus, the aim of the present shidy was to examine the relationship between f h g  leptinemia 

and plasma steroid and SHBG levels in middle-aged men. The results reporteci herein indiate that 



fasting plasma leptin concentrations are associated with plasna steroid leveis but that these 

relationships are largely mediated by the concomitant variation in body h e s s .  However, even after 

statistical adjutment for body fat rnass (FM), high plasna SHBG levels remaineci significantly 

associaîed with low leptin concentrations. 



SUBJECI'S AND METEODS 

Sdjectr. Sixty-niw men (mean age SD: 36.6 * 3.2 years) were recruited by sollicitation through 

the media to participate in this study, which was approved by the Medical Ethics Cornmittee of 

Laval University. An infomed consent document was signecl by all participants. A cumplete 

physicai examination, which also included medical history, was perfiomied by a physiciaa AU 

participants were nonsmokers and fke h m  diseases requiring treatment. Exclusion criteria included 

diabetes, monogenic dyslipidemias or evidence for the presence of coronary heart disease. 

A n t h r o p o ~  Measuremertts. Weight and height were measiaed following standardid 

procedures [30]. Body d d t y  was measured by the hydrostatic weighing technique [3 11, and the 

mean of six measurements was used in the dcuiation of  body density. Pulmonary residual volume 

was measiued with the heiium dilution technique. Percentage body fat was obtained h m  body 

density using the equation of Sin 1321. Fat mass was detennined by multiplying percent body fat by 

body weight 

Plasma Steroid and S B G  h e h .  After a 12-hour fast, blood was collecteci between 07h00 and 

09h00 in the moming and plasma was obtained after centrifugation at 1500 rpm for 15 minutes. The 

samples were h z e n  at -80°C mtil steroid measurements were performed [333. Five milliiiters of 

ethanol were added to 1 ml plasma and centrifugeci. The d t i n g  pellet was fkther washed with 5 

ml ethanol, and the two ethanol extracts were combined After evaporation under nitrogen, the 

residue was suspended in water/methanol(95:5) and chromatographed on C, ,  columns (Arnersham, 



Oakville, Canada). Unconjugated steroids were isolated by elution with water/rnethanol(15:85). The 

solvolysis of sulfated steroids was pdormed as foliows: 0.1 ml of 12 M HCl was added to the water 

phase and 5 ml of ethyl ether saaaated with HCI were added and the mixture was left to stand at 

room temperature ovemight. The organic phase was then evaporated and the residue solubilized with 

1 mi of 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0) and firrther extracted twice with 5 ml of ethyl ether. The 

organic phase was evaporated and the residue kept for separaton of non-conjugated steroids. To 

sepenate non-conjugated as well as hydrolyzed sulGde chivative steroids, chromsitngraphy on LH-20 

was perfonned [34]. AAer solubili3ation in 1 ml isooctane/toluene/methanol (90:5:5), the steroids 

were deposited on Sephadex LH-20 columns (Phamiacia, Uppsala, Sweden). Elution was performed 

by increasing the polarïty of the organic solvent mixture, and four M o n s  were collecteci. M e r  

deposition of steroids, 1 5 ml isooctandtoluene/rnethanol (9055)  were eluted and discardeci. After 

addition of 20 ml isooCtane/toIuene/methanol (90:5:5), A~-DIONE and DHEA were collected. 

Isolation of testosterone was achieved by elution of another 20 ml of the solvent The mixture 

isOOcfane/toluene/rnethano~ (70: 1 5: 15) caused the elution of A'-DIOL and estrone (E,). Estradiol (EJ 

was obtained after elution with isooctane/toluene/methaw 1 (60:20:2O). S teroid levels were m e a d  

by radioimmunoasay (RIA) using specinc antibodies as previously described [33¶34]. 

Immunoreactive SHBG concentrations were measured using the IRMA-count SHBG kit (Diagnostic 

Products Corporation, Los Angeles, CA). 

P i a s m  L e p h  Concentrations. Leptin levels were determined with a highly sensitive commercial 

double-antibody RIA (Human Leptin Specific RIA Kit, LINCO Research, St-Louis, MO) which 



detects relatively low leptin levels of 0.5 ng ld  and *ch does not mssreact with human insulin, 

proinsulin, glucagon, pancreatic polypeptide or somatostatin, Our coe5cients of variation for the 

repeated assays fangeci h m  4.0 to 5.5% for Iowa le@ concentrations and h m  6.5 to 8.5% for 

higher plasma leptin concentrations. 

PurSm IIIS& Le& Blood samples were wllected under EDTA and Trasylol (Miles, Rexdale, 

Ontario, Canada) through a venous catheter h m  an antecubital vein a h  an ovanight fast Plasna 

insuiin was measured by radioimmunoassay (RIA) with polyethylene glycol sepadon [35]. 

S&&&al Anafyses. Pearson pmduct-moment correlation coefficients were used to quantify the 

relationships among variables. Multiple regression analyses were perfonned to estimate the 

independent contributions of each variable to the variation in fastllig plasma leptin concentrations. 

Body FM as well as plasma Win, T, DHEA, D E A - S O ,  A%IONE and SHBG levels were 

wnsidered as independent variables. We also included the $:T and E,:A~-DIONE ratios as 

independent variables in these analyses. Student t-tests were useâ to invdgate ciifferences between 

subgroups of subjects matched for total body fat mass but with either low (n=13) or high (n=13) 

fashg plasma leptin levels usiiig the 5om percentile of the leptin distribution as the cutpoint between 

the low and high leptin subgroups. The same matchïng procedure was used for the cornparison of 

subjects with low (n=19) vs high (n=19) fasting plasma insulin levels, again using the 50' percentile 

of the insuiin distribution to separate the low and high insulin subgroups. AU analyses. were 

performed with the SAS statisticai package (SAS Mme, Cary, NC). 



RESULTS 

As show in Table 1, subjects were quit heterogeneous in temis of body fmess, as revealed 

by body FM values ranging h m  6 to 37 kg. As expected h m  the previously reported relationships 

between plasma steroid levels and adiposity, the men of the present study had relatively low levels 

of testosterone and SHBG in the plasma (12.4 I 3 2  nmoM a d  30.5 * 11 -0 nmol/l, respectively). 

The associafions between piasma staoid and leptin levels are shown in Table 2. High plasna 

T, DHEA and A~-DIONE concentrations were associated with low plasna leptin leveis. 

F ~ ~ R ~ o E ~  DHEA-S04 levels as weil as &:T and &:A~-DIONE ratios were positively conelated 

to f d g  plasma leptin concentrations. However, -cal adjustment for body FM, m e a d  by 

hydrostatic weighing, ehnhakd those signiscant relationships. 

Figure 1 illustrates the relationship of plasma leptin levels to SHBG wncentrations. We foimd 

that high plasma leptin levels were associated with low SHBG concentrations ( ~ û . 3 9 ,  fl.001), 

the relatiomhip remahhg signifiant after statistical adjutment for body FM ( ~ 4 . 2 6 ,  p<O.OS). 

We then performed multiple regression analyses in order to quantify the individuai 

contribution of steroid hormone, SHBG and insulin levels as well as FM to the variation in fasting 

plasma leptin concentrations (Table 3). When only plasma steroid hormone and SHBG levels were 

included in the statistical mode1 (Model l), SHBG concentrations explained 15.2% @<0.001) of the 

variance in plasma leptin levels. Addition of plasma insului level as an independent vanable (Mode[ 

2) attenuated the contribution of SHBG concentration to the variation of leptinemia, although it 

remained statistically significant @<O.OS). in Mudel 2, insulin levels explained 21.7% of the 

variance in leptin concentrations @<0.0001). However, FM was by far the best predictor of plasma 



leptin concentrations (72.9%; Model3). Although body FM was a strong contributor to the variation 

in piasma leptin levels, iosulin concentration remainecl a significant predictor of plasma leptinemia. 

Furthemiore, although the variance in leptinemia explained by SHBG was almost similar to the 

contribution of insulin in the latter mode1 (1.2% vs 1.9% rspectively), it did not ~ a c h  statistcai 

signincance rn .08) .  

Finsilly, in an m p t  to provide fiirther insight into the relationships between lepth, insuiin 

and SHBG levels, we maîched subjects on the bask of body FM and classified them according to 

fasting plasna leptin concentmîïon (low vs hi& Figure 2). No difference in SHBG Ieveis was noted 

between those with low vs high fasting leptin concentrations. W e  conducted similar analyses in men 

matched for body FM but with low vs high insulin levels. In this latia case, men with increased 

iosulin concentrations had sigdicantly Iower SHBG levels compared to those with Iow insulin 

concentrations. 



DISCUSSION 

Leptin, the ob gene product, is a hormone which increases energy expenditure and decreases 

food intake in s e l m  rodent models [2-81. The ob gene is exclusively expressed in AT [2,9-131 and 

plasma leptin concentrations have been closely associated with body fatness [14-2 1 3. Furthemore, 

obesity is ~ I a t e d  to aiterations in plasma steroid hormone levels. Indeed, reduced plasna T, DHEA, 

A~-DIONE and A'DIOL as weli as SHBG concentrations have bexm reportai in obese men [28,î9]. 

Obesity is also m i a t e d  with hi& p h m a  estrogen leveis in men [28]. 

Gender ciifferences in plasna leptin levels, independent of the expected sex dimorpbism in 

body f ~ e s s ,  have been reported with women are having higha leptin concentrations than men [22- 

271. Thus, it has ken proposed thaî diEetences in sex steroid concentrations between men and 

women could explain, at l e s t  in part, this sexual dimorphism in plasna leptin levels [271. Indeed, it 

was suggested that estmgen andor progesterone could increase whiie androgens could decrease the 

LEP gene expression and leptin secretion. In contrast, Saad et ai [36] have suggested that sex steroid 

hormones did not seem to play a major d e  in the explandon of the gender Merence in fasting 

leptinernia In the present study, we fomd signifiant associations between leptin concentrations and 

plasma steroid hormone levels as low T, DHEA and A~-DIONE levels but high D W O 4  

concentrations, $:T and E,:G'-DIONE ratios were foimd in men with high plasma leptin levels. 

However, these associations were strongly dependent upon the degree of adiposity as statistical 

adjustment for body fat m a s  elïxninated ali these relationships. A recent report by Haffiner et al [37  

also indicated that the sipnincant relationships berneen Leptin and sex hormone concentrations. were 

dependent upon adiposity. Thus, these results taken together do not suggest an independent 



contribution of testosterone and more generaiiy of C,,  staoids in the gender ciifference observed in 

leptin concentraîions. 

On the other han& we found a signifiant negative correlation between plasma leptin and 

SHBG levels with high leptin concentrations king associated with Iow SHBG levels. In contrast to 

steroid hormones, this reiationship did not depend upon the degree of adiposity of the subjects as 

statisticd adjustment for body FM had Iittle effect on the association. Since SHBG levek are 

increased by intradular androgens 1381 and DHEA, ~ - d i o l  and  d di one are transformed by an 

intracrine mechaniSm [39,4û] without p i d e l  changes in the circulation, the statistically signifiatut 

correlation between SHBG and leptin could reflect this mechanism. 

Although the study by H&er and coileagues [37 reached similar conclusions, one iimitation 

of their study was that w direct measurement of body fktness had ken perfonned In our study, total 

body FM was assessed by uuderwater weighing. Results fiom the multiple regression anaiyses 

revealed that when body FM and insulin were used as independent vanables in the prediction of 

fasting plasma leptin level, SHBG concentration was no longer a significant contributor to fasting 

lepthemia. In order to fiuther investigate this issue, we have compared subjects matched for FM but 

with either low vs hi& fasting plasma insulin levels. We found that subjects with elevated insulin 

concentrations also displayed sipnincantly decreased plasma SHBG levels compared to those with 

low plasma insului levels. This ciifference in SHBG levels was not found when subjects matched for 

body FM but characterized by low vs high fasting plasma leptin levels were compared- Although the 

physiological relevame of this observation is not clear at this tirne, a possible mechanisru can be 

proposed. Insulin has been reported to reduce the production of SHBG by HepG2 ceils [41]. Hence, 



insulin couid be an important modulator of SHBG metabolism [4244]. Such an effect could also be 

explained by the hi& fasting insulin levels observed with hypoandrogenecity. Low androgens, high 

insulin as weii as obesity and high leptin concentrations are associared with hyperinsuiinexnia 

[17,20,î5,45], the relationship between ieptin and SHBG leveis noted in the present hidy codd 

r d e a  at least in part, the hown effect of insulin on SHBG production or may resdt h m  

hypoandrogenecity. This possibility is supported by the suggestion that SHBG levels may beüer 

reflect plasma lwels of free and active steroid concentrations [38] and especialiy the intracellular 

concentration of steroids made locally by intracrine mechanism [39,40,47]. 

In summary, the results of the present study indicate that sex steroid hormone levels in men are 

associated with fasting leptin concentrations. These associations are largely explained by the 

concomitant variation in the level of total body fat which, in tum, may r e d t  fiom changes on 

androgenic activity. Hyperkptinemia is associated with reduced SHBG levels before and after 

statistical adjustment for body fat mass. Although more studies are needed to fully understand the 

physiologid relevance of this phenornenon, it appears that the hyperinsulinemic state ofien found in 

subjects with increased leptin concentrations could explain, at least in part, the lower SHBG plasma 

concentrations found in obese men. 
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FIGURE READINGS 

Figure 1: Relationship between fasting plasma leptin (log,,) and SHBG concentrations in the 69 

men of the study . 

Figare 2. Body fat mass as weli as plasma leptin, SHBG and insulin concentrations of men matched 

on the basis of fat mass (within a difference of 1 kg) but with low (white bars) vs high @lack bas) 

leptin @anel A; 13 pairs) or in& leveis (panel B; 19 pairs). Values are expressed as mean * SEM. 



Table 1: Physical, metabolic and hormonal characteristi,~ of the sample of 69 men 

- 

Mean * SD Range 

SHBG ( n d )  . 30.5 * 1 1 .O 12.0 - 61.1 



Table 2: Pearson correlation coe5cienfs between plasma steroid and 
fasting plasna leptin concentrations, before and after adjustment for body fat mass. 

Leptin concentrations are log,, transformed 
* P<0.05, ** P<O.OOS and *** P4.0005 



Table 3: Muhivariate regression analyses showing the independent wntniutions of body fat miss, 
plasma steroids (testosterone, DHEA, DHEA-SO,, A~-DIONE, E,:Testosterone, &:A~-DIONE), 

insuiin and SHBG to the variation in fashng leptin leveis. 

Fasting Leptin' SHBG 15.2 32.9 0.00 1 

DHEA 9.0 0.0 1 

Fasting Leptin Fasting Iosulin 21 -7 43.1 0.000 1 

DHEA 8.7 0.0 1 

DHEA-S04 8.1 

SHBG 4.7 

Model3 

Fasting Leptin Fat m a s  72.9 74.8 0.000 1 

Fasting Insulin 1.9 0.05 

Model 1 : [ncluded T, D E A ,  DHEA-SO,, A~-DIONE, E,:Testosterone, 
~ : A ~ - D I O N E  and SHBG 

Model 2: Al1 variables of model 1 with addition of fasting innilin 
Model 3: Al1 the variables of model 2 with addition of fat mass 

l Plasma leptin concentrations were log,, trandonned for all analyses 



Not Adjusted: r=-0.39, p<O. 001 
Adjusîed for FM: r=-0.26, p<O. O5 

O 15 30 45 60 75 

[SHBG] nrnoVl 





CHAPITRE 10 

L'HYP- EST ASSOCU~ PLUS ÉTRO~~EMENT A LWYPERTROPm 
DES CELLULES ADIPEUSES QU'À L'HYPERfLASIE DU TISSU ADIPEUX 

L'article composant ce chapitre est intiulé : 

hsperleptinemia is more closely associated wiîh adipose cell hyperh.ophy 
t h  wirh adipose tissue hyperplasia 
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Le clonage du gène obèse a la caractérisation de sa protéine, la leptine, a permis l'étude 

d'une nouvelle hormone possiblement impliquée dam la réguiation de la masse adipeuse. 

Cependant, les mecanismes physiologiques par lesquels la production de Leptine par le tissu 

adipeux est régulée demeurent méconnus. La présente étude a pour but d'examiner les 

associations en* le poids a d i w  de même que l'estimation du nombre de cellules 

adipeuses, et la concentration plasnuitique de lepthe chez 63 hommes (âge moyen * déviation 

standard : 36 * 4 années) et 42 femmes (35 I 5 années). Tant chez l'homme que chez la femme, les 

poids adicpocytaires moyens abdominal et fémoral de même que l'estimé du nombre total 

d'adipocytes &aient positivement corrélés aux indices d'adiposité corporelle et de distribution du 

tissu adipeux (r compris entre O28 et 0.84). En moyenne, les femmes avaient un poids adipocytaire 

abdominal et fémoral plus élevé que les hommes. De plus, cette différence sexuelle dans l'adiposité 

était associée à des niveaux de leptine plus élevés chez la femme que chez l'homme. Tant chez 

l'homme que chez la femme, I'augmentation du poids adipocytaire abdominal était associée à des 

concentrations plasmatiques de lepthe et d'insuline plus élevées. Toutefois, les associations entre ie 

poids adipocytake fémoral et la leptine de même que l'insuline n'ont été retrouvées que chez la 

femme. Chez l'homme, l'insuline et la leptine étaient corrélées à 1' estimation du nombre 

d'adipocytes tandis que chez la femme, une telie association n'était observée qu'avec l'insuline 

plasmatique. La correction statistique pour I'accumulation de masse grasse a éliminé toutes les 

associations significatives, à l'exception de la relation entre le poids adipocytaire abdominal et la 

lepthe chez la femme (r=0.35,~0.05). De plus, lorsque des groupes d'hommes et de femmes étaient 
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appariés pour la concentration plasmatique de leptine, aucune ciiffikence n'était observée au niveau 

du poids adipoqtake tant a b d o d  que fémoral et ce, malgré un nombre réduit d'adipocyte chez 

les femmes comparativement aux hommes. Les résultats de la présente étude indiquent que, tant 

chez l'homme que chez la femme, le poids adipocytairr est positivement corrélé aux concentrations 

plasmatiques de leptine. De plus, nos résultats démontrent que la relation entre le poids adipocytaire 

abdominal et la leptuiémie est indépendante de la quantité totale de masse grasse. Ces observations 

confirment le rôle de la grosseur de la aliule adipeuse dans la régulraon de la production de leptine 

par le TA. Étant donné que les femmes sont *aacténsees - I par des adipocytes plus gros que les 

hommes, nos résultats laissent entrevoir une explication pour la différence sexuelle des niveaux 

plasmafiques de lepîine chez I'humaïn. 



The cloning of the obese gene and the characterization of its protein product, lepth, has 

aiiowed the study of a new hormone produceci by the adipose tissue and potentially involved in the 

regdation of energy balance and adipose tissue (AT) mas. Furthemore, the physiological 

mechanisms impïicared in the regdation of leptin production by AT in h m  are not M y  

understood. The present study examifled the relationships of fat ceil weight (FCW) as well as of 

estimated total adipose ce11 number, to plasma leptin concentration in samples of 63 men 

(mean age * SD: 36.2 3.8 y-) and 42 women (34.7 4.6 years). in both genders, mean 

abdominsl and femoral FCW as well as the estimated adipose ceil number were positively correlateci 

with body fatness and AT distribution variables (0.28 1r10.84). Larger abdominal and fernord 

FCW were foimd in women than in men. This gender difference in adipose ceii size was associated 

with hcreased leptin levels in women compared to men. In both men and women, increased 

abdominal FCW was associated with higher plasna leptin concentrations. However, the association 

between femorai FCW and leptinemia was only significant in women Con- to women, plasma 

leptin levels were associated with the estimated adipose ce11 number in men Results fiom multiple 

re-ion analyses revealed that gender (38%), abdominal FCW (15.8%) and the estimated adipoce 

ce11 number (4.4%) were ali signincant predictors of fasting leptinernia Thus, results of the present 

study indicate that in men and wornen, both the abdominal and femod FCW are positively 

associated with plasma leptin concentrations. Furthemore, results h m  the multiple regression 

analyses suggest that the association between plasma leptin and abdominal FCW is independent of 

the expected concomitant variation in the level of total body fat These findings provide fiirther 
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support to the observation that adipose tissue leptin secretion may be upRgulated by adipocyte s k .  

The present study suggest that the higher piasma leptin leveis found in wornen than in men couid be 

explaineci, at lest to a certain extent, by the gender difference in adipose celi size and number. 



The discovery of leptin [l] has been an important breacthrough in the understanding of the 

pathophysiology of obesity [2]. Indeed, d e n  ndmtnistered - .  
to obese leptin-deficient mice (ob/ob), 

leptin has been s h o w  to lower body weight by reducing food intake and in& energy 

expenditure [IJ-81. Concordant with the exclusive secretion of leptin in adipose cells and 

expression of the ob gene in adipose tissue (AT) r1.9- 131, numerous studies have reported a strong 

relationship between adiposity and plasma leptin concentrations or adipose tissue mRNA levels [14- 

221. 

Finthmore, in humans? a gender differience7 which is independent of adiposity, has ken 

noted in plasma leptin concentrations as women are characterized by increased leptin levels 

compared to men 122-271. Although it has been suggested that sex steroid hormones rnay be 

implicated in this gender difference [28], androgens tending to decrease leptin levels [29-3 11 while 

-gens would increase leptinemia [32], they do not seem to be the only factors responsible for this 

discrepancy. With that in minci, a regionai difference in ob gene expression has been reported i.e. 

that adipocytes fiom subcutaneous depots produce more leptin than fat celis obtained fiom 

intraabdominal depots [33,34]. In addition, it has b e n  suggested that fat cell size could be an 

important contributor to leptin secretion by the AT. I n d e  smailer adipocytes are characterized by 

lower expression of the ob gene and secretion of kptin compared to larger fat celis [35,36]. 

As women are genrally characterized by larger adipocytes and by greater estimated total 

nurnber of adipose cells compared to men [37-401, we examined the potential relationships between 

subcutaneous abdominal as well as femoral fat celi weight (FCW), the esthated adipose ce11 
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number, and plasma leptin levels in both men and womm Results of the present shidy indicate that 

fat ceil size is more closely associd with plasma leptin levels than the estimated total number of 

adipose cek. Thus, our results suggest tbat adipose c d  hypertrophy and hyperpiasia both contribute 

to the higher plasma leptin levels fomd in women compared to men Howwer, other f k t ~ r s  are 

involveci in the welldocumented sex dimoïphkm in leptinemia 

Key Words: LepTu gender dzj$ierences, adipcyte size 
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SUaTECTS AND METHODS 

SubjeciS, Sixty-three men (mean age * SD: 362 3.8 years) and forty-two women (34.7 * 4.6 

years) were recnrited through the media to participate in this study, which was approved by the 

Medical Ethics Cornmittee of Lavai University. An informed consent document was signed by ail 

participants. A complete physicd -on, which aiso inciuded medical history, was performed 

by a physician AU participants were nonsrnokm and fke h m  dkases reqiriring treatment 

Exclusion criteria included diabetes, monogenic dyslipidemias, evidence for the presence of 

wronary heart disease as weil as use of medication known to sffect carbohydrate and lipid 

metabolism, 

Anthropometric ~ 4 s z u e ~  Weight and height were m e a d  following the procedures 

recornmended at the Airfie Conference [41]. Body density was measured by the hydrostatic 

weighing technique [42], and the mean of six measurements was used in the calcdation of body 

density. Percentage body fat was obtained h m  body deasity using the equation of Siri [43]. 

Computed toltulgraphy. CT was performed on a Siemens Somatom DRH Scanner (Erlagen, 

Germany) ushg previously descnbed procedures [44,45]. Bnefly, the subjects were examined in the 

supine position with both arms stretched above the head. A single CT scan was performed at the 

abdominal level (between L4 and L5 vertebrae) with a scout abdominal mdiograph used as a 

reference to establish the position of the scan to the nearest dimeter.  Total AT area was calculated 

by delineating the area with a graph pen and then computing the AT surface with an attenuation 



range of -190 to -30 Hounsfield Units [W. The abdominal viscerd AT area was m d  by 

drawing a Line within the muscle wall sirrrounding the abdominal cavity. The a b d o d  

subcutaneous AT area was calculated by subûacting the visceral AT area h m  the total abdominal 

AT area 

A@me h u e  biopsk und &nnUIafion od *se cell size and nIunber. Foilowing skin 

anesthesia with 1% xylocaine, 1 cm incisions were pedormed in the abdomirisil and femoral regions, 

and adipose tissue was surgicaliy removed. Afkr coliection, adipose tissue was quickly transferred 

to the laboratory, in saline (0.9% NaCI)-HEPES (5m.M) (pH 7.4). Adipocytes were isolated 

according to the method of Rodbell [47] in Krebs-Ringer bicabonate buffer (pH 7.4) containing 4% 

bovine serum albumin (KRBA) and 5mM glucose, plus 1 mglml collagenase as already described 

[48]. Digestion took place in shaking water bath under a gas phase of 95% 4 and 5% CO2, for 40 

minutes at 37°C. The suspension was then fïitered and the cellular filtraie obtained was rinsed 3 

times with 5 ml KRBA. Isolated adipocytes were hal ly  resuspended in KRBA, to obtain a final 

concentration of approximately 500 cells per 50 pl. Adipose ceil diameters were deterrnined using a 

Leitz microscope equipped with a graduatecl ocular (Rockleigh, NJ). Mean fat cell diameter was 

assessed h m  the meanirement of >5ûû tek, and the density of triolein was used to transfomi 

adipose ce11 volume into fat c e U  weight, aspreviously describecl [48]. Total adipose cell number was 

calculateci using the following equation: 

Total body. fat mass 
(Abdominal FC W + Femoral FCW)*0.5 
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Although we are aware that this value does not M y  take into afcormt the regional differences in fat 

ceii sizes, e.g. intraabdominai cells are generaiiy d e r  than subcutaneous adipocytes, we believe 

that it o f f i  a fairy usefûi estimation of the total number of adipocytes. 

Plasma k& ruid lepth concentn&~~i~. Blood sarnples were coilected under EDTA (Miles, 

Rexdale, Ootario, CANADA) through a venous d e t e r  h m  an antecubital vein in the moming 

afkr a 12-hour fàst, and plasna insulin was m e a d  by RIA with polyethylene glycol sepamtion 

[49]. Plasna leptin concentrations were detemiined with a highly sensitive commercial double- 

antibody RIA (Human Leptin Specific RIA Kit, LINCO Research, St-huis, MO) which detects 

relatively low lepth levels of 0.5 n g / d  and which does not crosseact with human iosulin, 

proinsulin, glucagon, pancreaîïc polypeptide or sornatnstatin. Our coefficients of variation for the 

repeated assays mged h m  4.0 to 5.5% for lower leptin concentrations and h m  6.5 to 8.5% for 

higher plasma leptin concentrations. 

Strzristicaf an ai'^^. Student t-tests were used to examine gender ciifferences in abdominal and 

femoral FCW as well as the total body estimateci adipose ceil number. Pearson product-moment 

correlation coefficients were used to examine associations among vaiables. Multiple regression 

analyses were also performed to estimate the independent contribution of gender, body fat à t s ,  

abdominal and femoral FCW as weii as the estimateci adipose ceii number to the variation in fasting 

plasma leptin concentrations. AU analyses were pedormed with the SAS statistid package (SAS 

Institute, Cary, North Carolina, USA). 



Table 1 shows the subjects' physical characteristics 'Ihere was a signifiant gender 

différence in body fatness as women had higher BMI, percentage of body fat and total body fat m a s  

values compared to men. We also observai differences in body fat distribution between men and 

women. indeed, men were c- by an increased abdominal VisCaal AT accumulation, d e  

women displayed higher levels of subcutaneous fat in the abdominal region. This increased adiposity 

found in women was also accompanied by significanUy hi* abdominrrl and femoral FCW 

compareci to men. A irend for an increased estimated number of adipocytxs was noted in women, but 

this difference did not reach statisticai sigrificance (p=û.07). As body h e s s  and plasma leptin 

concentrations are closeiy relateci, we also noted a significant and expected gender diffetence in 

leptinemia Indeed, women showed plasma leptin levels that were 3-times as high as those noted in 

men. 

Relationships of FCW as well as the estimated adipose cell number to total body fmess and 

AT distribution variables are presented in Table 2. The estimateci adipose ce11 number as weil as 

both the abdominal and femoral FCW were signifïcantly correlated with dl body fatness and AT 

distribution indices in both men and women. 

Figures 1 illustrates the relationships of abdominal and femoral FCW to fasting plasma 

insulin as well as leptin concentraîions. In both genders, abdominal FCW was positively associateci 

with plasma iosulin and leptin levels, although the associations were stronger in women than in men 

Furthemore, in women, increased femoral FCW was associaied with higher plasma insulin and 

leptin concentrations while in men, neither plasma insulin nor leptin levels were associated with 
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femoral FCW. As show in Figure 2, elevated plasma insulin was correlateci with an increaseà 

estimated adipose ce11 number in both genders. However, while men showed a signifiant 

association between the estimated fàî c e U  number and leptinemia, this association was not found in 

women, 

We a h  performed multiple w o n  analyses in order to quant@ the independent 

contributions of gender, body fat mass, abdominal and femoral FCW as weil as the estimaîed 

adipose ceil number to the variation in fàsting piasma teptin concentrations (Table 3). In a i l  these 

analyses, t o t .  body fat mass was not a signifiant predictor of leptinemia after including gender, 

abdomid FCW and estimated fat ceil number in the modeL Furthemiore, abdominsri FCW (15.8%) 

and the estimateci adipose ceil number (4.4%) contnbuted s i i f i c a d y  to the variance in leptinemia 

However, in our study, gender was by fiir the best predictor of plasma leptin concentrations 

explaining 38% of its variation. It is also relevant to note that after control for the above variables, 

fasting insulin concentration did not contribute signiscantly to the variance in leptinemia 



DISCUSSION 

Genda dinerences in body h e s s ,  AT distribution and in the metabolic risk profile reporteci 

in the present study have been previously well documented 1221. in the present study, a gender 

dinerence in adipocyte size was found as women had increased FCW both in the abdominal and 

fernord regions compareci to men. This obsavation is also concordant with previous d t s  h m  

our laboratory and h m  other groups [37-40]. 

Although signïfïcant associations behween FCW and body h e s s  were fomd in both 

genders, the relationshîp of adiposity to femoral FCW was d e r  in men compared to womm This 

is not surpris@, considering that men are generally characterized by abdominal obesity and by less 

subcutaneous fat than women [2,50,51]. Furthemore, rnuch d e r  in men than in women, which 

may explain the weaker relationship between body h e s s  and femorai FCW in d e  subjects of the 

present study. 

Abdominal obesity has also been associateci with hyperimhemia [2,51]. Accordingiy, in 

the present snidy, increased abdominal FCW was associated with hi* plasma insuiin and leptin 

concentrations in both men and women. However, associations between femoral FCW and plasma 

insulin as weli as leptin levels were only noted in women. Since plasna leptin concentrations have 

not been reporteci to be associated with regional AT distribution [22,52-541, we believe that the 

reduced AT accumulation in the femoral region in men may account for the absence of relationship 

found in our male subjects. ûverall, our observations support the notion that fat cell size is an 

important comlate of leptinemia [3536]. On the other han& AT hyperplasia was also associated 

with hyperleptinemia, but this association was only noted in men. Since adipocytes are generally 
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smaller in men than in women 137-401, our resuits suggest that, in men, varaition in estimatecl 

adipose ceil number have a gerater impact on leptinemia in men than in women. Fmther studies will 

be necessary to better expiain this phenornenon. 

The mechaniSm by which an enleaged adipocyte would produce more leptin is not well 

h o w a  In the present saidy, plasma insulin concentrations were associated with abdominal FCW in 

both men and women. In addition, insulin has b e n  reportecl to upreguiate ob gene expression 

[3, 13,SS9S6] and be positively associated with plasma leptin concentration 114-211. On the other 

han4 in our study, men wae chanicterized by increased VisCaal AT accumulation while women had 

a greater abdominal subcutaneous fâî deposition- Visceral adipose ceb have been show to be more 

iosuiin resistant than subcutaneous adipocytes. Thus, despite hyperinsulinemia, it is possible that the 

insuiin resistant visceral fat depot produces less leptin than the insulin sensitive subcutaneous fat 

Indeed, in vitro &es have suggested that leptin production in the adipose c e U  may be related more 

to its metabolic date than to its size. Thus, activation of lipolysis wouid down reguiate the ob gene 

expression (energy rnobilization) whereas stimulation of fat accumulation and inhibition of lipolysis 

by iasulin would incresae leptin production, sending a signal to the brain that there is accumulation 

of fat. 

The present study suggest that fat ce11 weight a better correlate of plasma lepth 

concentration than fat ce11 number. However, the present mdy was not designed to identiQ which 

mechanism(s) is(are) responsible for such relationship. Furthemore, in the present study, despite 

significant contributions of abdominal FCW and estunated adipose tissue ceil number to fasting 

leptinemia, gender was by far the best predictor of plasma leptin concentrations explainîng 38% of 
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its variance. This suggests in addition to FCW and adipose c d  number, other fMors are 

likely to be implicated in the regulation of leptin prodcution and secretion by AT. Exclusion of 

gender h m  the multiple regression anaiyses rweaied that adipose tissue mass was the major 

factor responsible for the contribution of gender to lepthexnia (data not shown). Thus, resuits of 

the present study suggest that irrespective of the type of fst accumdation foimd (hypertropbic or 

hyperplastic), exces fatness per se is associated with higher leptin levels. In addition, further 

studies on the role of insuiin and steroid hormones in the regulation of leptin will be needed, as 

they have both s h o w  to influence 3 gene expression [3,13,29-32,55,56]. 

In summary, redts  of the present study indicate that increased abdominal as well as 

femoral FCW are associated with hyperleptinemia in both genders. These results suggest that 

variation in fat ceIl size may have a significant impact of adipose tissue leptin production and 

secretion. As women are characterizci by larger adipocytes than men, this phenomenon may 

explain, at least in part, the gender ciifference in leptinemia Furthemore, our resdts also suggest 

that plasma leptin concentration is more closely associated with abdominal FCW than with the 

estimated number of adipocytes of an individual. However, as the hyperplastidhypertropfiic 

nature of adipose tissue only has a small contribution to the variation in leptinemia, additional 

shidies are needed to better understand the physiologicd mechaaism(s) responsible for higher 

leptin levels noted in women compared to men. 
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FIGURE EEADINGS 

Figure 1: Associations between abdominal (paneis A and C) as well as femoral (panels B and D) 

adipose ceii weight, expressed in pg lipidkeli, and fasting plasma insulin (panels A and B) and 

leptin (panels C and D) concentrations in 63 men (a) and 42 women (O). 

Figure 2: Associations b e ~ ~ e e n  the estimated total number of adipose miis and fasting plasma 

insulin (upper panel) and leptin (bottom panel) concentdons in 63 men (a) and 42 women (0). 



Table 1: Physical and metabolic characteristics of the subjects 

-- 

Variables Men Women 
( n e )  ( n 4 )  

- - - - - - --- - - - 

A?F &eus) 362 * 3.8 
Weight (kg) 81.8 12.2 

BMI (k%m? 27.2 * 3.8 

%.Body fht 26.4 6.3 

F w b 9  22.1 * 7.6 

Cî-Derived Abdominal Adipose Tissue Areas (cm? 

Subcutaneous 246 * 101 

Viceml 121 147 

Adipose Cell Weight (pg Iipid/ceI) 

Abdominal 0.52 0.13 

Fentoral 0.55 * O. 12 

Adipose Ceii Number (x109 ceh)'  4-14 k 1.23 

Fasting Leptin (nglml) 6.3 4.1 

Fasting Insalin @molli) 79.3 36.4 

Values are expresseci as means * SD. 
' Estimateci adipose ceil number @ h e  refr to the Subjects mid methuds section) 
Gender differences: # p=0.07, * p4.05, ** px0.005 and *** p<0.0001 
BMI: Body-Mass Index; FM: Fat Mas;  CT: Computed Tomography 



Table 2: Associations between mean abdominal and fernord fiit d weight (FCW) 
as well as eshaîed total body adipose cell number versus adiposity indices 

in the 63 men and 42 women of the shidy. 

Variables Abdominal F O U  

Men Women 

Weight 0.37 ** 0.67 £ 

BMI 0.50 £ 0.64 E 

% Body Fat 0.60 E 0.78 E 

Fat Mass 0.52 E 0.72 E 

CT-Derived Adipose Tissue Areas 

Vïsceral 0.61 E 0.72 E 

Subcutmeous 0.56 £ 0.78 £ 

Men Women Men Women 

* ~0.05, ** p<O.ûû5, §p<0.001, #pc0.0005andf pc0.0001 
' Estimateci adipose cell number @leare refr  tu the Subjects and methodr section) 



Table 3: Multivariafe Rgression analyses showing independent contriiutions of 
gender, E.isting insuün, adipose ceil weight and estimated number to the variance of 

fasting plasma leptin concentrations 

-- - --  

In<pe?l&?tt Padizi Total P< 
VLViLltbCe (R'X100) (lPX100) 

F h g  Leptin Gender 38.0 58.2 0.0001 

Abdominal FCW 15.8 0.000 1 

Estimateci Adipose Cell Number 4.4 0.00 15 

Variables included gender, f&g insulin total body fat mas,  abdominal and femoral adipose ceU 
weight (FCW) as well as estimated adipose cell number 



Men: 4 . 3  8 (0.005) 
O Women: r4.59 (0.0001) 

O 

0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 

Abdominal Adipose Cell Weight 

1 Men: d . 3  8 (0.005) 
S 50 O Women: d . 5 5  (0.0001) 
E: 

Abdominal Adipose Ce11 Weight 
( g lipidkell) 

Men: 14.10 (m) 
Women: d . 4 4  (O. 005) 

a 

Femoral Adipose Cell Weight 
( g lipid/cell) 

Men: r=û. 17 (ns) 
O Women: i y . 4 5  (0.005) 

Femoral Adipose Ce11 Weight 
( g lipid/cell) 



Men: 14-52 (O. 0005) 
O Women: 4 - 3 5  (O. 005) 

O 3 6 9 12 

Estimated Adipose ,. Cell Number 

- .. 

Men: 4.59 (O. 0001) 
O Women: d.29 (M 

Estimated Adipose Ce11 Number 
(x 1 ogcells) 
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BUT DE L~ÉTUDE: Étudier la possibilité que les niveaux plasmatiques de leptine soient en mesure 

de pRdire le risque de cardiopathie ischémique par son association avec l'adiposité corporelle. 

MÉTHoDoLOGIE: La cohorte de l'Étude Cardio-vasculaire de Québec comprend 21 O3 hommes 

canadiens français dépourvus de maladies cardiaques en 1985, suivis jusqu'en 1990, et parmi 

lesquels 114 ont développé la maladie. Ces individus ayant subi un épisode de cardiopathie 

ischémique, ont été subsequemment appariés pour l'âge, l'indice de masse corporelle (MC), la 

consommation de cigarettes et d'al& à 114 individus ne démontrant aucun symptôme de maladie 

cardiaque lors de la période de suivi. Après exclusion des sujets diabétiques et de ceux chez qui la 

leptine n'a pu être mesurée, nous avons été en mesure de comparer le profil métabolique, en 1985, 

de 86 hommes avec cardiopathie ischémique et 95 témoins. 

RÉSULTATS : Les concentrations de leptine étaient corrélés positivement à l'MC 

(r=0.67,~0.OOO 1) et aux niveaux plasmatiques d'insuline (r=û.46,p<O.OOO 1) dans l'échantillon total. 

Ces relations significatives étaient également observées lorsque les hommes ayant ou non des 

maladies cardiaques étaient étudiés séparément (Témoins: IMC: r=0.68; Insuline: r4.45 vs 

Malades: IMC: r4.65; Insuline: d.50). Aucune différence dans les concentrations de leptine n'a 

été notée entre les deux sous-groupes d'hommes en 1985 (Malades: 5.56 3.12 vs Témoins: 5.36 

2.90 nghl). Donc, même si elle était corrélée à l'MC et l'hyperinsulinémie à jeun, la concentration 

plasmatique de leptine n'était pas un prédicteur de l'incidence de cardiopathie ischémique sur une 

période de suivi de 5 ans. Cette absence d'association avec l'incidence cardiaque a été notée lorsque 

les niveaux de leptine ont été analysés en tant que tertiles ou encore en tant que variable continue. 



CONCLUSIONS : Ces résultats longitudinaux suggèrent que la leptinémie, en dépit de sa forte 

association à l'oôésité, ne semble pas être un fhcteur de risque indépendant pour la cardiopathie 

ischémique chez l'homme. 
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ABSTRACT 

OBJECTTW: To investigate the possibility thaî leptin levels rnay predict the risk of ischemic heart 

disease (MD) through its relationship with body h e s s .  

RESEARCH DESIGN AND METHODS: The Québec Cardiovascuiar S a y  whort includes 

2103 French-Caoadian men withouî MD in 1985 and followed until 1990, h *ch 114 

developed an MD ment These IHD men were then individually matched for age, body-mass index 

(BMI), cigarette smoking and alcohol intace with 114 subjects £ke of MD at follow-up Mer 

exclusion of diabetic patients and those in whom leptin levels could not be measraed, we were able 

to compare the initial metabolic pronle of 86 IHD men and 95 contmls. 

RESULTS: Plasma leptin concentrations were positively correlated with the BMI [r=û.67, 

p<o.OûOl] and with f&g insulin concentnitions [r=0.46, p<O.Oûûl] in the overd sample. These 

significant associations wae also observeci d e n  examined separafely in men with and without MD 

[Controls: BMI: r=0.68; insulin: r4.45 vs LHD wes: BMI: r=0.65; insulin: r=û.50]. With the 

exception of plasma TG rd.25, pe0.00 11, no signifiant association was found between leptin and 

plasma Iipoprotein and lipid concentrations. Furthermore, plasma insulin remalneci significantly 

associated with lepth levels even after a d j m e n t  for the BMI (r4.22, p4l.005). There was no 

ciifference in baseline l eph  levels among men who developed MD vs men who remained IHD-fke 

over the 5-year foilow-up (5.56 3.12 vs 5.36 * 2.90 ng/ml respectively). Thus, althou& 

significantly wrrelated with the BMI and fasting insulin levels, plasma leptin concentration was not 

a significant predictor of the 5-year incidence of MD. This lack of relationship with IHD was noted 
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when leptin leveis were analyzed as tedes or when leptin concentration was analyzed as a 

continuous variable. 

CONCLUSIONS: These prospective d t s  suggest that leptinemia, despite being a strong 

correlate of obesity, does not appear to be an independent risk factor for the development of MD in 

men. 
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INTRODUCTION 

Obesity has long been rtmgnized to have detrimentai effects on h d t h  and a higha rate of 

metabolic complications are found in overweight wmpaRd to lean individuals [Il. These 

complications contribute to increase the risk of non-insulin dependent diabetes meilitus and of 

ischemic heart disease (ICID) in obese patients [l]. in this regard, the recent cloning of the human 

obese gene, and the chriraEtaizaton of its protein pduct, leptin [2], have been major breakthroughs 

leading to a new series of investigation aiming at the etiology of at least some fomis of obesity. 

These studies have show that Ieptin is essentially producd by adipose tissue and thaî plasna leptin 

levek are strongly and positively correlated with the amount of body fat [3-91. Fiirthe~llore~ insulin, 

a risk factor for MD, has also been reported to up-regdate the expression of the obese gene in 

adipose ceils [3-539,1û-14]. Accordingly, pplasna insulin concentration is an independent correlaie of 

Ieptinemia, even after control for the effkct of body fhess [6,10]. In the present shidy, we test the 

hypothesis that this newly discovered hormone may be related to MD through its relationship with 

obesity and hyperinsulinemia The 5-year follow-up results of the Québec Cardiovascular Study 

have allowed us to examine this question. 
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SUBJECTS AND METHODS 

Srudy subjecfs. A wmplete and extensive description of the Québec Cardiovascular Study cohort 

has already been published elsewhere [15-17. Briefly in 1985, a sample of 2 103 men aged 47 to 76 

years 014 were chriracterized as fk of IHD and underwent a cumplete MD risk-factor profile 

evaluafion. Ova a five-year follow-up pend,  114 of these men developbd an MD event These 114 

IHD men were then individually matched with men, who remaineci healîhy over the 5-year follow- 

up, for the following variables: age, bodyesmacc index @MI), smoking and alcohol mnsurnption 

[16,17]. Afkr exclusion of IHD men who could not be matched due to extreme smoking habits, of 

subjects with diabetes, and of those with mavailable plasma for leptin assays, we were able to 

obtained data on 86 MD cases and 95 controis. 

Defuiilion of mem. The diagnosis of a f k t  IHD event included typical effort angina, cororuty 

hufficiency, nonfatal myocardial Uifarction and wronary death. Myocardial infimtion was 

diagnosed according to the electrocardiographic criteria 1.1 of the Minnesota code or in the p r e ~ e n ~ e  

of 2 of the following 3 criteria: prolonged typicai chest pain, ischemic electrocardiogram (ECG) 

changes or creatine phosphokinase (CPK) levels twice above the upper limit. The diagnosis of effort 

angina was based on typical symptoms of r e t r o s t d  squeezhg or pressure-type discodort of l e s  

than 5 minutes duration, occurring on exertion and relieved by rest a d o r  nitroglycerh This 

diagnosis was always confirmed by a cardiologist. Coronary insufnciency was considerd if mical 

retrostemal chest pain of 5 to 15 min duration was associated with transient ixhemic changes on 

ECG (Minnesota codes 5.1 or 5.2) but without signincant elevation in levels of CPK. All ECG were 



read by the same cardiologist, who was unaware of the participants' risk profile. Criteria for the 

diagnoses of coronary deaths included: c o ~ o n  h m  death cemficate, or autopsy report 

confirming the presence of coronary di- and without evidence for non& or atherosclerosis 

disease that wdd explain de& Myocardial infarction was coosidered fàtd if death o c c d  within 

4 weeks of myocardial infhdon, or ifit was diagnosed at autopsy. Informecl consents were obtained 

to review relevant hospitai mes. Autopsies were pafonned in about a third of éeaths. 

EvaiU(IfiOn of k k  fadom. In 1985, data on demographic and lifèstyle variables as weii as medical 

history and medication were obtained thugh a standardized questionnaire, 
- .  

by trained 

nurses and fuxther reviewed by a physiciaa Body weight and height were recorded Resting blood 

pressure measurements were performed after a 5 min rest in a sitting position using phases 1 and V 

of Korotkoff sounds for systolic and diastolic blood pressure respectively. The mean of two blood 

pressure measures taken 5 min apari was used. The following information was cornpiled h m  the 

questionnaire: family and personal history of diabetes, smoking habits, alcohol co~lsumption and 

medication use. Use of hypolipidemic drugs was not prevalent in 1985, as it ody reached about 1% 

in men with and without MD. Regular use of Bblockers, mainiy propranolol and metoprolol, was 

observed in 1 1% of men with IHD and in 6.5% of those without MD. Proportion of men using 

diuretics on a regular basis was 7.5% and 2.8% in MD cases and controls respectively. Alcohol 

intake was computed h m  the type of beverage (beer, wine and spirits) consumeci in ounces per 

week and then standardized as absolute quantity, one once of absolute alwhol king quivalent to 
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22-58 of alcohol[18]. Family history of IHD was considered positive when at least one parent andor 

one sibling had a previous history of MD. 

Leoorabry analyser In 1985, 12-hour fasting biood samples were obtained h m  an antecubital 

vein while participants were in a sitting posture. A tourniquet was used but r e l d  before blood 

withdrawai into Vaccutaina tubes (Becton Dickinson, Mountain View, CA) containhg EDTA. 

Plasna was separated h m  blood cells by -on and irnmediately used for Lipid and 

apolipoprotein measurements. Aliquots of fasting plasna were h z e n  at -80°C at time of collection 

for subsequent analyses. Plasma cholesterol (CHOL) and ûîgiyceride (TG) leveis were detemhed 

on an Auto Analyzer II (Technicon Instruments, Tarryf~wn, NY) as previously described [19]. High- 

density lipoprotein cholesteiol (HDL-chol) was m d  in the supernatant M o n  after 

precipitation of apolipoprotein (apo) B-containhg Iipoproteins with heparin-MnCl, [20]. Plasma apo 

B levels were measined by the rocket immunoelectrophoresis method of L,at.mil [21] as previously 

describai [19]. S e m  standards for apo B determinati . . 
on were prepared in our laboratory and 

calibrateci agaiost sera fiom the Centers for Disease Control (Atlanta, GA). Peak heights between 

1 Smm and 35mm yielded hear and diable results. The cumulative coefficients of variation for 

cholesterol, HDL-chol, triglywnde and apo B measurements were all < 3%. Fasting insulin 

concentrations were measured by a commercial double antibody radioimmunoassay (RIA) (Human 

tnsulin Specific RIA Method, LINCO Research, St-Louis, MO). This assay shows little cross- 

reactivity (<0.2%) with human pro-insulin [22]. Finally, plasna leptin concentrations we~e 

detennined with a highly sensitive commercial double antibody RIA (Human Leptin Specific RIA 
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Kit, LINCO Research, St-Louis, MO) which deteas reiatively low leptin Ievels of 0.5 nglml and 

does not cross-react with human hsuiïn, proiasulin, glucagon, pancreatic polypeptide or 

somatostatin Oia coefficients of variation ranged h m  4.0 to 5.5% for lower leptin concentrations 

and h m  6.5 to 8.5% for higher plasma lepth concentrations. 

S .  maiyses. AU analyses were pdormed on the SAS -cal package (SAS Institute, 

Cary, NC). Student t-tests were wd to Compare meam between men with and without IHD. 

Associations among variables were assessed using Speannan comlation coefficients. ûdds d o s  

(ROI of IHD were caicuhxi by use of the coefficients @) obtained h m  the various logistic models. 

Odds ratios o f  the continuous variables were computed as the increase or decrease in risk of MD 

associated with an elevation of 1 standard deviation (SD) in the concentration of the Mixent risk 

factors. Men were also subdivided into tertiles of piasma leptin and CHOWHDL-chol ratio, and the 

risk of IHD arnong the tertiles was assessed by logistic regresion analyses using the tertile with the 

lowest value as reference, which, by definition, was assigneci a risk of 1.0. Relative odds of 

developing IHD were adjusted for potentiai confounders other than those used in the matching 

procedures, oamely systolic blood pressure, medication use, and famiIy history of IHD. Addhg the 

rnatching fmors to the logistic models had essentiaiiy no impact on the parameter estimates. 



Basehe chamaeristics of men who developed a nrst IHD event diiring the foilow-up period, 

and those who remained fiez of MD are shown in Table 1. Men with IHD pfe~ented Spnincantiy 

higher fasting plasma cholesterol, trïglyceride, apolipoptein B and insulin concentrations 

compared to wntmls. Men who developed MD also had a higher initial average CHOLRIDGchol 

ratio cornpiired to men Who remained EID-fize. However, the two groups showed no ciifference in 

plasma leptin concentrations. 

Multiple logistic regression analyses were paformed to examine the association between 

plasma leptin concentration and the risk of developing IHD. No signifiant change in the risk of IHD 

was associated with elevated plasma leptin concentration (odds ratio for MD for every 1 SD increase 

in leptin concentrations, 1.0; 95% confidence intexval, 0.8 to 1.4). Figure 1 compares the risk of 

developing MD according to tertiles of leptin levels and the risk associated with a weli h o w  ri& 

factor for MD, i.e. the CHOL/HDL-chol raîio in the same sample of men. 

Figure 2 illustrates the highly signifiant relationship between plasma leptin levels and BMI 

in the overall sample. This relatioaship was also obsewed when men with MD (r=0.65, p<0.0001) 

and without IHD (d.67, p<O.ûûOl) were examineci separately. 

FinalIy, plasma leptin concentrations were positively associated with plasma TG and imuh 

levels, ali other metabolic variables studied showing no association with leptinemia (Figure 3). 

When plasma insulin levels were adjusted for concomitant variation in adiposity (Le. BMI) its 

association with leph  levels remaineci signifiant (d.22, pc0.005). 
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DISCUSSION 

Leptin, the protein product of the obese gene, is a hormone expressed and secreted by adipose 

ceh [2,12]. R d t s  of the present study in which the BMI (a crude correlate of subjects' adiposity) 

was positively correlateci with leptin leveis, are in accordance with the fiquently reporteci close 

relationship of plasma leptin lwek to adiposity [3-91. 'Ibis associab 
. . 

on remaifled signifiant when we 

analyzed men with and without IHD qmmteIy. Furthemore, the slope of the regresion of 

leptinernia over the BMI was similar in wntroIs vs MD cases. Thus, for a gïven BMI, men with 

MD had plasma l e p h  leveis that were fully comparable to men withorit MD. 

Despite signincant differences in plasma cholesteroi, trigiyceride, apolipopmtein B and 

insulin lewels between men with and without IHD, leptinemia was not associated with plasma 

iipoprotein and lipid concentrations excepted for plasna triglyceride levels. Thus, plasma leptin, in 

addition to not being an independent risk &or for MD, is not a good correlate of laiown Iipid risk 

facfors for MD with the exception of TG. However, we found an association between leptin and 

fasting insuün wncentraîions, this relationship with insulin levels king independent of adiposity 

(BMI). These d t s  support the notion tbat hyperiosulioemia is related to increased leptb 

concentrations, a hding concordant with previously published obsewations [6,10]. However, this 

relationship with insulin does not appear to cause prejudice regarding MD risk 

Thus, results of the present study suggest that fasting leptinemia is not an independent risk 

factor for IHD in men. Obesity is considered by many investigators to be a risk factor for the 

I development of IHD through numerou 

accumulation [Il. The present matched 

metabofic disturbances d t i n g  h m  excess adipose tissue 

design did not d o w  us to examine the contribution of the 
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BMI as a risk fktor for MD in the present stuây. When analyses were conducted in the whole 

cohort of the Québec Cardiovascular Study, the BMi was not found to be associated with MD risk 

[23]. However, a s  BMI is not necessarily a good correlate of body composition [24] whereas lep& 

king selectively produced by AT, appears to be fairly closely associated with the Ievel of body fht 

13-91, the possibility remaineci that leptinemia (through its association with body fht mas)  would be 

predictive of IHD ri&. On the other hanci, it has been suggested that abdominiil visceral adipose 

tissue may represent the CriticaI fador associated with an in& risk of IHD among obese 

subjects [25]. The lack of assoaa~ 
o .  

on between nisting plasna leptin concentrations and the 5-year 

incidence of IHD observed in the present study would tend to support that notion Fndeed, it bas been 

reported that abdomid subcirtaneous adipose ceils show an increased expression of the obese gene 

compared to intraabdomid adipocytes [12]. In the present prospective study, computed 

tomography was not use& and we were thus not able to obtain measurements of total abdominal 

visceral vs subcutaneous adipose tissue accumulation. However? hyperinsuiinemia resulting h m  

iosulin resistance has been shown to be strongly correlateci with an increased visceral adipose tissue 

accumulation [26]. In the present study, men who developed IHD had significantly higher f h g  

plasma insulin concentrations wmpared to controls (p<0.001). The fasting hyperinniiinemic state of 

MD patients rnay suggest that they also had a higher visceral adipose tissue accumulation than men 

who remained healthy over the 5-year follow-up. 

Because we report no association between plasma leptin levels and the risk of IHDy the 

question of study power is a very important issue that requires discussion. We have performed 

additional analyses to detemine the power of the present study to detect a significant and possibly 
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clinically relevant ciifference in plasma leptin concentrations between MD cases and controls. As 

mentioned above, the discovery of leptin remains fairy recent. For that reason and given the 

exploratory nature of the study, it is difncult at this point to determine a clinically and biologically 

relevant difference between the two study groups. Based on the relative case-control ciifference in 

plasma cholesterol (IO%), triglyceride (1 9%), and apolipoprotein B (1 6%) concentrations- which 

were al1 statkticaily signifiant in the Québec Cardiovascular Study [23]-, we cm speculaîe that a 

15% relative case-control ciifference in plasma leptin concentrations would indeed represent a 

clinically and biologidy relevant difference. Additional d y s e s  reveaied that the dinerence in 

leptinemia h e m  IHD cases and contmls observed ui the present study would reach statistical 

signincance (p=0.05, with a power of 80%) ody if the sample size exceeded 40,000 subjects. 

F W y ,  the analysis of risk across t d e s  of leptin levels presented in this repoe which 

essentially eIiminates the potential negative impact of the broad distribution of leptin levels on the 

study power, shows no increase in the risk of iHD in the group of men with the highest 

concentrations (OR=1.0, 95% confidence interval nom 0.8 to 1.4) compared with men in the 

lowest tertiie of the distribution. For these reasons, we therefore believe that the lack of 

association between plasma leptin concentrations and the risk of MD reported herein is not likely 

to be attributable to insufficient statistical power. 

In sumrnary, results of the present study indicate that plasma leptinernia is unlikely to be a 

major independent risk factor for the development of MD in men. Moreover, the lack of association 

between leptin and plasma lipoprotein-lipid levels exclude a major contribution of leptin as  a 
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modulator or a correlate of dyslipidemic state predictive of an increased MD risk However, a 

sipnincant association was found between increased leptin leveis and hyperinsuiinemia which w a ~  

independent h m  the concomitant variation in the BMI. Thus, although the dxscovery of leptin wiil 

allow us to obtain new insights regarding factors involved in the regulation of en= balance, d t s  

of the present study do not support the measurement of fâsting leptinemia in the evaiuation of IHD 

risk 
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FIGURE XEAïBINGS 

FIGURE 1: Odds ratios of developing MD among tedes of leptinemia and of the C H O W L -  
cholesterol (CHOUHDL-chol) ratio in the overall sample of 181 men Adjustment of ri& for 
systolic blood pressure, medication use and family hisbry of MD failed to alter these d t s .  
* p4.0003 for the CHOUHDL-chol model. 

FIGURE 2: Relationship between plasna leptin wncenimiions and the body-mass index (BMI) in 
the overd sample of 18 1 mea 

FIGURE 3: Relatiomhips between plasna leptin concentratioos and metabolic variables in the 
overall sample of 18 1 men Men with IHD: a; Men withouî IHD: O. 



Table 1: Baseline characteristics of 86 men who devefoped a first ischemic hemt disease event (iHD 
cases) vs 95 subjects h m  the Québec Cardiovascular Study who remained fke h m  MD over the 
5-year follow-up period of the study. 

4s o.eaw 
Weight (kg) 

Srnoking (cigarettdday) 

Alcohol Consumption (ouncesiweek) 

BMI ( W m 3  
Systoüc blood pressure! (mm Hg) 

Cholesterol (mmoüi) 

Trigiycerides (rnmoV1) 

HDL-chol (mmoVI) 

Apolipoprotein B (mgldl) 

CHOWHDL-ch01 ratio 

Fasting insulin (pmoV1) 

Fasting leptin (ngmi) 

Values are expresseci as mean * SD. 
The variables used in matching cases and controls were age, BMI, smoking status, and alwhol 
consumption. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES D'ÉTUDES 
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La rédaction des différents manuscrits de cette thèse a permis d'émettre de nombreuses 

conclusions quant aux associations entre l'obésité, et plus particulièrement de la distribution du tissu 

adipeux, et ses wnsegUences sur les concentrations de leptine plasmatiques ainsi que sur le 

métabolisme des Lipides en période pst-prandiale. À cet e f f i  le présent chapitre ne se veut pas une 

simple révision des conclusions principaies de chacun des manuscrits, mais bien leur integraton 

dans un contexte plus global, tout en énonçant certaines propositions quant aux avenues de 

recherches futures. 

La première étude a permis de comparer la justesse avec laquelle les niveaux plasmatiques 

d'apo A4 et de HDL-cholestdml peuvent identifier les individus montrant les caractéristiques du 

syndrome plirrim6tabolique associé à l'obésité viscérale. En effet, les individus affichant une 

accumulation excessive de tissu adipeux v i s c h i  sont avactenses * par des niveaux élevés de 

triglycérides et d'insuline de même que par des particules LDL plus petites et plus denses 115-171. 

Ces personnes sont atteintes également d'hypdphalipopmtéinémie [l6,l7l mais les causes de cette 

réduction des concentrations de HDL-choIestérol restent nébuleuses. Cependant, nos résultais 

indiquent que les concentrations faibles d'apo A-1 sont moins précises dans l'identification des 

individus à risque de MCV que les niveaux réduits de HDL-cholestérol. De plus, une concentration 

faible d'apo A-1 ne semble pas faire partie des altérations métaboiiques observées dans le syndrome 

de résistance à l'insuline liée a l'obésité viscérale. En admettant que, par analogie avec l'apo B et les 

LDL, les concentrations d'apo A-1 indiquent le nombre de particules HDL, nos résultats suggèrent 

que la baisse des niveaux de KDL-cholestérol serait conséquente à la réduction du contenu en 
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cholestérol plutôt que du nombre de particules. Par aillem, de nombreuses études ont démontré que 

les concentrations d'apo A 4  ne permettent pas d'augmenter la puissance prédictive des niveaux de 

HDLcholestérol quant au risque de développer des d a d i e s  coronariennes [2 1 1-2 131. Dy un point 

de vue clhique, les résultats obtenus lors de notre étude suggèrent de ne pas prendre en compte la 

mesure de la concenûation d'apo A4 dans les tests de dépistage des individus à risque de maladies 

coronariennes, particulibent les sujets caractérws par le syndrome plmimétabolique. 

La seconde &tude présentée dans cette thèse, a porté sur l'impact de l'obésité visdde sur la 

tolérance aux lipides alimentaires chez l'homme. Les résultats obtenus indiquent que l'obésité et 

plus particulihent, une accumulation préférentielle de tissu adipeux au niveau de l'abdomen sont 

associées à la détérioration du métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides en période post- 

prandiale. Cette conclusion est non seulement en accord avec des observations précédentes 

[70,73,74], mais les résultats issus de notre étude ont permis de dissocier la contribution de 

l'accumulation de tissu adipeux viscéral de d e  de l'obésité en-soi dans l'exagération de la lipémie 

pst-prandiale. Les rédtats obtenus permettent également de proposer un mécanisme physiologique 

par lequel une accumulation importante de tissu adipeux viscéral contribuerait à 

l'hypertriglycéndémie à jeun et en période pst-pmdiale. En effet, l'action anti-lipolytique de 

l'insuline sur le tissu adipeux est altérée chez les individus caractérisés par une obésité viscérale 

12141. Ainsi, il en résulte un flux continu d'acides gras au foie en période pst-prandiale, contribuant 

a la synthèse et a la sécrétion de VLDL par le foie, processus qui devraient être nomialement ralentis 

* .  , 
après les repas. Dans notre étude, les individus affichant une obésité vischie étaient caractenses par 



uw réponse plus importante en acides gras Libres en période pst-prandiale comparativement aux 

sujets obèses mais présentant peu de graisse vkérale. Cette réponse plus élevée en acides gras, chez 

les individus ayant une importante accumulation de tissu adipeux viscéd, était également 

accompagnée d'une l'augmentation tardive des concentrations de lipoprotéiies riches en 

triglycérides de petite M e ,  vraisemblablement des VLDL. Étant donné ia compétition pour la LPL 

entre les lipoprotéines riches en triglycérides, tant d'origine intestinale qu'hépatique, cette &vée 

importante et constante de VLDL daos la circulation en période pst-prandiale nuirait au 

catabolisme des chylomiaons et de leurs résidus. C'est d'ailleurs par l'enrichissement en cholestérol 

de ces dernières sousclasses de Lipoprotéines, favorisé par un séjour prolong6 en circulation, qu'il a 

été proposé que le développement de l'athérosclérose serait un processus postprandiai [20]. 

Un dimorphisme sexuel dans la tolérance aux lipides alimentaires a ddjà été rapporté [75,77l. 

Cette observation a également été consignée dans notre étude. En effef nos résultats montrent que 

les hommes présentent une lipémie pst-prandiale de plus grande amplitude que les femmes. Même 

si plusieurs facteurs métaboliques peuvent être envisagés pour expliquer une telle différence, 

l'accumulation préférentielle de tissu adipeux viscéral chez l'homme contribuerait à la détérioration 

du métabolisme posfprandial. En effet, lorsqu'appariés pour une même accumulation de graisse 

viscérale7 les hommes montrent une réponse triglycérid&nique en période pst-prandiale qui est 

similaire à celle des femmes. Cependant, malgré l'absence de diffërence significative dans la lipémie 

pst-prandiale, une tendance a l'exagération de la réponse persiste chez l'homme. Cette observation 

suggère donc que d'autres facteurs sont impliqués dans la dét&ioration du métabolisme des 
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lipoprotéines riches en trigiycerides chez l'homme ou à l'augmentation de son efficacité chez la 

femme. 

Cetk première partie des travaux a permis d'évaluer l'impact de l'obésité vischde sur les 

concentraîions de HDLcholestérol A jeun de même que sur la tolérance aw Lipides. Étant do& que 

ces changements métaboliques ont été examinés daas des études transversales, iï ii seraitttkssmt de 

valider nos obsavations dans le cadre d'études longinadinales, a h  de mieux comprendre comment 

. . 
se développent les différentes altérations metaboliques oôservées. De plus, les études d'assocümons 

comme celles e f f i é e s  dans la présente thèse sont limitées quant à L'approche mécanistique 

entourant les différents changements métaboliques Des études portant sur l'activité Lipolytique du 

tissu adipeux visoéral, la synthèse hépatique des VLDL, et leurs contributions dans la détérioration 

du métabolisme des lipoprotéines riches en tciglycéndes en période pst-prandiale s'avéreraient tout 

aussi intéressantes. Pour ce qui est de la différence sexuelle dans la tolérance aux Lipides, nos 

résultais démontrent une fois de plus, la dichotomie qui existe entre le métabolisme des lipoprotéines 

des hommes et celui des femmes. Cependant, bien que l'accumulation plus importante de graisse 

viscérale chez l'homme ait été proposée pour expliquer, du moins en partie, la lipémie pst- 

prandiale exagérée, il semble qu'elle ne soit pas le seul facteur responsable pour cette différence 

sexuelle. En effet, malgré la procédure de pairage d'hommes et de femmes pour l'accumulation de 

graisse viscérale, une diffhnce persiste dans la réponse des Lipoprotéines riches en triglycérides de 

petite taille. Des études, plus approfondies sur les causes de I'efficacité du catabolisme des 

Lipoprotéines riches en triglycérides semblent donc nécessaires. A cet effét, il serait intéressant 
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d'étudier la contribution des Lipoprotéines riches en triglycérides d'origine intestinale et hépatique à 

la Lipémie pst-prandiale tant chez i'homme que chez la femme. Le potentiel d'oxydation des 

lipides, estimé par la mesure du métabolisme énergétique d m t  la période pst-prandiale, poumit 

également être énidid afin de mieux comprendre de quelle façon les Lipides sont utdis& en période 

pst-pratldide chez l'homme et chez la femme. 

La seconde partie des travaux de cate thèse a prie sur les associati011~ entre l'oasite, la 

distribution de la graisse et ses complications métaboliques, et les concentrations plarnistti~ues de 

- .  
leptine. Nous avons également examiné les relations entre la lepthémie et certaines caractaisq~ 

métaboiiques susceptibles d'être impliquées dans la régulaton des niveaux circulants de leptine. 

Nos résultats indiquent clairement que les femmes sont caraakisées par des concentrations 

plasmatiques de leptine plus élevées comparativement aux hommes et ce, bien que les hommes et les 

femmes soient appariés pour une même quantité de masse grasse- Cette observation est tout a fait en 

accord avec les données de la littérature [122,163-1681. Étant donné que les niveaux de leptine 

n'étaient pas associes à I'altdration du profil lipidique, il ne semble pas nécessaire d'inclure la 

lephémie dans l'ensemble des fàcteurs de risque pour la maladie cardio-vasculaire ordinairement 

rapportée chez les individus obèses. De plus, même si ce n'était pas le but premier de cette étude, 

nos résultats confiment le fait que, du moins chez la femme, la production de leptine soit ré@& par 

l'insuline [153,155,16 1,1621 et ce, indépendamment de l'accumulation de masse grasse. Toutefois, 
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des études supplémentaires seront nécessaires afin d'identifier d'autres fkctem contribuant a la 

différence marquée de leptinémie entre les hommes et les fimines. 

Dans le but de mieux comprendre la régulation de la sédtion de leptine par le tissu adipeux 

chez l'homme, nous avons égaiement exploré les assocWons entre les concentrations d'hormones 

sexuelles et les niveaux plasmatiques de leptine. A cet effkt, les associations significatives notées 

entre les niveaux de stéroïdes et de lepthe, se sont avérées presque entikement expliqudes par la 

variation concomitante de l'adiposité, ce qui est en accord avec les récents résultats de Hdiker et 

coll [169]. Cependant, dans notre étude, l'hyperleptinémie était associée a des niveaux réduits de 

globuline de liaison des hormones stéroïdiennes endogènes (SHBG) et ce, avant et après 

l'ajustement Statistique des concentrations de leptine pour la quantité de masse grasse. Par ailleurs, il 

est connu que l'insuline inhibe la synthése de SHBG dans les cellules hépatiques en culture [215]. 

Même si des expériences complémentaires seront nécessaires pour bien comprendre l'importance 

physiologique de nos observations, les résultats obtenus lors de notre étude suggèrent que l'état 

hyperinsulinémique souvent rencontré chez les sujets présentant des concentrations élevées de 

leptine polnrait expliquer, du moins en partie, la réduction des niveaux plasmatiques de SHBG 

observée chez les hommes obèses. En effet, l'augmentation des concentrations d'insuline 

caractéristique des individus obèses, pourrait réduire la production de SHBG par le foie. 

Par ailleurs, des évidences suggèrent que la tailie de la cellule adipeuse puisse êîre un facteur 

de régulation de I'expression et de la sécrétion de Ieptine par le tissu adipeux. En effet, le volume de 
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l'adipocyte est associé positivement aux concentrations d'ARNm du gène de la leptine [18S, 1861. 

Les rédtats obtenus lors de notre étude confirment cette observation, puisque la concentration 

plasmatique de leptine est associée au poids de la cellule adipeuse. De plus, la différence de poids 

adipocytak entre les hommes et les femmes pourrait expliquer du moins en partie le 

dimorphisme sexuel des concentrations de leptine chez l'humain. En effet, les femmes ayant 

participé il notre étude fichaient un poids adiposrtaire moyen plus élevé que les hommes et ce, 

tant au niveau du tissu adipeux abdominal que fémoral. D'autres résuitats issus de notre étude, 

confiment l'importance de .la taille adipocyîaire dans la d i f f h c e  sexuelle de leptinémie. En 

effet, lorsque les hommes et les femmes étaient appariés pour les concentrations plasmatiques de 

leptine, la différence sexuelle notée dans le poids adipocytaire disparaissait et ce, même si le 

nombre estime de cellules adipeuses était plus élevé chez l'homme. Nos résuitats suggèrent donc 

que l'hypertrophie du tissu adipeux est plus étroitement liée à I'hyperleptinémie que l'hyperplasie 

(nombre d'adipocytes). Cependant, l'ajustement statistique des niveaux de leptine pour le poids 

adipocytaire n'a pas réussi à éliminer la différence sexuelle dans la leptinémie, les femmes 

présentant toujours des niveaux plus élevés de leptine que les hommes. II est donc possible que 

d'autres facteurs contribuent au dimorphisme sexuel des concentrations de leptine. Bien que la 

taille cellulaire soit potentiellement impliquée dans la régulation de la production de leptine, nous 

n'étions pas en mesure d'identifier si le contenu en Lipides de l'adipocyte est directement lié à la 

production accrue de lepthe ou si des changements membranaires de l'adipocyte était responsable 

de la hausse de la sécrétion. 
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Fidement, les résultats de l'étude sur le risque de développer une cardiopathie ischémique 

indiquent que la leptinémie n'est pas un fiicteur de risque indépendant majeur dans le développement 

d'une telle pathologie. De plus, l'absence d'association entre la leptine et le profil lipidique, exclut la 

contribution de la leptine en tant que momilateur de l'état dyslipidémique chez les individus obèses 

et annonciateur de l'dlévation du risque de cardiopathie ischémique. Cependant, l'assocuiti 
* .  

on 

significative notée entre les niveaux plasnati- élevés de leptine et I'hypehuihérnie, l'était de 

fibçon indépendante de la variation concomitante dans l'indice de masse corporelie. Cette relation est 

connue [153,155,161,162] et nos résultats renforcent l'hypothèse selon laquelle l'insuline semit un 

régulateur des niveaux plasmatiques de leptine. Même si la découverte de la leptine permettra donc 

d'obtenir de nouvelles inforrnaîiofls quant aux f-urs impliqués dans la régulation de la balance 

énerg&iquey les résultats issus de nos travaux ne favorisent pas la mesure de la leptinémie à jeun 

dans l'évaluation du risque de cardiopathie isch&nique chez l'homme. De plus, il semble qu'une 

mesure précise de I'adiposité totale n'est peut-être pas tequise afin de mieux estimer le risque de 

cardiopathie ischémique. 

Les études d'intervention n'ayant pas encore été entreprises, il est difficile et hasardeux de 

prévoir quels seront les effets de l'administration de leptine chez I'humain. A cet effet, il semble 

improbable que le traitement à la leptine puisse provoquer des changements métaboliques 

semblables à ceux engendrés par l'administration de leptine à des souris ob/ob puisqu'il a été 

proposé que l'obésité humaine résulterait plutôt d'un état de résistance à la leptine identique à 

celui noté chez la souris db/& [119-1251. Par ailleurs, lY&ude des mécanismes d'action et de 
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régulation de la leptine sont probablement les domaines les plus susceptibles de connaître de 

l'expansion dans les prochaines années. En effet, les voies métaboliques par lesquelles l'action de 

la leptine est &sey sont jusqu'a présent mhnnues. De plus, bien que l'insuline soit 

pressentie comme un régulateur potentiel de la concentration de leptine, le rôle de cette réguidon 

de même que les mécanismes par lesqueis eue s'exercerait, demeurent vagues. Par ailleius, de 

plus en plus d'évidences sont en faveur d'un rôle de la leptine dans le système reproductem [203- 

2081 et il semble plus qu'intéressant de mieux comprendre l'importance de cet effet sur la capacité 

reproductrice chez l'humain. 
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