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lll.  Avant-Propos

Depuis I'avénement de l'ére industrielle, il y a un siécle et demi, jusqu'aux
révolutions scientifiques des trente derniéres années avec |'arrivée de I'ére numérique, les
progrés technologiques ont impacté de fagon brutale et inexorable les modes de vie des
populations a I"échelle du monde. L'évolution biologique n’étant pas préparée a s'adapter
dans les mémes échelles de temps, il en résulte une inadéquation de nos métabolismes
avec notre environnement et nos nouveaux standards de vie : sédentarité, alimentation plus
grasse et riche en sucres, pollutions nombreuses, agents chimiques présents a tous les
niveaux de la chaine alimentaire (pesticides et herbicides, conservateurs, colorants et autres
agents de sapidité), abus de traitements pharmacologiques (antibiotiques). Nos organismes
ont ainsi développé de nouvelles pathologies liées a cette inadaptation de notre
métabolisme et qui sont dans une évolution pandémique inquiétante. Regroupées sous le
terme de maladies métaboliques, on y retrouve principalement le diabéte de type 2,
I'obésité et les maladies cardiovasculaires. Plus grave, ces pathologies, considérées comme
des maladies de pays riches il y a encore quelques années, se développent encore de fagon
exponentielle dans les pays pauvres et entrainent une aggravation des inégalités sociales,
un mal-étre des populations impactées et un colt important pour I'ensemble de la société.

La thése présentée dans ce manuscrit s'inscrit dans le contexte physiopathologique
du diabete de type 2 que I'équipe de Rémy Burcelin étudie depuis de nombreuses années.
Dans une premiere partie bibliographique, il m’a semblé intéressant de remonter a |'origine
de ce qu’est le métabolisme cellulaire et comment I'évolution de la cellule aux mammiferes
a permis a ce métabolisme de s’intégrer dans des organismes de plus en plus complexes et
qui ont abouti, par exemple a ce que des neurones, des cellules absorptives ou sécrétoires
intestinales et des bactéries se retrouvent associées pour réguler de fagon optimale nos
besoins énergétiques. La présentation détaillée du métabolisme glucidique et du réle
essentiel des incrétines, sécrétées par l'intestin en réponse a notre alimentation, est
développée pour permettre a chaque étape de faire le lien avec le diabéte de type 2. Dans
la partie résultats, présentée en partie sous forme d’articles soumis, j'apporte quelques
éléments de plus dans la compréhension des mécanismes moléculaires liés au
développement du diabete et a la résistance de certains patients aux traitements
pharmacologiques basés sur I'hormone intestinale, Glucagon-like-peptide-1 ou GLP-1. Au
travers de |'utilisation de plusieurs modéles murins, j'établi un lien entre la mise en place du
diabéte et le développement d'une neuropathie du systéme nerveux entérique et avec la
modification du microbiote intestinal. Dans une derniére partie, j'ai regardé l'influence du
cycle nycthéméral sur I'action du GLP-1 et si une dérégulation du mécanisme circadien est
présente dans le cas du diabéte de type 2.

L'ensemble de ces travaux me permet d'envisager quelques pistes a tester pour
appréhender des traitements potentiels qui permettraient de mieux controler le diabete
(par exemple a base de pré-probiotiques), mais aussi pour aider a comprendre les
mécanismes qui se dérégulent dans cette maladie multifactorielle et multi-tissulaire
complexe permettant d’envisager des actions préventives.
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IV. Chapitre 1 : Du métabolisme cellulaire au développement
des maladies métaboliques : une évolution complexe

De la cellule, élément vivant le plus simple, a l'organisme le plus évolué
biologiquement, le métabolisme, et en particulier le métabolisme énergétique, montre une
grande homogénéité. Pour comprendre le développement chez 'homme de maladies liées
a une dérégulation profonde de son métabolisme, il m'a semblé important de commencer
par I'élément de base qu’est la cellule et son métabolisme, pour ensuite regarder au cours
de I'évolution ce qui a permis d'intégrer progressivement cette unité de base a des

systéemes de plus en plus complexes.

A. La cellule et son métabolisme

1. Une unité de vie, la cellule

Dés I'Antiquité, Aristote a suggéré |'idée que les organismes vivants, végétaux ou
animaux, étaient constitués d’'éléments simples, de sous-unités qui se répetent. Ceci n'a pu
étre confirmé qu'avec la création du microscope au début du 17°™ siécle par Galilée et
Janssen. Vers la fin du 17°™ et le début du 18°™ siécle, Antoni Van Leeuwenhoek et Robert
Hooke furent les deux premiers scientifiques a I'utiliser a des fins biologiques. En 1667,
Robert Hooke, savant anglais, observa dans un morceau de liege de petites structures se
répétant qu'il définit comme les éléments les plus petits constituant un organisme. Il fut le
premier scientifique a utiliser le mot cellule pour parler de ces structures. Il décrit ses
observations dans son ceuvre, Micrographia. Antoni Van Leeuwenhoek, chercheur amateur
hollandais, contribua fortement a I'amélioration du microscope — pouvant, a cette époque,
pour les meilleures agrandir de 300 fois — ce qui lui permit d'observer les premiers micro-
organismes dans les eaux saumatres et stagnantes. Il observa également les premiers
spermatozoides qu'il appela «animalcules » et les compara a des micro-organismes
capables de générer |'organisme entier en se développant dans la matrice utérine
maternelle, ne suggérant jamais |'importance des gamétes femelles dans la reproduction. Il
a également observé les globules rouges dans les vaisseaux sanguins de nombreux
organismes [1].

Ainsi, au cours du 17°™ siécle, Robert Hooke et Antoni Van Leeuwenhoek furent des
précurseurs et les initiateurs des fondements de notre biologie cellulaire actuelle. Ils sont a
I'origine de la théorie cellulaire notamment du 1°" axiome « tout organisme vivant est
composé d'une ou plusieurs cellules ». Suite aux travaux, entre autres, de Theodor
Schwann, Henri Dutrochet et Rudolph Virchow, le 2°™ axiome « la cellule est I'élément,
I'unité fonctionnelle de la vie » et le 3°™ axiome « toute cellule provient d'une autre
cellule par biogénése » seront établit. A cette époque, I'existence de petits organismes
unicellulaires, vivants, invisibles a |'ceil nu, capables de se reproduire n’est pas trés bien

accueillie dans la communauté scientifique et religieuse soutenant alors la théorie de la
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génération spontanée. Cette derniére, datant d'Aristote, suggere |'apparition d’organismes
vivants, de maniére spontanée, indépendamment de la matiere, sans ascendance. Il fallut
un siecle pour admettre ces différentes théories. Henri Dutrochet, médecin francais, décrit,
qu’aprés un bain d'acide nitrique de quelques tissus végétaux, on obtient des petits sacs
qu’il a pu également observer dans des tissus frais d’animaux. Ainsi, animaux et végétaux
possedent tous deux la méme unité de structure. Il décrit ensuite 'existence de plusieurs
types de cellules : les cellules circulantes dans les fluides qu’il qualifie de vagabondes et les
cellules fixées. Il donne aussi la définition au mot «tissu»: il s'agit d'une structure
composée de ces unités élémentaires liées entre elles. Il montre aussi I'existence de
différentes structures cellulaires suivant le type de tissus [2]. Les travaux de Henri Dutrochet
furent publiés en 1824, 15 ans avant ceux de Theodor Schwann, physiologiste allemand.
Outre sa découverte de I'enzyme digestive, la pepsine, de la fermentation du sucre et de
I'amidon chez la levure, Theodor Schwann soutint la thése de ses prédécesseurs, Robert
Hooke, Antoni Van Leeuwenhoek et Henri Dutrochet : les cellules sont des unités vivantes et
les organismes végétaux et animaux sont composés de ces unités. Il étudia la contraction
musculaire et la morphologie nerveuse. Il remarque que des cellules composent les nerfs et
que ces cellules nerveuses possedent a leur surface une sorte de gaine composée de
cellules de soutien. Ces cellules seront appelées plus tard les cellules de Schwann. Enfin, il
fat I'un des précurseurs dans la notion de métabolisme en observant des modifications
chimiques dans les tissus vivants. Il fit également précurseur dans les études de
développement embryonnaire en précisant que chaque organisme vivant se développe a
partir d'une cellule-ceuf [3]. Les études de Rudolph Virchow, médecin allemand et
contemporain de Henri Dutrochet et Theodor Schwann, sont aussi a I'origine de la théorie
cellulaire et notamment du 3°™ axiome. Il réfutait de maniére virulente la théorie de la
génération spontanée. Dans une de ses ceuvres « Cellularpathologie » il mentionne que
toute cellule est obtenue d'une précédente. Dans chacune d’elles est contenu tous les
caractéres de la vie. Etudiant la pathologie des cellules, il sera a I'origine de la définition de
la tumeur, amas de cellules devenues malades qui se multiplient a partir de cellules
malades. Il sera, avec ses contemporains Claude Bernard et Louis Pasteur, a |'origine des
fondements de la médecine moderne, bien qu'il réfute entierement la théorie de Louis
Pasteur mentionnant que la maladie d'origine infectieuse est due a l'entrée de micro-
organismes pathogénes dans |'organisme.

Louis Pasteur, scientifique francais, a permis aussi de grandes avancées dans la
biologie cellulaire gréace a ses études en microbiologie, domaine dont il est considéré
comme le fondateur. Gréace a ses études et sa compréhension de la vie micro-organique, il a
montré que la fermentation alcoolique était réalisée par les levures en observant des objets
sphériques dans la biere et le vin. Il a établi que la contamination microbienne se faisait par
I"air ou au contact des matériaux. Il a permis I'augmentation de la durée de vie de liquides
alimentaires, tel que le lait, par la pasteurisation et également mis en place certains

principes fondamentaux de la chirurgie tels que la décontamination des instruments
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médicaux par autoclavage et le lavage des mains des médecins. D'autre part, il fut
I'inventeur du vaccin et un précurseur en immunologie. Il montra qu’en injectant les micro-
organismes pathogénes morts chez les patients, ces derniers pouvaient résister a
I'exposition au pathogene. Enfin, il fut le scientifique qui mit fin a la fin de la théorie de
génération spontanée : en mettant du sang ou des urines en présence d'un air stérilisé, il
démontra que la vie n'apparait pas dans le liquide [4].

Ainsi, de nombreux travaux scientifiques et de nombreux débats furent nécessaires
pour découvrir et définir la cellule : tout organisme vivant est composé d ‘une ou plusieurs
unités chimiquement fonctionnelles, les cellules, qui se multiplient a partir d'unité
préexistantes et qui s'organisent en structures, tissus et organes, remplissant une fonction
précise. Ces siecles ont été également nécessaires a la mise en place des premiers

fondements de la médecine moderne, de la microbiologie et de la biologie cellulaire.

2. La découverte du métabolisme cellulaire

Comment fonctionne cette unité de vie appelée cellule ? La notion de métabolisme
est apparue dés le 13°™ siecle c'est a dire dés les premiéres explorations organiques, les
vivisections : Ibn al-Nafis, savant arabe contemporain de Galien, bien connu pour ses études
sur la circulation sanguine, a déclaré que les piéces d'un organisme sont dans une condition
continue oscillant entre dissolution, consommation et alimentation, approvisionnement. Au
cours de ce siécle, beaucoup de savants ont étudié I'importance de I'alimentation dans la
vie des organismes. A la fin du 16°™ et au début du 17°™ siécle, Santorio Sanctorius s'est
pesé avant et apres différentes activités : I'alimentation, le sommeil, 'activité physique, le
jelne, I'hydratation et I"élimination. Il a conclu que la nourriture entrante était détruite et
nomma ce phénoméne la transpiration insensible. Mais ceci concernait le métabolisme de
I'organisme entier. En réalité, c’est Louis Pasteur, au cours du 19°™ siécle, qui initia la notion
de métabolisme cellulaire. En effet, grace a la fermentation alcoolique, il mit en évidence
que des ferments, c’est-a-dire les levures, pouvaient transformer le sucre en alcool. Ainsi,
une cellule peut modifier une molécule en une autre. Mais cette observation s'oppose a la
théorie du « vitalisme » qui déclare, a cette époque, que la vie est la matiére animée d'une
force motrice : la force vitale, une force un peu spirituelle qui n'obéit pas aux lois
physicochimiques. C’est Friedrich Wohler qui, par |'expérience, réfuta ce principe : il
synthétisa |'urée de maniére chimique alors qu'on attribuait a cette molécule une
production du vivant, uniquement organique. La découverte de Wéhler suggéra que les
produits organiques sont issus des voies de synthése chimiques dites métaboliques. Les
études biochimiques plus évoluées du 20°™ siécle, et notamment celles de Eduard
Buchner, ont défini les catalyseurs de la vie: les enzymes. En effet, il reproduit la
fermentation alcoolique en laboratoire avec des extraits de levure. S’en est suivie la
découverte des grandes voies métaboliques notamment par le scientifique allemand et
premier biochimiste Hans Adolph Krebs avec le cycle de I'acide citrique ou le cycle de

Krebs, le cycle de |'ornithine ou encore le cycle des glycosylates. La mise en place de
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nouveaux outils technologiques et biochimiques (spectrométrie, chromatographie,
cristallographie, ...) permit par la suite d’asseoir les derniers fondements de notre biochimie
moderne et donc du métabolisme cellulaire.

Ainsi, grace a de nombreux scientifiques et travaux, il a été découvert que les
cellules, unités de vie, sont capables de synthése et de dégradation d'éléments présents

dans leurs milieux et ces réactions sont définies comme des voies métaboliques.

3. Fonctionnement du métabolisme énergétique cellulaire

Chez tous les organismes vivants, le métabolisme énergétique constitue I'ensemble
des réactions biochimiques lui permettant de se maintenir en vie et de se reproduire. Le
métabolisme peut étre divisé en deux types de réactions: |'anabolisme qui regroupe
I'ensemble des réactions de synthése et le catabolisme qui regroupe I'ensemble des
réactions de dégradation. L'anabolisme permet a I'organisme de créer et de former les
éléments dont il a besoin pour se structurer, communiquer et stocker |'énergie sous forme
de molécules complexes (protéines, lipides, glucides) tandis que le catabolisme permet de
produire et libérer de I"énergie stockée ou réguler 'homéostasie générale en dégradant et
éliminant ces molécules complexes en unités simples. Ainsi ces réactions biochimiques
constituent des mouvements permanents de synthése-dégradation ou des flux de stockage
et de déstockage de I"énergie constituant un équilibre.

La molécule caractérisant cette énergie est I'adénosine triphosphate (ATP). Elle a été
isolée pour la premiére fois a partir de muscle et de foie, en 1929, par Karl Lohmann,
biochimiste allemand et contemporain de Hans Adolph Krebs. L'existence de I'ATP avait été
suggérée et imaginée 80 ans auparavant par son homologue Justus Von Liebig. En effet, il
détermina que la chaleur du corps était obtenue par combustion des graisses et des
hydrates de carbone. L'énergie, que I'ATP porte, est obtenue grace a la rupture de la liaison
ester phosphorique en gamma par hydrolyse exergonique capable de libérer 30,6 kJ/mol.
La rupture des deux liaisons ester phosphorique en beta-gamma permet la libération de
45,6kJ/mol. Treés labile, son stockage direct est limité. Ainsi, I'ATP sert de catalyseur
chimique aux réactions d'anabolisme permettant son stockage indirect puis lors des
réactions cataboliques, cette molécule énergétique peut étre régénérée.

Au sein de |'ensemble des organismes, I’ATP est obtenu grace a la glycolyse qui
constitue une réaction hautement conservée (Figure 1). Le substrat de la glycolyse est le
glucose. Une fois dégradé, le glucose libere deux molécules de pyruvate, deux molécules
d'ATP (a partir d'adénosine diphosphate ou ADP), deux molécules de nicotinamide adénine
dinucléotide réduit (NADH) provenant de nicotinamide adénine dinucléotide oxydé NAD".
Le NADH est un cofacteur permettant le transport d'ions H* sous forme de NADH. En
conditions anaérobiques, le pyruvate est réduit en lactate (recyclant le NADH en NAD*) par
la fermentation lactique. Chez les organismes supérieurs, le lactate est métabolisé par le
foie pour redonner du glucose via la néoglucogenese. Chez certains micro-organismes

possédant les enzymes nécessaires comme |'alcool déshydrogénase, le pyruvate peut étre
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utilisé pour la fermentation alcoolique et produire de l'alcool. Cette réaction permet
également le recyclage du NADH en NAD'. En conditions aérobies et grace a la
mitochondrie, le pyruvate peut également fournir d’autres molécules d’ATP en étant
dégradé par le cycle de Krebs. Dans un premier temps, il est transformé, a partir de
coenzyme A (CoA), en acétyl coenzyme A (acétyl CoA). Il rejoint ensuite le cycle de Krebs.
Ce cycle produit de I'’ATP, du NADH ou un autre cofacteur transporteur d'ions H*, la flavine
adénine dinucléotide réduit (FADH) et libere du COz. Ces cofacteurs sont recyclés par des
réactions d'oxydoréduction réalisées dans la membrane interne de la matrice
mitochondriale grace aux enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale. Leur oxydation
permet la libération d'ions H* dans I'espace inter-membranaire mitochondrial. L'O, sert
d'accepteur d'électrons libérés lors de I'oxydation des cofacteurs. Le transport d'ions H*,
par gradient de concentration, de [I'espace inter-membranaire vers la matrice
mitochondriale, permet le fonctionnement de la pompe a protons (ou ATP synthase) et
donc la production d'ATP. Les acides gras peuvent étre également oxydés dans la
mitochondrie pour produire de |'énergie. Pour cela, les acyl CoA, ester entre un CoA et un
acide gras, entrent dans I'hélice de Lynen pour subir la B-oxydation, réaction catabolique
mitochondriale. Cette chaine catabolique permet la production d'acétyl CoA a partir
d’'acide gras, mais aussi de NADH et FADH. L'acétyl CoA est ensuite utilisé par le cycle de
Krebs.

Figure 1 : La production d'ATP par les cellules. Les voies signalées en bleu concernent le devenir du pyruvate en

condition anaérobie, en concernent le devenir du pyruvate lorsque la cellule possede I'alcool
déshydrogénase, et en vert concernent les voies pouvant étre réalisées lorsque la cellule possede des
mitochondries.
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Le glucose est donc un des nutriments essentiels de la vie et peut étre comparé a
I'essence pour le fonctionnement du moteur. La production de molécules carbonées telles
que le glucose est permise principalement grace aux végétaux et a la photosynthese. Chez
les animaux pluricellulaires, le glucose est apporté par la digestion et |'assimilation de la
matiére carbonée contenue dans les aliments d’origine végétale et animale. Ce glucose
ingéré est consommé mais peut étre aussi conservé, stocké, par certains tissus, sous forme
de polymere : le glycogeéne par un processus que l'on appelle la glycogénogénese. Le
glycogéne peut redonner des molécules de glucose via la glycogénolyse durant les
périodes de jeline et de carence. Enfin, le glucose peut étre aussi obtenu a partir d'acides
aminés, du lactate ou du glycérol contenu dans les lipides par la néoglucogenése.

Pour la structure cellulaire et la division cellulaire qui nécessitent beaucoup
d’'énergie, d'autres nutriments sont nécessaires a la cellule comme d’autres sucres simples
(fructose, ribose, ...), les acides aminés et les lipides. Ainsi, le métabolisme est étroitement
dépendant de la présence des nutriments dans I'environnement proche. Il a fallu des
millions d’années d’évolution pour optimiser |'approvisionnement en nutriments des

organismes pluricellulaires terrestres ou aquatiques.

B. De la cellule aux mammiféres, évolution et optimisation de la gestion

énergétique et métabolique

Au cours de |"évolution, |'optimisation de la production d’énergie nécessaire pour le
maintien de la vie et la reproduction cellulaire s’est faite par compartimentation cellulaire,
tissulaire et organique des voies métaboliques, par la mise en place d'organes de stockage,
de systémes d'irrigation des organes assurant leur approvisionnement en nutriments ou en
oxygéne, de systemes fins de régulation du métabolisme mais aussi par l'acquisition
d’'organes spécialisés dans le déplacement, la protection, la sensorialité ... afin de pallier les
carences possibles dans notre environnement proche, a I'échelle cellulaire, tissulaire, puis
globale.

Contrairement aux procaryotes, les eucaryotes, contrairement aux procaryotes, se
caractérisent par une compartimentation cellulaire qui se traduit par la présence
d’organites, assimilables a des organes cellulaires: le noyau pour compartimenter et
protéger l'information génétique, le réticulum endoplasmique (RE) et |'appareil de golgi
pour la synthése et la maturation protéique et la compartimentation du calcium (Ca**)
cytotoxique, les lysosomes pour I'élimination des déchets ou les mitochondries pour
optimiser la production d'énergie a partir du pyruvate. Cette premiére compartimentation
intracellulaire a permis entre autres d'optimiser la production d’énergie a partir des

nutriments mais également la gestion des déchets métaboliques parfois cytotoxiques.
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1. Les eucaryotes unicellulaires ou protozoaires : compartimentation et

organisation d’un « tube digestif intracellulaire »

Ce sont des systéemes dits totipotents puisque la cellule assure toutes les fonctions
de l'organisme. lls possédent un systeme de nutrition intracellulaire organisée. Par
phagocytose, ils ingérent les aliments présents dans leur environnement. La zone
d’'ingestion, possédant une localisation précise, est nommée cytopharynx. Les nutriments
ingérés vont suivre un parcours a travers des organites — vacuoles digestives de type
lysosomes — afin que le protozoaire en extrait les nutriments essentiels. Ils assurent
I'osmorégulation et éliminent les déchets, c’est a dire les molécules non assimilables ou
cytotoxiques, par le cytoprocte qui correspond a une vacuole digestive dont |'extraction se
fait par exocytose. Cette structure est comparable a un anus cellulaire. Par diffusion passive
a travers leur membrane, ils éliminent les déchets azotés cytotoxiques. Ces organismes
disposent également d'organites pour se déplacer et donc chercher les nutriments Ces

organites peuvent étre de type flagelle, cils ou pseudopodes.

2. Les métazoaires : agencements des cellules en tissus organisés

Ce sont les premiers organismes pluricellulaires possédant une organisation tissulaire
plus ou moins précise. Les organismes pluricellulaires les plus primitifs sont les placozoaires.
Il s’agit d'un amas de cellules possédant une coordination limitée et chacune des cellules
reste totipotente, s'approvisionne et excrete. L'organisation tissulaire vraie (un tissu=une
fonction) est apparue avec les métazoaires. Elle s'est accompagnée par une perte de

totipotence et un gain de spécificité cellulaire : une cellule = une fonction.

3. L’apparition des cellules digestives, des cellules nerveuses et des

premiéres communications intercellulaires

a) Les diploblastiques — spécialisation cellulaire pour la nutrition

Au cours de la gastrulation, les cellules s’organisent en feuillets embryonnaires. Au
sein des métazoaires, on distingue deux grands groupes établis suivant la présence de deux
ou trois feuillets embryonnaires. Les diploblastiques possedent uniquement les feuillets
endoderme et ectoderme. Comme leur nom lindique, l'ectoderme est le feuillet
embryonnaire donnant les tissus servant de paroi externe, protectrice tandis que
I'endoderme donne tous les tissus internes constituant le tube digestif primitif. Cependant,
une gelée assimilable a une matrice de collagéne, la mésoglée, est sécrétée par les deux
feuillets et se met en place entre I'endoderme et I'ectoderme ou quelques cellules peuvent
migrer. Chez ces organismes, la zone d’entrée des nutriments, assimilables a une bouche
est également la zone de sortie des déchets excrétés, assimilable a I'anus.

Au sein des diploblastiques, on distingue deux grandes familles : les cnidaires et les
spongiaires. Les spongiaires ou éponges sont les plus primitifs et sont composés de cellules

spécialisées, unipotentes comme les cellules épithéliales, les cellules mésenchymateuses,
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les cellules contractiles, les cellules inhalatrices et les cellules digestives. Pour le maintien
structurel de l'organisme, les cellules peuvent produire des structures intracellulaires
calcifiées ou siliciées enrichissant la mésoglée. Les spongiaires ne se déplacent pas, vivent
toujours en milieu liquide et se nourrissent par filtration des nutriments dans I'eau. Ainsi a
défaut d’acquérir des organes pour se déplacer et trouver la nourriture, ces organismes
possedent des cellules facilitant le mouvement de l'eau qui les entoure telles que des
cellules contractiles ou ciliées. De plus, ils disposent de cellules spécialisées dans la
digestion, exprimant des enzymes digestives, facilitant la dégradation des macromolécules
en nutriments.

Au sein des diploblastiques, nous avons aussi les cnidaires (méduses et polypes).
L'organisation tissulaire est de plus en plus coordonnée et organisée. Chez ces animaux,
apparaissent les premiers phénomenes de communications intercellulaires. Les cellules se
diversifient fonctionnellement un peu plus. Les cnidaires développent des organes, comme
les tentacules, pour piéger leurs proies et se nourrir. On distingue les premieres cellules
nerveuses en étroite relation avec des cellules chimio- et photosensibles, des cellules
pseudo-musculaires capables de se contracter et des cellules glandulaires sécrétant des
enzymes facilitant la digestion. Leur milieu de vie est obligatoirement aquatique.

Ainsi, chez les diploblastiques, accompagnée de la perte de totipotence, sont
apparues des cellules spécialisées dans : 1) la digestion, possédant des enzymes facilitant la
libération de nutriments a partir de molécules complexes ; 2) la formation de structures
facilitant le déplacement soit de I'organisme soit de I'environnement qui I'entoure ; et 3) la
formation de structures facilitant I'immobilisation de proies dans I'unique but d'apporter la

source en nutriments nécessaires a la vie et a la reproduction.

b) Les triploblastiques — acquisition du tube digestif, premiére

colonisation microbienne et céphalisation

Chez les triploblastiques, se développe un troisieme feuillet embryonnaire présent
entre I'endoderme et I'ectoderme : le mésoderme. Au cours de |'évolution, des cellules ont
migré vers la mésoglée et ont développé ce troisieme feuillet. Il peut délimiter une cavité,
le ccelome. Ce feuillet est accolé d'une part a I'ectoderme et d'autre part a I'endoderme
formant I'archantéron qui constitue le tube digestif primitif.

Des lors, les triploblastiques se divisent en trois grandes familles : 1) les accelomates
(ou vers plats), organismes sans cavité interne possédant un mésoderme « plein », 2) les
pseudoccelomates (ou vers ronds) dont le mésoderme tapisse I'ectoderme uniquement, 3)
les ccelomates dont le mésoderme délimite tout le ccelome, cavité au sein de laquelle se
forme le tube digestif. Le groupe des triploblastiques est le premier a étre caractérisé par
une symétrie bilatérale, contrairement au diploblastique, définie par une absence de
symétrie ou une symétrie radiale. Cette symétrie est définie par trois axes: I'axe antéro-
postérieur, 'axe dorso-ventral et I'axe médio-latéral. Elle a son importance dans le

développement des différents appareils et organes.
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Les vers plats sont les triploblastiques les plus primitifs, mais contrairement aux
diploblastiques, ils sont caractérisés par des organes et tissus différenciés notamment avec
I'existence d'un tube digestif complet. Des neurones se développent a proximité de
I'intestin mais le systéme nerveux reste encore diffus. Ce groupe ne possede aucun appareil
circulatoire, respiratoire ou locomoteur.

Chez les vers ronds, comme le Caenorhabditis elegans (C. elegans), la mise en place
d’organes spécialisés s'affine. Le systeme digestif complet se place au niveau de la partie
ventrale et on peut observer les premiers processus de céphalisation. En effet, les organes
sensoriels comme des cellules photo-réceptrices orientant le déplacement et des groupes
de neurones se concentrent dans la partie antérieure constituant alors une ébauche de
cerveau. Ces neurones dont la fonction est essentiellement sensorielle émettent des
prolongements sous forme de nerfs et de groupes neuronaux a proximité de l'intestin
permettant un lien étroit entre I'alimentation, la communication nerveuse et le contréle du
déplacement.

Chez les triploblastiques, on distingue une véritable évolution en termes de tube
digestif et de nutrition : le tube digestif est complet avec une entrée buccale et, pour la
plupart, une sortie anale. L'cesophage sert a |'aspiration des aliments, la progression des
aliments s'effectue par péristaltisme grace a un systéme contractile mis en place autour de
I'intestin. Enfin, la digestion se fait de maniere extracellulaire par libération d'enzymes dans
le lumen, ce qui les différencie des diploblastiques dont la nutrition s'effectue par
phagocytose ou diffusion transpariétale. La mise en place de ce tube digestif s'est
accompagnée de sa colonisation bactérienne : en effet, le tube digestif constitue un lieu
privilégié pour un apport en nutriments régulier et une protection vis a vis d'un monde
extérieur hostile. Le C. elegans, triploblastique primitif, se nourrit de bactéries qui a terme
ont colonisé l'intestin. Pour ces raisons, ce vers rond constitue un modéle animal de

laboratoire réductionniste dans les études moléculaires du tube digestif et du microbiote.

4. Les ccelomates — acquisition d’un systeme circulatoire et respiratoire,
développement d’appareils locomoteurs facilitant la conquéte du milieu

terrestre

Chez les ccelomates, le mésoderme délimite une cavité dans laquelle se développe
le tube digestif. Il est a I'origine de tissus conjonctifs permettant au corps de se segmenter
en différentes parties spécialisées : les métaméres. Les ccelomates possédent une extrémité
supérieure contenant les organes sensoriels, la bouche et le cerveau et une extrémité
postérieure contenant |'anus. Ces deux extrémités ne sont pas considérées comme des
métameéres car elles ne contiennent pas de vésicules coelomiques. A proximité du tube
digestif se mettent en place des ganglions nerveux et des nerfs, des organes excréteurs et
un systéme circulatoire. Ainsi, tous les organes se développent a proximité du tube digestif

afin d'assurer I'approvisionnement en nutriments de tous les tissus. Entre la partie antérieure
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et la partie postérieure, se mettent en place des organes permettant et facilitant le
déplacement tels que les ailes, les pattes, ...

Les ccelomates sont subdivisés en deux groupes suivant le développement de
I'orifice embryonnaire, le blastopore, en bouche ou en anus: chez les protostomiens, cet
orifice donne la bouche et chez les deutérostomiens, il donne I|'anus. Chez les
protostomiens, on distingue les individus a corps mou avec coquilles (les mollusques) ou
sans coquille (les annélides) et les individus a corps dur notamment grace a la présence d'un
exosquelette (squelette externe), cuticule les protégeant de la déshydratation (arthropodes :
insectes, crustacés, etc.). Avec les protostomiens, nous avons les premiers organismes allant
a la conquéte du milieu terrestre, nouvelle source de nutriments. L'apparition d'une cuticule
solide et externe implique que les échanges gazeux soient limités particulierement si les
animaux sont de grande taille. Ainsi, on observe la mise en place d'organes respiratoires
(branchie, systeme trachéen, poumon) afin d'éliminer le CO; et d'apporter I'O; et ainsi
permettre la respiration cellulaire. On observe aussi la mise en place d'un appareil
circulatoire, plus ou moins fermé, contenant un liquide dont le but est de transporter des
gaz et de nutriments dans tout l'organisme : I'hémolymphe. Chez les mollusques (bivalves,
gastéropodes), |'appareil digestif se complexifie par la mise en place d'un estomac

permettant le broyage et de glandes digestives exocrines facilitant la digestion.

5. Les chordés - acquisition d’un systeme circulatoire fermé et d’un

systéme nerveux central vrai, localisé au niveau dorsal.

Au sein des deutérostomiens, on distingue les épineuriens qui possedent leur
systéme nerveux en position dorsale, a I'opposé des hyponeuriens qui possedent leur
systéme nerveux en position ventrale et des épithélioneuriens qui possédent un systeme
nerveux diffus proche de I'épithélium. Au sein des épineuriens, les chordés regroupent
I'ensemble des animaux qui développent un axe interne mécanique et élastique, servant de
maintien : la corde. Elle est considérée comme un squelette interne axial. Elle se situe en
position dorsale et est opposée a la position ventrale de l'intestin.

Les vertébrés constituent le groupe le plus riche et le plus diversifié des chordés.
Chez eux, la corde disparait trées précocement, durant le développement embryonnaire,
pour donner place au squelette. Ce squelette interne est constitué de la colonne vertébrale
se formant autour de la moelle épiniere, de la boite cranienne se formant autour du cerveau
et des os permettant la structure des membres et facilitant le déplacement. Les structures
osseuses internes assurent la protection du systéme nerveux et permettent le déplacement.
Les vertébrés regroupent les vertébrés aquatiques, les poissons et les vertébrés terrestres,
les reptiles, les batraciens, les oiseaux et les mammiferes.

Tous les vertébrés sont caractérisés par un systeme circulatoire fermé contenant
comme liquide biologique, le sang. Cet appareil posséde deux types de circulation : la
petite circulation assurant les échanges gazeux et la circulation générale assurant la

distribution des nutriments et de I'O.. La circulation du sang est assurée par le cceur dont le
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nombre de cavité varie entre les différents vertébrés. La fermeture du systéme circulatoire
optimise la distribution de I'O; et des nutriments et I"élimination du CO: et des déchets. Les

organismes peuvent métaboliser plus rapidement et donc se déplacer plus efficacement.

6. Conclusion

De la cellule aux vertébrés, |'évolution a donc permis de mettre en place des
systémes favorisant la nutrition et le stockage de |"énergie nécessaire au maintien de la vie
et a la reproduction. En effet, au cours de I"évolution, nous avons acquis des caractéres
spécifiques permettant de se nourrir, d’optimiser I'arrivée des nutriments a chaque cellule et
de favoriser leur stockage pour pallier a des famines éventuelles. Cela s’est traduit par
I'apparition d'organes spécialisés: 1) le tube digestif permettant la digestion et
Iassimilation de macromolécules, 2) un appareil locomoteur pour se déplacer, 3) des
systemes endocriniens et nerveux pour la communication intercellulaire optimisant la
gestion des nutriments, 4) un systeme respiratoire pour faciliter I'apport en O, nécessaire a
la production d’énergie et 5) d'un systéme circulatoire permettant la distribution des
nutriments et de 'Oz a chaque cellule. Ces éléments se sont perfectionnés au cours du
temps, a |'échelle génétique, cellulaire, tissulaire et organique, pour optimiser chacune des

fonctions.

Figure 2 : Développement des organismes animaux au cours de |'évolution pour |'optimisation de |"apport en énergie
a l'organisme et & chaque cellule.

C. Des organismes programmés de maniére ancestrale pour répondre aux

cycles famine / abondance nutritionnelle

1. « Thrifty genotype concept » ou concept du génotype « vigoureux »

Le métabolisme est étroitement dépendant de la présence des nutriments dans
I'environnement proche. En effet, les réactions d'anabolisme nécessitent |‘apport

d'éléments de base a la construction de molécules complexes : les glucides nécessitent
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I'apport de glucose, les lipides, I'apport d'acides gras ou de stérols ou encore les protéines,
I'apport d'acide aminés. Or, dans la nature, |'apport en nutriments est dépendant des
saisons et au cours de |'évolution, a di s'adapter aux périodes de grandes famines qui ont
alors exercée une pression de sélection intense et modifié notre génome, qui s'est adapté a
ces différents cycles abondance-famine et activité physique-repos. Ainsi, |'évolution a
permis de sélectionner les étres vivants capables d'optimiser cet apport en favorisant a la
fois le stockage des nutriments mais également les comportements et la capacité a se
déplacer pour aller a la recherche de ces nutriments. L'Homo sapiens préhistorique oscillait
donc entre des périodes de famines, pauvres en nutriments ou sans exercice physique -
dues par exemple a un échec durant la chasse ou une impossibilité de se déplacer a cause
de maladies ou de manque d'énergie - et des périodes d'abondances nutritionnelles
associée a la chasse et la cueillette, riches en activités physiques. Ces capacités évolutives
sont imprimées dans notre génome depuis le Paléolithique, dans la période estimée a
50000-10000 avant Jésus-Christ [5, 6].

Notre organisme et son fonctionnement ont été optimisés génétiquement et
phénotypiquement pour répondre a ces oscillations nutritionnelles et d'activités physiques :
certains tissus ont pour réle 1) le stockage de I'énergie (tissus adipeux, muscles, foie, ...) et
le déstockage (tissus adipeux, foie), 2) les régulations hormonales ou nerveuses de ces
processus (pancréas, intestin, surrénales, thyroides, systéme nerveux ...) avec une sensibilité
variable des tissus périphériques a ces hormones, 3) 'approvisionnement en nutriments
(I'intestin), 4) les déplacements (les muscles) et 5) les comportements (systéme nerveux
central). Les génes impliqués dans ces différents processus furent appelés les « thirty
genes » ou « génes vigoureux ». Cette théorie a été établit par les travaux de Neels, en
1962. Le scientifique a pensé que les genes plus « vigoureux » avaient résisté a la pression
de sélection plus fortement que les génes moins « vigoureux » et il regroupait dans ce type
de génome, les genes les plus efficaces pour gérer le stockage, le déstockage et I'utilisation
des nutriments. Des études génétiques ont estimés que ce génome n’avait subi quasiment
aucune mutation depuis 10000 ans et était relativement stable [7].

Avec le début de I'ére industrielle, au 19éme siecle et surtout au cours du 20eme
siecle, ces régulations acquises de maniere ancestrale se sont trouvées trop rapidement
inadaptées. Les nutriments sont devenus accessibles instantanément et en exces et sont de
moins bonne qualité, associés a une sédentarisation déja présente. En effet, les aliments
sont de plus en plus riches en acides gras saturés et en sucres et de plus en plus pauvres en
fibres et en vitamines [5]. La balance énergétique se trouve en déséquilibre avec plus
d'apports que de consommation énergétique entrainant un stockage massif et inadapté des
nutriments. L'adaptation aux cycles famine/abondance et repos/activité physique, ancrée
dans notre génome depuis des milliers d'années, se trouve inadéquate. Ces déréglements
entrainent 'apparition de maladies chroniques de plus en plus présentes comme I'obésité,
le diabete (DT2) ou les maladies cardiovasculaires [8]. Au cours d’études épidémiologiques,

il a été évalué que l'absence d'utilisation d'énergie équivalente a 107kcal/jour (ce qui
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équivaut par exemple a marcher plus de 20min/jours a une vitesse de 4,8km/h) augmente le
risque de maladie chronique comme le DT2 [9, 10]. Il a été estimé que la prévalence du
DT2 était de 1,1% dans des populations contemporaines de chasseurs-cueilleurs alors
gu'actuellement dans le monde elle est denviron 17,6% [11]. Nos genes et le
polymorphisme des génes n‘ont pas changé depuis 40 ans [11]. Ainsi, 100% de cette
épidémie croissante est due a une altération de notre hygiéne de vie, aux facteurs
environnementaux et a l'inadaptation de notre génome a cet environnement, bien qu'il
existe des mutations prédisposant a I'obésité et au diabete mais qui étaient aussi présentes
avant |'ére industrielle.

Ainsi, notre modernisation et nos changements de mode de vie apparus trop vite
n‘ont pas permis a notre génome de s'adapter a cette abondance nutritionnelle et a
I'augmentation de la sédentarité engendrant progressivement le développement des

maladies métaboliques comme 'obésité et le DT2 [12, 13].

2. « Thrifty phenotype concept » ou le concept du phénotype

« vigoureux »

Ce concept date des années 90. Il associe a une nutrition pauvre et carencée durant
la vie foetale et néo-natale, une augmentation du risque de développer des déreglements
métaboliques tels que l'obésité et le diabéte [14]. En effet, des études épidémiologiques
sur des hommes de Hertfordshire ont montré que plus le poids de I'enfant a la naissance ou
avant un an était faible, plus le risque de développer des déreéglements métaboliques était
élevé [15, 16]. D'autres études ont également montré que les enfants nés pendant les
périodes de grandes famines de la seconde guerre mondiale, aux Pays-Bas et a Leningrad,
présentent une intolérance au glucose et une résistance a l'insuline [17, 18]. Ainsi, un poids
faible de I'enfant associé a une dénutrition foetale ou a un état prématuré ou alors une
période de dénutrition pendant la grossesse engendrent des déréglements métaboliques
importants pendant |'enfance et a I'dge adulte. Des données plus récentes ont montré que
I'inverse était aussi vrai, une nutrition trop riche pendant la vie feetale ou méme le diabéte
gestationnel sont aussi des facteurs de risque de développer des maladies métaboliques
[19-21]. Des études ont méme montré que ces carences pouvaient impacter jusqu’a trois
générations [22].

Les mécanismes peuvent étre comparables a la théorie « thrifty genotype concept ».
Le foetus dénutri développant ses organes et notamment ses organes métaboliques (foie,
tissu adipeux, muscle, pancréas) et sa sensibilité aux hormones de fagon a s'adapter a une
carence pauvre en nutriments (pancréas pauvre en cellule B, baisse du nombre de néphrons
rénaux, changement de la structure de I'hippocampe, de I'axe hypothalamo-hypophysaire,

..). Les études récentes sur |'animal ont montré que ces carences induisent des
modifications épigénétiques importantes sur le génome du feetus telles que la méthylation
de I'ADN (acide désoxyribonucléique) ou la modification des histones [23] responsables a

terme du phénotype métabolique pathologique.
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L'impact du déreglement nutritionnel durant la gestation peut donc influencer
génétiquement notre organisme sur la maniere dont il gére le métabolisme et |'adapter
pour pallier aux carences, au méme titre que la programmation génétique optimale que I'on
a acquise depuis des milliers d'années pour lutter contre la famine. Cependant,
I'environnement nutritionnel post-natal n'est parfois pas adapté a la programmation
épigénétique que le foetus a acquise. On voit alors apparaitre des déreglements

métaboliques importants au cours de I'enfance et au stade adulte.

D. Le diabéte, maladie du sucre

Les maladies métaboliques regroupent les altérations de gestion des nutriments
(stockages, déstockages) au sein de notre organisme. Le diabéte constitue une de ces

altérations et est la conséquence d'une mauvaise gestion du glucose.

1. Découverte des diabétes

Cette maladie est I'une des plus anciennement connues : les premiers ouvrages la
mentionnant datent de 4000 ans avant Jésus-Christ dans des ouvrages chinois. Les premiers
symptémes qu’on lui donne sont mentionnés sur des papyrus égyptiens antérieurs a 1500
ans avant Jésus-Christ et décrivent une soif permanente, une urine excessivement
abondante et un amaigrissement. Au cours du premier siecle apres Jésus-Christ, pendant
I'antiquité, le terme « diabéte », signifiant en grec « s’écouler a travers un siphon », lui fut
attribuée par Arétée de Cappadoce qui avait été marqué par les urines abondantes et
I'importante perte de poids. Il décrivait cette affection comme « une étrange maladie au
cours de laquelle la chair et les os s'évacuent avec |'urine et dont la mort est tres précoce ».
Son contemporain Claude Galien décrit cette maladie ou les reins et la vessie ne cessent
d'émettre des urines. Il faudra attendre 1776 pour décrire I'importance du sucre dans la
maladie ; Dolson montre la présence de sucres dans les urines grace a une réaction avec la
liqueur de Fehling et démontre que ce sucre est aussi trés concentré dans le sang.

En 1850, Claude Bernard, a l'origine de la médecine expérimentale et des grands
principes physiologiques, donne la vraie premiére définition au diabéte : au cours de la vie,
un étre sain garde son taux de glucose plasmatique constant quelle que soit |'alimentation
et dont le foie et l'intestin jouent un réle important en assurant I'apport, le stockage et le
déstockage du glucose. Chez une personne diabétique, |'existence d'une hyperglycémie et
la présence anormale de glucose dans les urines se traduisent par un trouble général de la
nutrition et de la gestion du glucose. Au cours du 19°™ et du 20°™ siécle, la découverte du
pancréas, puis de l'insuline et la compréhension du métabolisme glucidique permettent de
définir un peu plus précisément le diabete. Il s'agit d'une maladie dont le métabolisme
glucidique est dérégulé notamment par une altération de sécrétion et d'action de I'insuline
[24].

En 1920, la communauté scientifique a défini pour la premiere fois le syndrome

métabolique : il s’agit d'une maladie caractérisée par de multiples déréglements
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métaboliques. Une vingtaine d'années plus tard, les médecins et les scientifiques ont établi
un lien étroit entre le poids corporel important, 'adiposité, le DT2 et les maladies
cardiovasculaires. En 1988, le groupe de Gerald Reaven utilisa le terme de syndrome X pour
regrouper un ensemble de symptémes comme la résistance a l'insuline, l'intolérance au
glucose, I'hyperinsulinisme, l'augmentation des triglycérides circulants, la baisse des
lipoprotéines de haute densité (high density lipoprotein ou HDL) et I'hypertension. La
derniere définition du syndrome métabolique a été donnée plus récemment dans les
années 2000. Ce syndrome regroupe une hypertension, une hypertriglycéridémie, une
hypoHDLémie, une obésité abdominale (tour de taille) et une hyperglycémie a jeun [25]. Les
personnes atteintes ont cing fois plus de chance de développer une DT2 et deux fois plus
de chance d'avoir des maladies cardiovasculaires. Bien que le DT2 soit étroitement corrélé
avec I'obésité, la maladie touche aussi des personnes de poids plus faible et les personnes

agées.
2. Définition du diabéte

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le diabéte est « une maladie
chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas assez d'insuline ou que I'insuline
n‘agit pas correctement». L'insuline est la seule hormone de I'organisme dite
hypoglycémiante, elle a pour but de favoriser la capture et la consommation périphérique
du glucose. Lorsque son métabolisme est perturbé, le glucose s’accumule dans le sang
engendrant un changement de contexte intra et extracellulaire, plasmatique, tissulaire et
organique. L'accumulation de glucose dans le sang induit la formation d’hémoglobine
glyquée (Hb1Ac) par la liaison non enzymatique du glucose et les résidus aminés de
I'hémoglobine. Le taux de renouvellement de I'hémoglobine étant de 120 jours, la variation
de sa concentration sanguine dépend de |'équilibre glycémique sur les 2-3 derniers mois.
Chez une personne saine, son taux se situe aux alentours de 5-6% (de I'hémoglobine totale)
et chez un patient diabétique, son taux peut attendre 12%. L'hématie contenant de
I'hnémoglobine glyquée change alors de forme, le sang devient alors plus visqueux et
engendre des complications micro-vasculaires. L'ensemble de ces modifications est a
I'origine  d'importantes complications comme la neuropathie, la néphropathie, la
rétinopathie et a terme la cécité, les accidents vasculaires cardiaques et cérébraux, auxquels
s'additionnent les infections cutanées, les amputations et une importante détérioration des
conditions de vie.

Actuellement, selon 'OMS, le diabete est diagnostiqué de la maniere suivante : une
glycémie a jeun supérieure a 7nmol/L ou 1,26g/L ou une glycémie, 2h aprés ingestion de
75g de glucose, supérieure a 11nmol/L ou 2g/L.

On distingue actuellement 3 formes principales de diabete : le diabéte de type 1, dit
insulino-dépendant ou juvénile, le diabete de type 2 dit non insulino-dépendant, et le
diabete gestationnel. Il existe également des formes plus rares de diabetes tels que les

diabétes monogéniques ou encore les diabétes qui surviennent de maniére secondaire, en
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conséquence d'autres maladies. Le diabéte décrit dans |'antiquité, de par ses symptomes,
concernait le diabéte de type 1. Il concerne une faible quantité de personne soit 7-12% des
personnes diabétiques, apparait trés précocement et se caractérise par une quantité
d'insuline quasi-inexistante. Ceci est la conséquence d’une faible quantité de cellules B
détruites précocement par une réaction auto-immune d’origine encore inconnue. Le
diabéte de type 2 est le plus répandu, soit 87-91% des personnes atteintes de diabéte. |l
touche les personnes adultes obéses et/ou dgées bien que de plus en plus d’enfants,
d’adolescents et de jeunes adultes ou encore des personnes minces soient touchés. Il met
souvent plusieurs années a s'installer. Il se traduit par un premier stade dit prédiabétique
caractérisé par une intolérance au glucose qui se définit par le maintien d'une glycémie
élevée plusieurs minutes aprés une charge orale en glucose et une hyperglycémie a jeun.
L'intolérance au glucose ne mene pas forcément au diabéte de type 2. Le diabéte
Yy
gestationnel comme son nom l'indique apparait au cours de la grossesse et constitue un
facteur de risque pour le foetus notamment pour le développement d'un DT2 a I'age adulte

sans compter les complications durant la grossesse.

3. Quelques données actuelles et chiffrées sur le diabete

Actuellement, la fédération internationale du diabéete considere que 422 millions de
personnes, dgées de 20 a 79 ans, souffrent de diabete autour du monde soit 1 personnes
sur 11. Elle estime qu’en 2040, 1 personne sur 10 sera touchée par le diabete [26]. En 2030,
il pourrait constituer la 7™ cause de décés dans le monde [26]. En 2015, on considére
gu’une personne meure toutes les 6 secondes de cette pathologie soit plus que le sida, la
tuberculose ou la malaria [26]. Le phénomeéne épidémique associé au diabéte concerne
surtout le DT2 notamment due a I'augmentation exponentielle de |'obésité.

Le diabéte touche particulierement les pays ou régions en voie de développement
ou a revenu faible et modéré, notamment I'Afrique et I'Asie du sud-ouest (Inde, Pakistan)
[26]. Plus des deux tiers des personnes ne sont pas diagnostiquées dans ces régions. Ces
populations, plus que toutes les autres, se trouvent au contact d'aliments tres riches en
sucres et en acides gras saturés et leur acces aux traitements est beaucoup plus difficile. De
la méme maniere, la prévalence du diabéte est multipliée par 2 dans les zones urbaines en
comparaison des zones rurales et en 2040, il sera multiplié par 4 [26]. Ceci reflete I'impact
de l'acces continu a la nourriture et de la sédentarité.

En plus de réduire I'espérance de vie et d’entrainer le décés de millions de
personnes, cette maladie colte trés cher aux différents états a travers le monde et on
estime que 5% a 20% des dépenses sanitaires, suivant les pays, sont attribués aux
personnes atteintes de diabetes représentant un colt de 700 milliards de dollars en 2015
avec une augmentation prévue de 19% pour 2040 [26].

Aprés |'Afrique, L'Europe est la seconde région du monde ayant le plus faible taux
de personnes atteintes de diabete et investit fortement pour la recherche et les soins de

maniére importante, soit 9% des dépenses sanitaires. La Chine, I'Inde et les Etats-Unis sont

27



les trois pays les plus touchés au niveau mondial. Alors que la prévalence en Europe est
d’environ 9% (20-7%ans), la France est moins touchée (5-6%) en partie par la diversité et la

qualités alimentaire mieux contrélées [26].

28



V. Chapitre 2 : La régulation du métabolisme glucidique

Le glucose est une molécule essentielle & tout organisme vivant pour le
fonctionnement de ses cellules. Chez les animaux, le glucose est métabolisé par la glycolyse
et en conditions aérobies par la respiration mitochondriale, il permet de libérer de I"énergie
sous forme d'ATP. Chez les vertébrés, sa distribution aux différents tissus se fait par
I'intermédiaire du sang contenu dans un appareil circulatoire fermé. Sa concentration
sanguine, variable selon les organismes, est dépendante de son entrée et de sa sortie. Son
entrée dans le sang peut se faire par I'intestin, au cours des prises alimentaires et par le foie
et dans une moindre mesure par l'intestin ou le rein, au cours du je(ine. Sa sortie se fait par
les cellules consommatrices de glucose c’est a dire toutes les cellules. Cependant, certaines
ont des besoins plus importants comme celles des muscles, du cerveau et des hématies, ces
deux dernieres étant gluco-dépendantes. Lorsqu’il est en exces, le glucose est excrété par
les reins, dans nos urines. Chez 'homme, le taux de glucose dans le sang, la glycémie, doit
étre maintenue entre 0,8 et 1,2g/L ou 4,4 et 6,6mM. Chez d'autres animaux vertébrés, cette
valeur peut étre légerement différente mais oscille généralement entre 0,4 et 1,2g/L suivant
I'espece. Pour la maintenir a ces niveaux précis, la glycémie est régulée par des systémes
hormonaux trés particuliers et tres précis. La dérégulation de son homéostasie et une
augmentation de sa concentration sanguine nuisent a l'‘ensemble des cellules de

I'organisme et générent les maladies métaboliques comme le DT2, la maladie du sucre.

A.  AMPK, protéine ancestrale, senseurdu statut énergétique

intracellulaire

La kinase dépendante de |'adénosine monophosphate (AMP), ou AMPK (AMP
dependant kinase), est une protéine exprimée de maniere ancestrale dans la plupart des
cellules eucaryotes. Des études sur les organismes eucaryotes primitifs ont mis en évidence
son réle dans les mécanismes de résistance a la famine et de survie. Chez les mammiferes,
la protéine est sensible au ratio AMP/ATP dans la cellule et activée suite a sa diminution,
reflétant un manque de production d’ATP, donc un appauvrissement en énergie due a une
baisse du catabolisme du glucose ou d'autres nutriments. Par cette fonction, on lui attribue
le réle de protéine senseur de I"énergie intracellulaire ou de protéine senseur du glucose
intracellulaire. Ce manque de production d'ATP peut aussi étre révélateur d'une hypoxie ou
d’une trés grande consommation d’ATP (comme au niveau musculaire). Une fois activée, par
sa fonction kinase, elle régule de maniére transcriptionnelle par phosphorylation de facteurs
de transcription, et de maniére post-traductionnelle des enzymes impliquées dans le
métabolisme énergétique [27].

Chez les mammiferes, 'AMPK est composée de sous unités a (2 isoformes), B (2
isoformes) et y (3 isoformes). La fixation de ’AMP ou de I'ATP se fait au niveau de la sous-

unité y. L'association avec ’AMP en période de faible rendement énergétique a différents
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effets : changer la conformation de la kinase pour mettre en évidence un site de
phosphorylation activateur au niveau de la sous unité a ; inhiber de fagon allostérique la
déphosphorylation de ce site; et induire l'activation allostérique de la kinase [27].
L'activation par phosphorylation de I'AMPK se fait au niveau de la thréonine 172 dans la
sous-unité a [28]. Deux enzymes sont capables d'induire cette phosphorylation : la kinase
hépatique B1 (liver kinase B1, LKB1) [29], et la kinase de la kinase dépendante de la
calmoduline, la CamKKp (calmoduline kinase kinase B), activée lorsque le Ca** augmente au
niveau intracellulaire [30]. La sous unité B de I'AMPK peut s'associer au glycogene lui
attribuant alors le réle de senseur du glycogene [31].

Les cibles de I'AMPK sont multiples et dépendantes du tissu. Pour favoriser
I'augmentation de I'ATP, elle stimule le catabolisme et inhibe les processus consommateurs
d’ATP comme les mécanismes anaboliques. L'’AMPK favorise la translocation des
transporteurs au glucose, GLUT1 et GLUT4 (glucose transporters 1 et 4), a la membrane en
phosphorylant et activant une protéine impliquée dans les mécanismes d’exocytose. Ceci
permet I'entrée du glucose dans la cellule puis la production d’ATP [32]. Elle active les
processus de glycolyse, productrice d’énergie, en phosphorylant une enzyme impliquée
dans le processus, la phosphofructokinase 2, PFK2 [33] et inhibe |'enzyme anabolique, la
glycogéne synthase, GS [34]. Elle contrecarre et inhibe la voie de signalisation a I'insuline
impliquée dans |'anabolisme et la survie en inactivant la kinase mTORC1 (mammalian target
of rapamycin complex 1), association protéique entre mammalian target of rapamycin,
mTOR, et d'autres protéines [35]. Ceci concerne les régulations de courtes durées. Pour les
effets a plus long terme, 'AMPK régule également la transcription en activant ou inhibant
certains facteurs de transcription. Elle inhibe ChREBP (carbohydrate-responsive element-
binding protein) qui supprime l'expression de la derniere enzyme de la glycolyse, la
pyruvate kinase (PK) [36]. Elle inhibe également un co-activateur de CREB (cAMP response
element-binding protein) qui favorise I'expression d'enzyme néoglucogénique: la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glucose 6 phosphatase (G6P) [37].
L'AMPK  favorise également |'expression musculaire de GLUT4 via le facteur de
transcription MEF-2¢ (myocyte-specific enhancer factor 2c) [38]. Au niveau musculaire, elle
favorise également la biogénése mitochondriale via I'activation de PGC-1a (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) [39].

L'’AMPK est activée avant tout par la privation en glucose. Au niveau cérébral et au
niveau pancréatique, elle joue un réle déterminant dans la détection de la glycémie [40, 41].
Elle est également activée ou inhibée par des hormones telles que la leptine ou
I'adiponectine, sécrétées toutes deux par le tissu adipeux. La leptine favorise le catabolisme
des acides gras libres au niveau musculaire via 'activation de I'AMPK, mais inhibe la prise
alimentaire via l'inhibition de 'AMPK au niveau hypothalamique. L'adiponectine, quant a

elle, active I'AMPK au niveau du foie [42].
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B. Le Pancréas — organe clé dans la régulation hormonale de la glycémie

1. Introduction

a) La découverte du pancréas

Le pancréas est situé dans la cavité abdominale. Sous |'estomac, il est accolé au foie
et au duodénum, partie haute de l'intestin. Il est fortement innervé par le systéme nerveux
autonome (SNA) sensitif et moteur. En termes d'irrigation sanguine, le sang pancréatique se
déverse dans la veine porte et la veine splénique et le pancréas est irrigué par l'artere
pancréatique qui possede quelques embranchements communs avec les artéres
duodénales. D'un point de vue embryonnaire, il se développe a partir des cellules de
I'intestin primitif par bourgeonnement. Il est dit amphicrine, c’est a dire qu'il possede les
deux fonctions de sécrétions : endocrine et exocrine.

La découverte de I'organe a été permise par le chirurgien grec Herophilus qui fat, en
336 avant Jésus-Christ, le premier a disséquer un corps humain. 400 ans plus tard, Ruphos
lui donna le nom qu’on lui connait signifiant en grec « toute chair ». C'est Galien qui au
cours du 2°™ siécle essaya de lui attribuer un réle : par son c6té spongieux, il protégeait les
vaisseaux qu'il recouvrait. Son étude commenca au 17°™ siécle, par Wirsling qui découvrit
les canaux pancréatiques déversant les sécrétions exocrines. Ces canaux portent son nom
aujourd’hui mais il mourut avant d'en connaitre la fonction. Deux siécles plus tard, les
cellules exocrines, regroupées en acini, et les cellules endocrines, regroupées en flots,
furent décrites. En 1869, Paul Langherans - qui donna son nom aux flots — décrit
histologiquement ces amas cellulaires. Au cours de la seconde moitié du 18°™ siécle, la
fonction exocrine de I'organe fut établie, notamment par Claude Bernard : le pancréas
sécréte des enzymes capables de réduire les aliments en molécules plus petites, au sein de
I'intestin [43]. A cette méme époque, en 1889, le réle du pancréas dans la régulation de la
glycémie fut démontré par les expériences de pancréatectomie réalisées par Minkowsky. |l
démontra que suite a la chirurgie, I'animal développait un diabéete avec un enrichissement
des urines en glucose [44].

Apres la premiere guerre mondiale, le réle endocrine du pancréas a été découvert et
décrit par les expériences de résection du pancréas qui ont permis de mettre a jour
I'existence de l'insuline. En 1924, au cours de ces expériences, Frederik Gant Banting
ligatura le canal pancréatique engendrant une atrophie du pancréas. Cette atrophie se
traduisit par une destruction de ces acini exocrine. Il récupéra ce pancréas et en extrait un
«jus». Il retira le pancréas sur un autre chien qui développa trés rapidement une
hyperglycémie. Lorsqu’il injecta en intraveineux le liquide issu du pancréas atrophié,
I'nyperglycémie disparue. Par contre, cela ne fut pas observé lorsque le liquide était donné
oralement. Ces expériences révélerent le réle important du pancréas dans la régulation de
la glycémie : il posséde globalement une action hormonale hypo-glycémiante induite par

I'insuline. Frederick Sanger obtiendra le prix Nobel de Chimie en déterminant pour la
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premiére fois la séquence protéique de l'insuline. L'autre hormone pancréatique, le
glucagon, dont l'action est hyperglycémiante et contrecarre I'action de l'insuline, a été
découverte bien plus tard [43]. Son existence fut pourtant suggérée au début du 20°™
siecle par Charle Kimball et John Murlin mais il fallut attendre 1953 pour que Bromer et
Behrens séquencent sa structure peptidique. Par la suite, sa voie de signalisation a été
étudiée et a permis de découvrir pour la premiére fois I'AMP cyclique (AMPc) comme
second messager ce qui a valu un prix Nobel a Earl W. Sutherland, Jr. en 1971. Finalement,
c'est en 1970 qu'on établit le véritable réle du glucagon dans la physiologie et la
physiopathologie par mise en place d'un dosage spécifique chez des individus sains et

diabétiques et I'utilisation de la somatostatine pour inhiber sa sécrétion [45].

b) Les différentes fonctions du pancréas

La fonction exocrine est liée au processus de digestion. Les cellules impliquées
concernent 95 a 99% des cellules pancréatiques. Par cette action, il sécréte dans la lumiere
de l'intestin des enzymes digestives et des électrolytes permettant la dégradation des
sucres complexes (amylases), des protéines (trypsine et chymotrypsine) et des lipides
(lipases) et I'ajustement du pH du bol alimentaire sortant tres acide de |'estomac.

Par sa fonction endocrine, effectuée par les flots de Langerhans (1-2% de la masse
de 'organe), il constitue un organe essentiel dans la régulation du métabolisme glucidique.
L'organe endocrine est composé d’environ 1000 a 3000 cellules et sécréte deux hormones
clés : le glucagon et l'insuline. La vascularisation des ilots est 10 fois plus dense que celle
des acini exocrines. Les capillaires sont de type fenestré pour favoriser I'apport en
nutriments et la libération des hormones vers la circulation sanguine. Les hormones
rejoignent ensuite la veine porte puis la circulation générale. L'insuline est sécrétée par les
cellules B, et le glucagon par les cellules a. Le ratio des deux types de cellules dans un flot
est respectivement 60-80% / 15-20%. Il existe deux autres populations de cellules
endocrines trés faiblement représentées : les cellules sécrétant le polypeptide pancréatique
ou cellules PP, les cellules € sécrétant la ghréline et les cellules & sécrétant la somatostatine.
L'insuline est hypo-glycémiante, le glucagon est hyper-glycémiant, la somatostatine inhibe
la sécrétion de glucagon et d'insuline et le polypeptide pancréatique régule la fonction
exocrine et endocrine du pancréas [46].

Ainsi, I'insuline et le glucagon sont les hormones pancréatiques clés de la régulation
de la glycémie. Elles sont elles-mémes finement régulées par les nutriments, d'autres
hormones, et les neurotransmetteurs du systéme nerveux autonome sympathique (SNS) et
parasympathique (SNP) tels que I'adrénaline, la noradrénaline et I'acétylcholine (ACh), dans
le but de maintenir la glycémie aux environs de 1g/L. D'un point de vue physiologique, en
état de jeline, la glycémie est faible entrainant une libération du glucagon par les cellules a.
Le glucagon contribue a augmenter la glycémie en agissant sur le foie ou le rein pour
induire la production endogene de glucose. A I'inverse, au cours d'un repas, lorsque la

lycémie est haute, I'insuline est libérée par les cellules B et favorise la capture périphérique
y
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de glucose pour diminuer sa concentration sanguine. Au cours du DT2, leurs sécrétions et
leurs actions sont particulierement altérées participant ainsi a I'aggravation de la pathologie
[47].

2. L’insuline, hormone pancréatique hypoglycémiante

a) Son expression, sa production et sa sécrétion

Les granules d'insuline représentent 10% du volume des cellules et 13000 granules
par cellules environ. L'insuline, composée de 51 acides aminés, est d'abord synthétisée en
préproinsuline, composée de 110 acides aminés. Dans le RE et I'appareil de Golgi de la
cellule B, elle est clivée en pro-insuline et acquiert une structure 3D notamment par la mise
en place de liaisons pont-disulfures. Elle rejoint alors des vésicules de sécrétion immatures
ou la molécule sera clivée en insuline et en peptide C alors inclus dans la méme vésicule de
sécrétion. La régulation de sa production se fait au niveau transcriptionnel et traductionnel,
mais aussi au niveau de sa maturation protéique. Sa sécrétion est aussi finement contrélée.

Le glucose est le premier régulateur de son expression. Lorsque I'on met a jeun un
rat pendant 3 jours, la seule injection intraveineuse de glucose permet d'augmenter la
quantité d'acide ribonucléique messager (ARNm) codant pour la pro-insuline [48]. D'autre
part, au cours d'expériences in vitro, le nutriment permet la stabilité de ’ARNm via une voie
impliquant I'’AMPc [49]. La séquence promotrice du géne codant l'insuline contient de
nombreux éléments de réponse trés conservés dans |'évolution. On y trouve en particulier
les séquences sensibles a I'’AMPc, CRE (cAMP responsive element) capables d'activer la
transcription [50] via le facteur de transcription CREB. Ces séquences fixent également des
facteurs de transcription dont les plus connus sont PDX1 (insulin promoter factor 1 ou
pancreatic and duodenal homeobox 1) et PAX6 (paired box protein 6) [51-53].

L'insuline est également régulée au niveau traductionnel par le glucose. Il permet
d'augmenter la capacité de traduction via un ratio spécifique du facteur de traduction elF2A
a I'état phosphorylé versus I'état déphosphorylé. Lorsque le glucose est présent, il est
déphosphorylé par la protéine phosphatase 1 (PP1) et cette voie augmente la traduction de
I’ARNm codant l'insuline [54]. De la méme maniere, la phosphorylation de ce facteur de
traduction elF2A est tout aussi importante. Elle est réalisée, indépendamment du glucose,
entre autres par la kinase PERK, qui lorsqu’elle est mutée induit un diabéte post-natal
associé a un défaut de synthése de l'insuline, mais aussi un défaut de prolifération et
différentiation des cellules B que I'on appelle le syndrome de Wolcott-Rallison [55].

Des études de dynamique cellulaire sur la transcription et la traduction du géne
codant l'insuline ont montré que la modulation de la traduction se fait indépendamment de
la modulation de la transcription. En effet, aprés 1h d'exposition a 25mM de glucose, la
production d'insuline augmente indépendamment de la quantité d’ARNm [56]. De la méme
maniére, une exposition a 25mM de glucose avec un bloqueur de la synthese d’ARNm

n‘influence pas la production de proinsuline [57]. D'autre part, des études in vivo ont
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montré qu’un rat mis a jeun pendant 3 jours, ne présentait plus que 15 a 20% des ARNm
codant la proinsuline en comparaison a un rat normal [48] reflétant une régulation de plus
long terme pour les ARNm. Ainsi, la régulation transcriptionnelle contribue a la synthese du
pool d'insuline basale alors que le contréle post-transcriptionnel permet la synthese
immédiate d'insuline en réponse au glucose.

La sécrétion de l'insuline est tout d'abord régulée par les nutriments absorbés par
I'intestin apres la digestion tels que le glucose, les acides gras libres ou méme certains
acides aminés. Chez I'homme, le plus fort stimulateur est le glucose donné oralement
comparativement a des lipides ou protéines donnés en méme quantité. En effet, le glucose
multiplie la quantité d'insuline plasmatique par 10 versus 2 pour les deux autres types de
nutriments [58]. Le glucose entre dans la cellule B via GLUT2, protéine constitutivement
exprimée. Ce transporteur est également exprimé au niveau des hépatocytes, des
neurones, du rein, de l'intestin, organes contribuant a la régulation de la glycémie. Sa faible
affinité pour le substrat et sa forte capacité permettent un influx important au sein de la
cellule. Une fois dans le milieu intracellulaire, il est phosphorylé par la GK, ou hexokinase IV,
également exprimée au niveau des neurones, des hématies, de l'intestin et du foie. Cette
hexokinase ne posséde aucune rétro-inhibition par le glucose-6-phosphate qu’elle génere
contrairement aux autres hexokinases. Ainsi, son activité n'est pas inhibée par le glucose.
Comme GLUT2, la GK a une faible affinité pour le glucose optimisant ainsi sa
phosphorylation rapide. L'entrée massive de glucose et son métabolisme induit une
augmentation de la concentration d’ATP fermant les canaux Karp et donc la fuite d'ions
positifs tel que le K* vers le milieu extracellulaire. La membrane de la cellule B se dépolarise,
activant les canaux ioniques Ca*" voltage dépendant. La concentration calcique dans le
milieu intracellulaire augmente et induit alors I|'exocytose des granules d'insuline.
Cependant, le cycle de Krebs se trouve rapidement saturé par |'arrivée massive de pyruvate,
ainsi certains produits du cycle peuvent induire la sécrétion d'insuline : le coenzyme réduit
NADPH, le malonyl-CoA et le glutamate. Enfin, le glucose-6-phosphate peut produire, par
une autre voie de dégradation, du glycérol-3-phosphate qui, en augmentant la disponibilité
de NAD*, peut potentialiser I'activité de la mitochondrie. Ceci augmente le flux ATP qui
influence directement I'activité des canaux Karr. Le glycérol-3-phosphate peut aussi étre
transformé en diacylglycérol (DAG) activateur de la protéine kinase C (PKC), kinase capable
d’activer la sécrétion des granules d’insuline [58].

Les autres nutriments peuvent stimuler également la sécrétion d'insuline. Par
exemple, la combinaison d'acides aminés, la glutamine et la leucine, stimule la sécrétion
d’insuline induite par le glucose. La leucine active I'enzyme qui permet de dégrader la
glutamine en a-cétoglutarate et donc d'activer le cycle de Krebs augmentant a terme la
quantité d’ATP intracellulaire [59]. De la méme maniere, la glutamine, dégradée dans le
cytosol en glutamate, peut activer le cycle de Krebs. Les lipides, via le catabolisme des
acides gras libres plasmatiques, participent aussi a la production d’ATP et stimulent la

sécrétion d'insuline. lls peuvent aussi influencer cette sécrétion via le récepteur aux acides
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gras libres, FFAR1 (free fatty acid receptor 1) [60]. Il a été montré que des ilots, maintenus
dans un milieu dépourvu en acides gras libres, perdaient la capacité de sécrétion d'insuline
induite par le glucose [61, 62]. Les acides gras, via les acyl CoA, ou méme le DAG
influencent cette sécrétion en acylant et activant des protéines impliquées comme la
synaptogamine [63] ou la PKC [64].

De nombreuses hormones interviennent également dans le contréle de la sécrétion
d’insuline, et en particulier :
- En régulation paracrine : le glucagon via son récepteur spécifique et la somatostatine

via les récepteurs a la somatostatine SSTR1 ou 5 (somatostatin receptor 1 ou 5),

- En régulation endocrine :

0 les adipokines (I'adiponectine activatrice de la sécrétion, la leptine inhibitrice de
la sécrétion, ...) ;
les myokines ;
les hormones sexuelles cestrogénes activatrices de la sécrétion ;
les hormones intestinales telles que les incrétines comprenant le glucagon-like
peptide 1 (GLP-1) et le glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) qui
activent la sécrétion ;

o les hormones du rythme circadien comme la mélatonine modulatrice de la

sécrétion ;

I'hormone de croissance ;

I'adrénaline sécrétée par les surrénales et inhibitrice de la sécrétion ;

certaines hormones hypothalamiques telles que le BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), VIP (vasoactive intestinal peptide), ...) [58].

La sécrétion d'insuline est aussi régulée par des neurotransmetteurs. Le SNS, via la
noradrénaline et les récepteurs a adrénergiques, inhibe la sécrétion d'insuline alors que le
SNP, via I'ACh et le récepteur muscarinique de type M3, I'active. Enfin, nous avons les
cytokines avec les plus connues : I'interleukine 6 (IL-6), le FGF-21 (fibroblast growth factor
21), I'IGF-1 (insulin growth factor 1), ... [58] La fonction de toutes ces molécules sur la
sécrétion d'insuline dépend des seconds messagers produits aprées activation de leurs
récepteurs, comme les récepteurs couplés aux protéines G: 1) de type Gas couplé a
I'adénylate cyclase (AC) qui produit I'’AMPc activateur (par exemple le récepteur GLP-1,
GLP-1r), 2) de type Gaqg couplé phospholipase C (PLC) qui a partir du phosphatidylinositol
produit des DAG et de l'insositol-3-phosphate (IPs), activateur (par exemple les récepteurs
muscariniques de type M3) ou 3) de type Gai/o/inhibition de I'’AC et donc de la production
AMPc (par exemple les récepteurs a adrénergiques). De par son unicité en termes
d’hormone hypo-glycémiante, sa sécrétion ne peut étre se faire que lors de la réception de
certains signaux et est trés finement régulée au niveau de la transcription, de la traduction
et de la sécrétion que ce soit en état de jeline ou en état postprandial.

Au cours d'un repas, la sécrétion d'insuline est caractérisée par deux phases. Chez

I'hnomme (également chez le rat), lorsque le glucose plasmatique atteint 7nM (126mg/kg),
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on observe une premiére phase rapide et intense (1,4nmol/min). Elle dure environ 5-10
minutes. On observe ensuite une deuxiéme phase lente et a débit plus faible (0,4nmol/min)
et elle se prolonge sur plusieurs minutes. Cette double phase est moins présente chez les
souris puisque l'insuline basale, a jeun est plus importante (8-9nmol/L chez la souris versus
4-5nmol/L chez 'homme) [58, 65]. Cette double phase s’explique par le fait qu'il existe deux
formes de granules : les granules immédiatement secrétables trés proches de la membrane
plasmique de la cellule B (1% des granules) et les granules de réserve (99% des granules). Ils
sont corrélés respectivement a la premiére phase et a la seconde phase [65]. La premiere
phase apparait de maniere indépendante a une modification nutritionnelle au niveau du
sang, est purement cognitive, activée par le systeme nerveux central (SNC) et appelée
« phase céphalique » alors que la seconde phase est strictement dépendante des
nutriments.

La sécrétion d'insuline est également dépendante de la quantité et de la qualité de
cellules B. Chez I'homme adulte, le taux de renouvellement des cellules B est relativement
faible. Dans certains cas, ce taux peut étre augmenté (grossesse, dommages mécaniques et
chimiques, ...) montrant une certaine plasticité du tissu. La prolifération et la différenciation
des cellules B dépendent d'une part des nutriments dont le glucose, mais aussi de certaines
hormones (GLP-1, ...) ou certains facteurs de croissance comme les hormones de type IGF

et 'hormone de croissance [66, 67].

b) Ses actions multiples

L'insuline a deux actions globales : hypo-glycémiante et anabolique. Pour réduire la
glycémie, elle favorise la capture périphérique de glucose, la synthese de glycogéne et
inhibe la synthése de novo du glucose. Sa fonction anabolisante se traduit par l'induction de
la synthese de lipide et de protéines, I'inhibition de leurs dégradations, I'induction de la
prolifération, de la croissance et de la différenciation cellulaires et I'inhibition de I'apoptose.
Les voies de signalisation de I'insuline sont complexes et multiples suivant le tissu. Ceci est
notamment d{ a |'expression tissu-spécifique des enzymes impliquées dans sa voie de
signalisation. Elle peut réguler a la fois les activités cellulaires au niveau de la transcription
mais aussi au niveau de l'activation ou de linhibition d'enzymes. Tous les tissus sont
sensibles a l'insuline mais de nombreux organes sont clés pour médier l'influence de
I'insuline sur le métabolisme : le foie, le tissu adipeux, le SNC et le muscle. L'action la plus
globale sur les tissus périphériques est la capture de glucose [68] et la survie cellulaire, les
autres actions seront plus spécifiques a certains tissus.

Le récepteur a linsuline a donc un réle dans le métabolisme mais aussi dans la
croissance. Pour ces raisons, |'invalidation homozygote et globale du récepteur a I'insuline
n'est pas viable [69]. Pour pallier a cela, il a été développé des invalidations du récepteur de
maniere tissu-spécifique permettant de mieux comprendre la fonction de I'insuline sur tous

les tissus.
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(1) Le récepteur et la voie de signalisation

Son récepteur est globalement présent sur tous les tissus mais varie d'un facteur
20000 d'un érythrocyte a un adipocyte ou un hépatocyte, cellules des principaux tissus
cibles de l'insuline et impliqués dans la gestion du glucose. Ce récepteur est hautement
conservé au cours de |"évolution. Il s’agit d’'une glycoprotéine transmembranaire composée
de quatre sous-unités (deux sous-unités o, deux sous-unités p) liées entre elles par des pont-
disulfures. Le récepteur a l'insuline possede, via ses deux sous-unités B, une activité tyrosine
kinase : il peut, a partir d’ATP, s'auto-phosphoryler ou phosphoryler des protéines
cytoplasmiques sur des résidus tyrosine. En absence d'insuline, les sous-unités a, par leur
conformation, exercent une contrainte stérique inhibitrice des sous-unités B. L'insuline, en
se fixant sur le récepteur par les domaines extracellulaires des sous-unités a, induit un
changement de conformation des sous-unités B facilitant leur accés intracellulaire a I'ATP.
Ainsi, elles fixent un ATP qui permet leur phosphorylation activatrice au niveau des
tyrosines. Une fois activé, le récepteur s'auto-phosphoryle sur d’autres résidus tyrosine
favorisant le recrutement de protéines cytoplasmiques comme les IRS (insulin receptor
substrates). La phosphorylation de ces substrats au niveau des tyrosines incluses dans des
motifs peptidiques particuliers accroit leur affinité pour d'autres protéines et favorise le
recrutement de ces derniéres au niveau du récepteur [70].

Les isoformes d'IRS sont multiples. IRS1 est impliqué d’une part dans la croissance et
la différenciation et d’autre part dans le métabolisme glucidique. Le modéle de souris
invalidées pour IRS1 a pour phénotype un retard de croissance et une importante résistance
a l'insuline [71]. IRS2 est impliqué uniquement dans le métabolisme. Sa délétion induit une
importante résistance a l'insuline et donc une forme de DT2 [72]. IRS3 et IRS4 ont des réles
plus modestes puisque leur invalidation n’induit pas de phénotypes marqués.

Un fois phosphorylés, les IRS restent a proximité du récepteur a l'insuline et recrutent
d’'autres protéines dans le but d'étre phosphorylées par le récepteur (Figure 3). Une de ces
enzymes est la phosphoinositide-3-kinase (PI3K) dont |'action permet la synthése de
phosphatidylinositol-3-phosphate (PIP3), phospholipide ancré a la membrane. La PI3K existe
sous différentes isoformes dans tous les tissus. L'identification de l'isoforme impliquée dans
la voie de signalisation de linsuline reste a éclaircir bien que certaines publications
suggérent le réle essentiel de la PI3KC2a pour la translocation de GLUT4 induite par
I'insuline [73]. Par la suite, le PIPs membranaire recrute les kinases dépendantes des
phosphinositides 1 et 2 (PDK1/2, phosphoinositide-dependent kinase 1/2) qui
phosphorylent la sérine-thréonine kinase PKB ou autrement appelé AKT. Cette voie est la
plus étudiée et est appelée voie « PI3K / AKT ». AKT existe sous différentes isoformes :
AKT1, 2 et 3. Suivant I'expression tissu-spécifique de certaines isoformes d'AKT, I'insuline
n'induit pas la méme cascade de signalisation. Des souris invalidées pour AKT1 ne montrent
pas d'altération métabolique liée a I'insuline mais un retard de croissance et un probleme
comportemental alors qu’a l'inverse, l'invalidation d’AKT2 induit une perte de réponse a

I'insuline au niveau du foie mais aussi de facon moindre au niveau du muscle et du tissu
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adipeux [74, 75]. Au cours du diabéte, |'expression ou l'activation des PI3K ou des AKT

peuvent varier suivant le type de tissu.

Une fois phosphorylées, les différentes AKT phosphorylent a leur tour de

nombreuses protéines dont certaines sont impliquées dans la capture du glucose et

I'exocytose de GLUTA4, transporteur au glucose, dont |'exposition a la membrane est

dépendante de linsuline. Elles peuvent également migrer dans le noyau pour moduler

I'activité de facteurs de transcription et donc I'expression de certaines protéines [76]. Par

exemple, AKT2 phosphoryle des petites protéines G impliquées dans le trafic des granules

de sécrétion comme AS160 [77]. AKT2 sert également a (Figure 3) :

L’activation de la synthése de glycogéne par la phosphorylation inhibitrice de la
glycogéne synthase kinase GSK3p [78]. La GSK3p inhibe par phosphorylation la GS et
donc la synthése de glycogéne. L'insuline active la PP1 qui déphosphoryle la GS et la
glycogéne phosphorylase (GP) de maniere respectivement activatrice et inhibitrice
[79-82];

I'inhibition de la néoglucogenése par phosphorylation inhibitrice du facteur de
transcription FOXO1 (Forkhead box 1) et de PGC-1a [83-85]. Pour ces inhibitions, AKT
transloque vers le noyau et phosphoryle les deux facteurs de transcription qui migrent
alors vers le cytoplasme. Ces deux facteurs de transcription permettent |'expression
de la PEPCK, et de la G6P ;

Iinhibition de la lipolyse et de la voie du glucagon : par I'inhibition de la production
de I'AMPc. Ceci inhibe la protéine kinase A (PKA) et le facteur de transcription
CREB [86];

I'activation de la lipogenese par l'activation de la voie kinase mTORC1 qui active
ensuite le facteur de transcription SREBP1c (sterol regulatory element-binding
proteins 1c) dont les génes cibles sont des protéines lipogéniques [87] ;

I'activation de la protéogenese par |'activation de la voie mTORC1 / protéine kinase
p70S6K1 (Ribosomal protein Sé kinase B-1) et facteur de traduction elF4E [88];
Iinhibition de I'apoptose par activation de la voie mTORC1 /Bcl2, cMyc et inhibition
de Bad ;

I'activation de la glycolyse par de nombreuses actions: inhibition du facteur de
transcription FOXO et de I'expression de la pyruvate déshydrogénase kinases (PDK)
qui inhibent par phosphorylation la pyruvate déshydrogénase (PDH) [89] ; activation
des facteurs de transcription HIF-1 (hypoxia-inducible factors 1) et HNF-4 (hepatocyte
nuclear factor 4) et augmentation de l|'expression de la glucokinase (GK) [90];
activation de la PFK2 / fructose-bisphosphatase (FBP2) par phosphorylation [?1] (cette
protéine posséde également une activité phosphatase d’ou le deuxieme nom, PFB2)

La liste ci-dessus énumére les actions d’AKT2 induites par l'insuline. Cette liste n'est

pas exhaustive et concerne les actions les plus décrites (Figure 3). En effet, tres

régulierement de nouvelles voies sont découvertes. La délétion d’AKT2 n’inhibe pas
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complétement I'effet de l'insuline suggérant qu’elle est importante mais pas unique dans
I'induction de ces voies [77].

L'activation des PDK active aussi les protéines kinases C (PKC) atypiques & et C. Il a
été démontré que cette voie pouvait activer la translocation a la membrane de GLUT4. En
effet, la surexpression des PKC améliore la capture du glucose induite par l'insuline [92, 93].
De la méme maniere, la délétion des PKC 8/¢ induit une forte résistance a l'insuline par
diminution de la capture périphérique de glucose [94].

Une autre voie, dit PI3K indépendante, est induite par le récepteur a l'insuline : celle
des MAPK (mitogen-activated protein kinase) plutét régulatrice de I'expression des genes et
impliquée dans la croissance et la différenciation. Les voies PI3K dépendantes et PI3K
indépendantes peuvent interagir entre elles et s'influencer via la protéine mTORC2,
complexe protéique entre mTOR et d'autres protéines (Figure 3).

Figure 3 : Voie de signalisation du récepteur a I'insuline. Les actions notées en rouge sont inhibées et les actions
notées en vert sont activées.

Les récepteurs a l'insuline possédent une trés forte affinité pour l'insuline mais
également une affinité moindre pour les IGF1 et 2 (100 a 1000 fois inférieure pour I'lGF1).
En effet, le récepteur a I'insuline partage 50% d’homologie avec le récepteur a I'lGF1 et de
la méme maniere, I'insuline peut activer dans une moindre mesure le récepteur IGF1. Ceci a
de l'importance surtout dans des cas pathologiques ou l'insuline plasmatique augmente

fortement comme observé au cours du DT2.
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2) Les organes cibles

L'insuline cible tous les tissus exprimant son récepteur soit quasiment tous les tissus
de notre organisme. Cependant, ses cibles privilégiées sont les organes clés du
métabolisme glucidique, qui expriment en trés grande quantité le récepteur avec comme
finalité de diminuer la quantité de glucose dans le sang : au niveau du pancréas, elle inhibe
la sécrétion du glucagon; au niveau du foie, elle contréle la néoglucogeneése, la
glycogénolyse et la glycogénogénése ; au niveau du muscle, elle favorise la capture, la
consommation de glucose et la glycogénogénése ; et enfin au niveau du tissu adipeux, elle
stimule la capture de glucose et sa conversion en lipides.

Son action hypo-glycémiante peut se faire de maniére indirecte via l'inhibition
paracrine de la sécrétion de glucagon hyper-glycémiant. En effet, via la voie PI3K, elle
module l'ouverture des canaux Kare qui contribuent par la suite a |'activation de canaux
GABA (y-aminobutyric acid), inhibiteurs de la sécrétion de glucagon.

A I'exception du foie, du pancréas, du SNC, de I'intestin, du rein et des hématies qui
expriment GLUT2, la fonction commune aux tissus sensibles a I'insuline est la capture de
glucose via le transporteur de glucose GLUT4. En effet, I'insuline favorise la translocation de
GLUT4 a la membrane. Par ce processus, I'insuline diminue le taux de glucose dans le sang.
Une fois absorbé, le glucose est consommé et parfois stocké quand les cellules sont
équipées des bonnes enzymes. GLUT4 est une des 14 isoformes de GLUT dont chacune est
spécifique de tissus et sensible a certains mécanismes de régulation. Elles different
également par leur affinité pour le glucose et leur efficacité. GLUT4 est de forte affinité pour
le glucose et est tres exprimé au niveau des muscles et du tissu adipeux. En période de
jeline, lorsque I'insulinémie est faible, seulement 5% des GLUT4 d'une cellule sont présents
a la surface de cette derniere. Au niveau des muscles, l'insuline favorise I'export du
transporteur a la membrane et augmente de 10 fois 'absorption de glucose. Le muscle joue
un role essentiel sur le métabolisme du glucose. En effet, il est responsable a 75% de la
capture du glucose via le transporteur insulino-régulé GLUT4. Pour ces raisons, on attribue
un réle déterminant aux muscles dans I'hyperglycémie induite par la résistance a I'insuline.
L'exposition a la membrane de GLUT4 au niveau musculaire peut étre régulée par l'insuline
mais également par |'activation de 'AMPK.

D'autre part, l'insuline active via la voie AKT/GSK3 la synthése du glycogene [78]. La
voie AKT/mTORC activée par l'insuline a également une forte activité anabolisante et
hypertrophique sur le muscle en favorisant la prolifération, la synthése protéique, la capture
des acides aminés plasmatiques et |'activation de facteurs de traduction via notamment la
phosphorylation de la protéine p70S6K1 et I'activation de elFAE [88].

Le foie est un organe clé, une plateforme tissulaire essentielle au maintien de la
glycémie. Le foie posséde une irrigation sanguine particuliere. En effet, le sang en
provenance de l'intestin se déverse directement au foie par la veine porte sans passer par le
coeur et la périphérie. Ainsi le foie se trouve au contact des nutriments, dont le glucose, en

grande quantité. De plus, le sang de la veine pancréatique se déverse directement dans la
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veine porte avant de rejoindre la circulation systémique. Ceci implique que le foie est au
contact de 3 fois plus d'insuline que les autres tissus. D'autre part, les capillaires composant
le foie sont de type fenestrés favorisant I'accés des hépatocytes aux nutriments et aux
hormones. L'insuline influence le métabolisme glucidique hépatique. En effet, la délétion
spécifique du récepteur dans le foie mene a une augmentation de la production hépatique
de glucose générant une hyperglycémie importante [95]. Au niveau de I'organe hépatique,
Iinsuline inhibe la néoglucogenése, via l'inhibition de FOXO1 et de PGC1a [83-85] et active
la glycogénogénese via l'inhibition de GSK3p et de la GP [78-82]. La délétion d'AKT1, AKT2
ou FOXO1 dans le foie n'empéche pas 'insuline de diminuer la néoglucogenése suggérant
que l'insuline peut activer d'autres voies [96]. De plus, I'insuline favorise |'expression de la
GK. Ceci permet le maintien du gradient transmembranaire de glucose ce qui optimise la
capture du glucose [90]. Contrairement aux autres tissus, la capture du glucose par le foie
est indépendante de l'insuline. En effet, elle se fait via le transporteur GLUT2 comme au
niveau du pancréas. Les régulations par linsuline de la glycogénolyse et de la
glycogénogénese se font de fagon similaire au niveau du muscle.

Au niveau du tissu adipeux, I'insuline inhibe la lipolyse et active la lipogenése. La
lipogenese dépend des substrats présents dans le plasma: les acides gras libres et le
glucose. L'entrée du glucose au niveau de |'adipocyte se fait principalement par GLUT1
mais aussi par GLUT4 modulé par I'insuline. L'import intracellulaire de glucose via GLUT4
est assez minoritaire en comparaison du muscle (10%). La lipogenese est activée par deux
facteurs de transcription modulés par l'insuline : SREBP1c et ChREBP. L'activation par
I'insuline de SREBP1c se fait par la voie PI3K/mTORC1 facilitant la maturation du facteur de
transcription au niveau du RE et sa translocation dans le noyau [87]. L'activation par
I'insuline de ChREBP est indirecte et dépend en réalité de la capture de glucose induite par
I'insuline puisque I'activation de ChREBP se fait par le glucose. L'action de l'insuline au
niveau du tissu adipeux, hormis sur son métabolisme, est importante que ce soit pour sa
croissance, la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes, son expansion ou la
sécrétion des adipokines.

Nous venons de traiter I'action directe de l'insuline sur les différents tissus, mais
I'insuline peut également les influencer de maniére indirecte notamment par des
communications inter-organes tel que l|'axe cerveau-périphérie. L'insuline posséde une
influence non négligeable au niveau de I'hypothalamus, centre nerveux de la régulation du
métabolisme énergétique, puisque son récepteur y est fortement exprimé [97]. Les
délétions spécifiques du récepteur a l'insuline au niveau de I'hypothalamus ou des groupes
neuronaux spécifiques présents dans I'nypothalamus ont permis de gagner en connaissance
sur la fonction cérébrale de I'insuline. En effet, ces expériences ont montré que les délétions
ne généraient aucun souci de développement cérébral ou de survie neuronale mais les
animaux devenaient plus sensibles au régime gras pour le développement du diabéte et de
I'obésité. Cette sensibilité accrue au régime gras se traduit par une hyperphagie, une

hypertriglycéridémie, une hyper-insulinémie, une augmentation de la masse grasse ou
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encore une résistance a l'insuline. Ceci suggere que l'insuline, par son action cérébrale, a un
impact en périphérie [98]. Il a été montré plus précisément que l'insuline cérébrale régulait
la lipolyse et la lipogenése du tissu adipeux, le métabolisme périphérique du glucose et
également la production hépatique de glucose [99-101]. D'autre part, il a été montré que
I'insuline cérébrale contréle sa propre sécrétion et celle du glucagon [102, 103]. Les voies
intracellulaires suggérées pour ces régulations par l'insuline impliquant |'axe cerveau-
périphérie sont multiples: via |'activation des canaux Karr [104, 105] induisant une
augmentation du Ca®" intracellulaire et la sécrétion de neurotransmetteurs ou encore via
I'activation des MAPK [106].

3. Le glucagon, hormone pancréatique hyperglycémiante

Le glucagon est une hormone dont les effets sur I'organisme et la glycémie
s'opposent a ceux de l'insuline. Elle est plutét catabolique et hyperglycémiante. Elle est
qualifiée d’'hormone du jeline. Son action, que ce soit par ses effets directs ou par sa voie
de signalisation, se rapproche de celle des catécholamines, hormones du stress. Elle est

sécrétée par les cellules a présentes dans les ilots de Langerhans.

a) Sa synthése et sa sécrétion

Le glucagon est synthétisé a partir d'un gene codant un précurseur peptidique le
propréproglucagon (PPG), commun a deux autres hormones intestinales et/ou cérébrales et
impliquées dans la régulation de la glycémie: le GLP-1 et le GLP-2. L'expression de
I'hnormone en sa version finale est dépendante du tissu et de |'expression de certaines
enzymes de clivage, les proconvertases (PC) (PC2 pour le glucagon et PC1/3 pour le GLP-1
et le GLP-2) [107]. La PC2, exprimée au niveau de la cellule a, libére d'autres peptides a
partir du PPG : la glicentine, le « glicentin-related pancreatic peptide », le «intervening
peptide 1 » et le « major proglucagon fragment ». D'ailleurs, les souris invalidée pour la PC2
ont un défaut de maturation du glucagon [108]. Les mécanismes de régulation de sa
transcription et de sa traduction restent aujourd’hui a éclaircir. L'effet inhibiteur de I'insuline,
comme celui de la somatostatine, sur le glucagon se fait dés le niveau transcriptionnel [109,
110]. L'effet du glucose sur l'expression du PPG, comme celui des lipides, est parfois
contredit dans les publications : certaines études montrent que les nutriments semblent
favoriser I'expression du PPG sur des cellules a isolées mais n’induisent rien sur des flots
isolés comprenant alors les cellules a et B. Ces effets différentiels peuvent s’expliquer par
I'effet de I'insuline sur I'expression du glucagon [111, 112]. Des études ont montré que
I’AMPc pouvait réguler la transcription du glucagon puisqu’une séquence sensible a I’AMPc,
la séquence CRE fixant le facteur de transcription CREB, a été trouvée dans la région
promotrice du géne a la fois au niveau pancréatique comme au niveau intestinal [113]. Ainsi,
les stimulateurs de I'expression du PPG seront toutes les molécules pouvant, via leur
récepteur, induire I'augmentation d’AMPc dans le milieu intracellulaire. Comme au niveau

de la cellule B, le facteur de transcription PAX6 stimule |'expression du glucagon [114] et
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également la prolifération des cellules a [115]. Certains auteurs expliquent que les cellules a
sont des cellules B par défaut, devenues des cellulesa par absence des facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation des cellules B tels que PAX4, PDX1, ... En
effet, I'ajout de ces génes sur des cellules o mene a la production d'insuline au détriment
du glucagon et a l'inverse, leur inactivation au niveau de la cellule B méne a la production
de glucagon [116-119]. Grace a I'étude de |'extinction de PAX6 dans les cellules a, il a été
démontré que PAX6 semble également induire 'expression de PC2 [120]. Les mécanismes
impliqués dans la régulation de I'expression et de la maturation protéique du précurseur
PPG restent encore a éclaircir.

Sa sécrétion, comme l'insuline, est essentiellement régulée par le niveau sanguin de
glucose. Comme la cellule B, la cellule a exprime un ensemble important de canaux
ioniques voltage-dépendants permettant le transport de Na*, K* ou Ca?* mais leurs
activations se différencient entre les deux types de cellules. L'activation de ces canaux
dépend du ratio intracellulaire ATP / ADP et de l'activité des canaux Kare. Lorsque le
glucose est en faible concentration dans le sang, les canaux Karr sont ouverts, engendrant
une fuite des ions K* vers l'extérieur et donc une hyperpolarisation. Le potentiel de
membrane trés bas active des canaux Ca®* et Na' dépolarisants, permettant par
dépolarisation puis par augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?*, I'exocytose
des granules de glucagon. La repolarisation se fait par des canaux K*. Lorsque le niveau de
glucose est haut, les canaux Karr se ferment, la membrane se dépolarise et
I'hyperpolarisation activatrice est stoppée inhibant alors la sécrétion de glucagon [46].
L'effet du glucose sur la cellule a reste a éclaircir notamment sur une influence directe du
nutriment ou sur une influence indirecte, via la sécrétion d'insuline. Les résultats divergents
s'expliquent notamment par les différences de mécanismes d’action de I'insuline dans les
modeles animaux utilisés. Le glucose semble avoir un effet direct chez la souris et I'homme
mais pas chez le rat. Mais ces observations peuvent aussi s'expliquer par le fait que
certaines expériences sont réalisées parfois a partir d'ilots et parfois a partir de cellules a
isolées. L'effet paracrine de l'insuline est donc présent ou absent et des phénoménes
compensatoires peuvent se mettre en place. Ainsi, |'insuline semble prédominante dans la
régulation de la sécrétion de glucagon. D'ailleurs, chez les patients diabétiques de type I,
on observe une importante hyper-glucagonémie [121].

Les autres nutriments, comme au niveau de la cellule B, peuvent influencer la
sécrétion du glucagon. L'exposition courte des cellules o aux acides gras libres, suivant le
type d'acides gras (longueur de la chaine carbonée, insaturations) induit une augmentation
de la sécrétion du glucagon via l'augmentation intracellulaire de Ca?** [122, 123].
L'exposition chronique aux acides gras libres augmente la sécrétion de glucagon,
I'accumulation de lipides intracellulaires et inhibe la prolifération cellulaire [124]. L'alanine,
I'arginine et la glutamine stimulent la sécrétion du glucagon a des niveaux physiologiques
mais lorsque leur concentration plasmatique augmente, reflet d'une dégradation importante

des muscles induite par un je(ine prolongé, ces acides aminés exercent alors un effet
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inhibiteur. Quant a elle, l'isoleucine inhibe la sécrétion [125]. Le réle des acides aminés
comme des acides gras sur la sécrétion du glucagon reste a éclaircir.

Il existe d'autres mécanismes régulateurs de la sécrétion du glucagon (autocrine,
paracrine et endocrine). Comme mentionné précédemment, l'insuline permet d’'inhiber la
sécrétion de glucagon. Via l'activation de la PI3K, elle modifie 'activité des canaux Kare qui
restent fermés et favorise la translocation des canaux GABA favorisant I'hyperpolarisation
inhibitrice [126]. De la méme maniére, la somatostatine, via le récepteur SSTR2, inhibe la
sécrétion de glucagon via une hyperpolarisation induite par la sortie cellulaire de K* mais
également l'inhibition de I'adressage des granules de glucagon en granules d’exocytose
[127]. Enfin, le glucagon stimule sa propre sécrétion par une régulation autocrine et une
augmentation du taux intracellulaire d’AMPc [128]. Certaines hormones intestinales sont
aussi capables de réguler la sécrétion de glucagon, comme le GLP-1. En effet, le GLP-1
peut inhiber la sécrétion de I'hormone, in vivo, chez I'homme [129]. Cependant, ceci n’est
pas observé in vitro sur des cellules a isolées de rats ou, au contraire, le GLP-1 semble
stimuler cette sécrétion [128, 130]. Les effets différentiels du GLP-1, in vivo et in vitro,
peuvent s'expliquer par les influences diverses et multiples du GLP-1 sur les autres
hormones pancréatiques et la résultante de toutes les stimulations induites comme la
sécrétion d'insuline. En effet, les souris invalidées pour PDX-1 dans les cellules B, facteur de
transcription stimulé par le GLP-1 et permettant d’augmenter le nombre de cellules B et la
sécrétion d'insuline, ne possédent pas d’action inhibitrice du GLP-1 sur la sécrétion de
glucagon [131]. D’autres messagers extracellulaires co-sécrétés avec l'insuline ou le
glucagon (GABA, I'amyline, le glutamate, I'ATP, ...) peuvent aussi influencer la sécrétion de
glucagon.

Le pancréas, étant fortement innervé, la sécrétion de glucagon comme celle de
Iinsuline est sous le contréle du SNP et du SNS. Tous les deux sont activateurs de la
sécrétion. L'influence du SNP se fait via I'’Ach et les récepteurs muscariniques [132, 133] et
celle du SNS via la noradrénaline [133]. Les deux neurotransmetteurs ménent a terme a
I'augmentation intracellulaire de Ca*". D'autres neurotransmetteurs parasympathiques -
comme la galanine, le neuropeptide Y, ou orthosympathiques comme le « gastrin releasing
peptide » (GRP) stimulent la sécrétion de I'hormone. Ces phénomeénes nerveux régulateurs
peuvent étre dépendants de la détection du glucose au niveau hypothalamique [134] mais
également sous le contréle d’un axe nerveux, |'axe intestin-cerveau-périphérie.

Les mécanismes de régulation du glucagon par la transcription, la modification post-
traductionnelle et la sécrétion sont aujourd’hui partiellement décrits et nécessitent de
gagner en connaissance. En effet, les maladies métaboliques comme le DT2 ou I'obésité
sont aujourd’hui caractérisées par un défaut important de la sécrétion de I'insuline mais

également du glucagon.
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b) La voie de signalisation du récepteur au glucagon et son

action

Son récepteur est couplé aux protéines G de type Gas [135]. Ce type de récepteur
est également celui de son homologue peptidique, le GLP-1. L'activation de ce récepteur
meéne a l'augmentation de I'AMPc, sa fixation a la protéine EPACT (exchange protein
directly activated by cAMP 1) ou au facteur de transcription CREB et a |'activation de la PKA
(Figure 4). L'activation de la PKA peut aussi activer CREB par phosphorylation et induire sa
localisation nucléaire. D'autre part, le récepteur au glucagon, a tres faible dose, peut
activer, via la protéine Gaq, la PLC permettant la production d'IP; et de DAG ce qui meéne a
terme a la libération de Ca** du RE vers le milieu intracellulaire (Figure 4). L'expression du
récepteur au glucagon est sous le contréle positif du glucose et négatif du glucagon et des
hormones induisant une augmentation de I’AMPc intracellulaire telles que le GLP-1, ou les
catécholamines [136].

Le récepteur au glucagon est sensible principalement au glucagon mais aussi aux
GLP1/2 [137]. Le récepteur au glucagon est exprimé principalement au niveau du foie, du
rein, du pancréas, du tissu adipeux mais aussi du coeur, du cerveau ou de l'intestin. Sa
principale action est surtout l'augmentation de la glycémie. En effet, il permet
I'augmentation du glucose en condition hypoglycémique comme au cours du jelne et ainsi
la protection des cellules dépendantes du glucose. La connaissance de la fonction du
glucagon a été acquise principalement en étudiant des animaux invalidés pour le récepteur,
les souris Gegr -/-. Ces souris montrent une hyperplasie des cellules a, une hypoglycémie
sévere a jeun et une meilleure tolérance au glucose notamment par augmentation de la
sécrétion et de la sensibilité a 'insuline, malgré le niveau trés haut de la glucagonémie. Ces
souris sont également résistantes au diabete induit par un régime gras et sucré, ou induit
par un traitement pharmacologique a la streptozotocine [138-140].

L'action hyperglycémiante du glucagon se fait essentiellement sur le foie puisqu'il
est le seul organe a pouvoir produire et libérer du glucose pour la périphérie [46]. La
glucagonémie augmente en conditions hypoglycémiques. Au niveau du foie, il stimule alors
la glycogénolyse, la néoglucogenése et inhibe la glycogénogénése et la glycolyse. Le
récepteur au niveau du foie est trés sensible au glucagon et de moindre maniére aux
GLP1/2. Au niveau de |'hépatocyte, le glucagon contribue en période de jeline a
I'augmentation de I'’AMPc, par activation de I'AC dans le milieu intracellulaire de
I'hnépatocyte. L'’AMPc active la protéine kinase PKA puis par phosphorylation, la PKA active
la GP [141], la G6P [142] et la FBP/PFK [143] et inhibe la GS [144] et la PK [145] (Figure 4).
Ces modulations participent a l'induction de la glycogénolyse, la néoglucogenése et la
libération du glucose puis a l'inhibition de la glycogénolyse et la glycolyse. Le glucagon
active également la néoglucogeneése au niveau transcriptionnel. En effet, le glucagon active,
par phosphorylation (PKA) le facteur de transcription CREB et stabilise par
déphosphorylation son cofacteur CRCT2, deux molécules contrélant I'expression d’enzymes
clés de la régulation de la néoglucogenese : FOXO1 et PGC1a [84, 85, 146-148] (Figure
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4).. La combinaison des différents facteurs de transcription contribue ensuite a la stimulation
de l'expression de la PEPCK et la G6P. Le glucagon peut également favoriser un flux
calcique en provenance du RE vers le cytoplasme. Ce flux active la calmoduline kinase II,
CamKll ayant pour but de favoriser la translocation de FOXO1 vers le noyau, mais aussi
d'améliorer la stabilité de FOXO1 en favorisant sa desacétylation [149]. D'autre part, le
glucagon active la capture d'acides aminés, substrats de la néoglucogenése. En effet, les
patients souffrant d'hyperglucagonémie montrent une baisse plasmatique de certains
acides aminés, substrat de la néoglucogenése, comme lalanine, la glycine et la proline
[150]. De la méme maniére, au niveau des hépatocytes, le glucagon stimule la f—oxydation
des acides gras libres ce qui permet I'augmentation de la production d’'énergie nécessaire a
la néoglucogenese. Cette B-oxydation accrue induit la production de corps cétoniques
[151] tels que l'acétoacétate, le B-hydroxybutyrate et l'acétone. D’ailleurs, au cours du
diabéte, on observe une augmentation de la sécrétion de glucagon qui a terme est
responsable d'une surproduction des corps cétoniques chez ces patients [152]. Chez les
souris Gegr -/-, aprés un jelne prolongé, on observe une augmentation des acides gras
libres plasmatiques due a une baisse de la B-oxydation induite par le glucagon a jeun
comme a |"état nourri [153]. Au niveau du foie comme du tissu adipeux, le glucagon, via
I’AMPc, inhibe la lipogeneése par inhibition de ChREBP [154, 155]. L'effet inhibiteur du
glucagon produit en période de jeline et donc en condition de faible glycémie s'additionne
a la faible activation de ChREBP par le glucose. L'inhibition de ChREBP se traduit par la
perte de I'expression la PK et donc une baisse de la glycolyse (Figure 4).

Au niveau du tissu adipeux, le glucagon joue un réle déterminant sur la stimulation
de la lipolyse. En effet, via la voie PKA, il active la lipase hormono-sensible (LHS)
convertissant les triglycérides en acides gras libres et en glycérol [153, 156] (Figure 4). Les
acides gras libres, libérés dans le sang, peuvent étre alors utilisés par le foie pour produire
de I'énergie nécessaire a la néoglucogenese grace a la B—oxydation et pour libérer des
corps cétoniques utilisables par le muscle et le cerveau, le glycérol servant de substrat a la
néoglucogeneése [153, 157].

Le glucagon posséde également des effets sur d’autres tissus pour augmenter la
glycémie. Chez les souris Gegr -/-, on observe une augmentation de la concentration
plasmatique du GLP-1 insulinotrope suggérant que le glucagon diminue la sécrétion de
GLP-1 [140]. De plus, ces souris génétiquement modifiées montrent une diminution de la
vidange gastrique et une baisse de la prise alimentaire ce qui signifie que le glucagon
stimule la prise alimentaire et accélére la vidange gastrique contribuant ainsi a augmenter la
glycémie [138]. Ces effets sont peut-étre médiés par la diminution du GLP-1 ou peut-étre
par le glucagon lui-méme. La régulation de la sécrétion du GLP-1 par le glucagon serait
indépendante de la voie PKA ou de la voie PLC/IP; [158]. Comme pour d'autres processus
discutés précédemment, I'effet du GLP-1 sur la sécrétion du glucagon pourrait passer par

I'insuline inhibitrice.
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Figure 4 : Voie de signalisation du récepteur au glucagon. Les actions notées en rouge sont inhibées et les

actions notées en vert sont activées.

C. Le Foie — production et stockage de glucose

1. Introduction

Chez les vertébrés, le foie constitue un des organes internes les plus massifs.
Morphologiquement, il est constitué de nombreux lobes — dont le nombre differe selon le
type d'animal. Il possede de nombreuses fonctions comme la synthese, le stockage et
I"épuration. Il peut étre comparé a une véritable industrie chimique dans la ville que
constitue le corps humain. Son approvisionnement sanguin est double : en provenance du
coeur, via l'artéere hépatique, et en provenance de lintestin, via la veine porte entéro-
hépatique. Ainsi, il recoit tous les nutriments apportés par l'intestin lors de la digestion mais
également les hormones pancréatiques qui se déversent dans la veine porte.

Il a fallu beaucoup de temps pour attribuer des fonctions précises a cet organe. Dans
I'antiquité romaine, il était reconnu qu'il réalisait de grandes choses et qu'il était un organe
essentiel mais la conclusion s'arrétait la. En effet, Claude Galien, adepte de la vivisection, et
ses contemporains attribuaient au foie une fonction nutritive et de digestion secondaire : il
synthétisait le sang a partir d'aliments préalablement digérés et extraits par I'estomac et
I'intestin. Le foie contribuait ainsi a élaborer, par une seconde digestion, le sang parfait qui
était véhiculé au reste de I'organisme par les contractions du coeur. Ce dogme dura environ

13 siécles. Il fut ébranlé au 16°™ et 17°™ siécles lorsque la circulation lymphatique fut
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découverte. En effet, on observa et décrit les vaisseaux chyliféres, vaisseaux chargés
d'aliments digérés qui ne traversaient par le foie. Au cours du 19°™ siécle, Claude Bernard
et ses contemporains viennent éclaircir ces théories en définissant les vraies fonctions du
foie. Claude Bernard établit pour la premiere fois la fonction glucogénique du foie soit a
partir de glycogene qu'il polymérise a partir de glucose soit a partir d’autres substrats tels
que les acides aminés et le glycérol. Pour démontrer cela, il nourrit un chien avec
uniquement de la viande pendant plusieurs jours. 7h apres la derniere prise alimentaire, il
euthanasia le chien et récupéra son foie. Il ringa |'organe prélevé a grande eau pour éliminer
tout le sang. Il stocka ensuite le foie a température ambiante pendant 24h dans un bocal
contenant de I'eau. Il montra ensuite que cette eau était riche en glucose. Il démontra ainsi
que le foie pouvait produire du glucose. Ses contemporains établissent la fonction
lipogénique de I'organe bien qu'elle fat indirectement connue depuis I'époque romaine. En
effet, nous savions alors que gaver une oie avec du mais et donc de I'amidon permettait de

générer un foie gras. Enfin, on attribua a cette époque la fonction détoxifiante du foie [159].

2. L’entrée et la sortie du glucose

A I'état nourri, I'entrée du glucose dans les hépatocytes dépend du récepteur
GLUT2, de faible affinité pour le glucose et de forte capacité et de I'activité de la GK. Au
niveau du foie, la GK permet: 1) la production de glucose-6-phosphate, précurseur de la
voie de la glycogénogénese, de la glycolyse ou méme de la lipogenése et 2) le maintien du
gradient de glucose de part et d’autre de la membrane plasmique. Le glucose-6-phosphate
est aussi un précurseur de la voie des pentoses phosphates permettant la production de
NADPH, cofacteur nécessaire a la biosynthése de lipides. En période de jeline, le glucose
peut étre libéré de nouveau par GLUT2. Pour cela, le glucose-6-phosphate, libéré par
glycogénolyse ou produit par la néoglucogenese, peut étre déphosphorylé par la G6P,
enzyme uniquement exprimée dans le foie, le rein ou lintestin, rendant ces organes
néoglucogéniques. Une maladie génétique, autosomale et récessive, rare se traduit par une
délétion de la G6P. Les personnes touchées présentent une hépatomégalie par
accumulation de glycogeéne et de triglycérides dans le foie, une faible résistance au jeline,
un retard de croissance. Des I'dage de 3-4 mois, on observe des hypoglycémies sévéres
révélant I'importance de I'enzyme pour la résistance au jetne [160].

Comme vu précédemment, I'expression de la G6P est finement régulée notamment
par I'insuline (Figure 3) et le glucagon (Figure 4) via les facteurs de transcription FOXO1 et
PGC1a. De maniere globale, la néoglucogenése sera induite par tous les récepteurs
stimulant la production intracellulaire d’AMPc comme le glucagon ou les catécholamines
[161]. La régulation de la G6P peut étre plus rapide par des mécanismes de phosphorylation
et des modifications allostériques, notamment sous l'induction du glucagon et de l'activité
PKA [142] (Figure 4).

L'expression de la GK est dépendante du glucose et de certains dérivés, le

mécanisme impliqué étant 'augmentation de la stabilité de I'’ARN de la protéine [162, 163].
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L'expression de la GK est également régulée par l'insuline via les facteurs de transcription
HIF1 et HNF4 (Figure 3). Comme la GéP, la régulation de la GK peut se faire plus
rapidement. Elle peut se fixer a un partenaire protéique, la protéine régulatrice de la GK
(GKRP, glucokinase regulatory peptide) et étre séquestrée dans le noyau ce qui la rend
inactive. Ce phénomeéne est induit par de grandes concentrations de fructose-6-phosphate,
reflétant I'activité de néoglucogenese. Aprés un repas, lorsque le glucose augmente dans le
sang, la protéine GKRP libere la GK [164]. Cette régulation est particulierement altérée au
cours du DT2 [165, 166]. La GK est inhibée de fagon allostérique par le produit qu’elle
génere, le glucose-6-phosphate.

La régulation de ces enzymes se fait a plusieurs niveaux (transcriptionnel,
modifications allostériques) et par de nombreux facteurs hormonaux, nutritionnels ou

nerveux. Cette liste n’est donc pas exhaustive et concerne les voies les plus décrites.

3. Gestion de la réserve hépatique en glucose, le glycogéne : la

glycogénese et la glycogénolyse

En période postprandiale, le glucose absorbé par l'intestin, rejoint la veine porte.
Celle-ci irrigue directement le foie qui se trouve alors au contact d'une trés grande quantité
de glucose. Le glucose entre dans I'hépatocyte par le transporteur GLUT2. Il est alors
transformé en glucose-6-phosphate puis polymérisé en glycogéne par la GS. Le glucose-6-
phosphate inhibe la GP, enzyme clé de la glycogénolyse. La glycogénolyse est un processus
qui apparait sur une période de jeline de courte durée (entre deux repas, au cours d'un
exercice) ou en période de stress.

La GS et la GP sont deux enzymes régulées par des modifications post-
traductionnelles, notamment par phosphorylation et déphosphorylation. Ces modifications
protéiques sont des processus sous le contréle de nombreux facteurs: I'insuline et le
glucagon (Figure 3 et 4), les catécholamines produites par les surrénales en période de
stress et les efférences autonomes en période de stress ou de jeline, les facteurs FGF15/19
produits par l'intestin en période de jelne. La glycogénogénese via la GS est sous le
contréle de I'insuline qui inhibe la GSK3p inactivant de la GS et active la PP1 activatrice de
GS (Figure 3). De la méme maniere, la PKA activée par le glucagon ou ’AMPK activée par
une baisse énergétique inhibe par phosphorylation de la GS et donc la synthése de
glycogéne (Figure 4). D'autre part, la glycogénolyse via la GP est inhibée par l'insuline et
I'activité phosphorylase de PP1 et activée par le glucagon via la phosphorylation activatrice
par la PKA de la glycogéne phosphorylase kinase puis de la glycogéne phosphorylase
(Figure 3 et 4).

4. En période de jeline prolongé : la néoglucogenése

Ce processus concerne plutét les jelines prolongés, lorsque tout le stock hépatique
en glycogene est utilisé. Les substrats utilisés pour cette synthése de novo sont nombreux :

le pyruvate, le lactate, le glycérol et les acides aminés. lls sont obtenus a partir de |'activité
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catabolique des hépatocytes ou obtenus pa l'activité catabolique des muscles (pyruvate,
lactate), du tissu adipeux (glycérol) et a moindre mesure des autres tissus (par exemple : les
hématies produisent du lactate). Ils sont ensuite transportés jusqu’au foie par le sang. Le
lactate, le pyruvate ou les acides aminés — convertis en intermédiaires du cycle de Krebs —
sont modifiés en oxalo-acétate dans la mitochondrie puis exportés dans le cytoplasme par
la pyruvate carboxylase (PC). L'oxalo-acétate est alors transformé en phospho-énol-pyruvate
par I'enzyme clé de la néoglucogenese, la PEPCK. Une délétion totale de cette enzyme
n'est pas viable apres la naissance [167]. Chez la souris, une délétion spécifique dans les
hépatocytes n'impacte pas la production de glucose a partir du glycérol. Cependant, les
souris développent une stéatose hépatique en période de jeline due a I'accumulation des
produits du cycle de Krebs [168]. Ceci révele que la voie de production de glucose a partir
du glycérol ne nécessite pas la PEPCK. Le phospho-énol-pyruvate est ensuite converti en
fructose-1,6-bisphosphate, puis ce dernier est déphosphorylé en fructose-6-phosphate par
la FBP/PFK2. Le fructose-6-phosphate est transformé en glucose-6-phosphate. Le glycérol,
quant a lui, entre dans I'hépatocyte par I'aquaporine 9 et est phosphorylé par la glycérol
kinase en glycérol-3-phosphate puis par différentes étapes enzymatiques en
glycéraldéhyde-3-phosphate et enfin en fructose-1,6-bisphosphate, intermédiaire de la
néoglucogenése.

En période de jelne, les muscles consomment pour leur besoin en énergie leur
propre glycogéne via la glycogénolyse et produisent alors du pyruvate par glycolyse. Le
pyruvate peut alors soit étre catabolisé par le cycle de Krebs, soit dégradé en lactate
(particulierement en situation d'anaérobie comme au cours d'un exercice physique intense).
D’autre part, le tissu adipeux libére du glycérol et des acides gras par la lipolyse. Le lactate,
le glycérol et les acides gras rejoignent ensuite la circulation sanguine. Au niveau du foie, le
glycérol et le lactate servent comme substrats et les acides gras de source d'énergie, via la
production d'ATP par la B-oxydation, pour la néoglucogenése. Le foie produit alors du
glucose et des corps cétoniques qui servent au métabolisme énergétique des muscles, des
neurones ou méme des hématies lorsque le glucose fait défaut. L'échange lactate/glucose
entre les muscles et le foie est appelé cycle de Cori. De la méme maniére, au cours d'un
jeline prolongé, le muscle peut fournir des acides aminés au foie en échange de glucose
notamment par le cycle alanine / glucose.

La régulation du processus néoglucogénique se fait a plusieurs niveaux : I'expression
des enzymes limitantes (entre autres la PEPCK, la G6P, la PC ou encore la FBP/PFK2) ou
leurs modifications post-traductionnelles (acétylation, phosphorylation ou ubiquitination).
Ces phénomeénes sont sous la dépendance de la disponibilité des substrats, des régulations
hormonales (insuline et glucagon) et des produits que les enzymes générent qui inhibent ou
activent leur activité ou celle d'autres enzymes. Par exemple, le glucose induit 'acétylation
de la PEPCK puis son ubiquitination favorisant ainsi sa dégradation. Les expressions des
enzymes PEPCK et G6P sont sous le contréle de I'insuline et du glucagon via les facteurs de

transcription CREB, FOXO1 et PGC1a (Figure 3 et 4). Lorsque I'on perturbe I'expression de
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CREB ou que I'on surexprime un de ses inhibiteurs dans le foie, on observe une baisse de
I'expression des deux enzymes menant a une baisse de la production de glucose au cours
du jelne [147]. La délétion de FOXO1 diminue la néoglucogenése via |'absence de
transcription de la G6P et de la PEPCK tandis que son activation constitutive induit une
augmentation de la glycémie a jeun associée a une augmentation de I'expression des deux
enzymes néoglucogéniques [84, 148]. L'activation constitutive de PGCla dans des
hépatocytes en culture augmente I'expression de la G6P et de la PEPCK [85]. De plus, le
glucagon en phosphorylant la FBP/PFK active son activité phosphatase afin d'inhiber la
glycolyse et d’activer la néoglucogenése [143]. Le glucagon stimule également la
néoglucogenése, de maniére indirecte, en favorisant la B-oxydation des acides gras et la
lipolyse du tissu adipeux [153, 156]. Un autre facteur de transcription semble important pour
le bon fonctionnement de la néoglucogenése, le C/EBPaf qui favorise ['expression
d’enzymes impliquées dans le cycle de Krebs optimisant ainsi le fonctionnement du cycle
[169]. D'autre part, 'AMPK, senseur énergétique intracellulaire, régule également cette
fonction néoglucogénique en inhibant un co-activateur de CREB [37].

Enfin, l'activité de ces enzymes est régulée par les variations de concentrations
intracellulaires de certaines molécules. La PFK-1 est activée par le fructose-1,6-bisphosphate
(oroduite par la PFK-2/FBP) et par I'AMP, reflétant une faible quantité d'énergie
intracellulaire et inhibée par I'’ATP et par le citrate, reflétant un bon fonctionnement du cycle
de Krebs et donc un bon niveau d’énergie intracellulaire. La PC est activée par 'acétyl-coA,
produit de dégradation des acides gras libres au cours du jelne. Le cycle circadien
influence également la néoglucogenése a travers les clock genes Cry1/Cry2 qui
contrecarrent la voie de signalisation du glucagon ou des glucocorticoides stimulateurs de
la néoglucogenese. Il existe d'autres influences de I'expression de la PEPCK, la G6P ou
méme de la PFK2 via les facteurs de transcription et leur stabilité. Les hormones de
croissance stimulent la néoglucogenese via le facteur de transcription STATS5 (signal
transducer and activator of transcription 5) et |I'enzyme de désacétylation des histones,
HDAC (histone deacetylase). Les cytokines produites par les cellules de Kupfer et les
cellules NK (natural killer), via la production d'IL6 ou d’IL13 et le facteur de transcription
STATS, inhibent la néoglucogenése. Cependant, l'inflammation chronique a des effets
promoteurs de la néoglucogenése en altérant la voie de signalisation a l'insuline et en
promouvant la voie de signalisation du glucagon. Les hormones intestinales, comme FGF15
et FGF19 inhibent CREB et donc la néoglucogenése ou a linverse la 5-HT (5-
hydroxytryptamine ou sérotonine), via son récepteur 5HT:b qui active la néoglucogenese
[170].

5. La production d’énergie par les hépatocytes : la glycolyse en période

postprandiale et la lipolyse en période de jeline

A l'inverse d'autres tissus, le foie a la capacité de changer son métabolisme suivant

les substrats et les hormones qui |'entourent. L'importance de la glycolyse est qu'elle
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produit a partir du glucose de nombreux substrats et de I’ATP, molécules nécessaires a la
synthese de novo de lipides ou d'acides aminés. Lorsque nous sommes a jeun, le tissu
adipeux produit de nombreux acides gras libres par lipolyse et ainsi le foie change son
métabolisme cellulaire et favorise la B-oxydation, notamment sous l'induction du glucagon
[153]. Au cours du jeline, la B-oxydation promeut également la production de corps
cétoniques nécessaires aux organes dépendants du glucose et en particulier le cerveau.

La glycolyse hépatique est sous I'influence du niveau d’expression et de I'activation
de 4 kinases : la GK, les PFK/FBP 1 et 2, la PK et la PDK. Les niveaux d'expression de ces
protéines et les niveaux de protéines activées sont bas lorsque nous sommes a jeun et sont
élevés lorsque nous avons mangé. lls sont sous le contréle de la voie de signalisation de
I'insuline ou du glucagon (Figure 3 et 4), d'autres facteurs de transcription tel que LRH-1
(liver receptor homolog-1) qui stimule I'expression de la GK, des nutriments comme le
glucose qui active ChREBP et stimule donc I'expression de la PK, ou méme encore de
maniere allostérique par des molécules présentes dans la cellule : la PFK-1 est inhibée
lorsque les niveaux d'ATP, de citrate sont haut et activée lorsque les niveaux de fructose-
1,6-bisphosphate et d’AMP sont bas.

6. Anabolisme et catabolisme hépatique de lipides sous I'influence du

sucre

Le foie est une plateforme complexe a la fois de stockage mais aussi de synthése de
novo. Il synthétise des protéines, des lipides sécrétés sous forme de lipoprotéines type
VLDL, ou des glucides. Lorsque l'apport en sucre est trés important et que les stocks en
glycogene sont remplis, le foie produit alors des acides gras a partir du glucose. En période
postprandiale, a partir de ces acides gras libres produits de novo a partir du sucre ou
capturés a partir des chylomicrons provenant de lintestin, il génére, au niveau
intracellulaire, des triglycérides ou du cholestérol estérifié qui composent le coeur
hydrophobe des lipoprotéines de type VLDL. A jeun ou pendant un exercice, le foie
consomme les acides gras libres issus de la lipolyse du tissu adipeux pour produire de
I"énergie nécessaire a la néoglucogenése et des corps cétoniques nécessaires au
métabolisme des tissus périphériques. Ainsi, la fonction hépatique oscille entre la
lipogenese et la B-oxydation suivant I'état nutritionnel de |'organisme.

Pour la synthése de lipides le foie possede tous les éléments nécessaires : des
transporteurs a acides gras - FATP (fatty acid transport protein), CD36 (cluster of
differentiation 36), FABP (fatty-acid-binding protein) -, des enzymes de synthese - ACC
(acetyl-CoA carboxylase), FAS (fatty acid synthase), SCD (stearoyl-CoA desaturase), Elov
(elongation of very long-chain fatty acids) -, des protéines de transport (apolipoprotéine B,
...), des coactivateurs des lipoprotéines lipases (apolipoprotéine A1, ...).

Comme pour la gestion hépatique du glucose, les processus de lipogenése sont
régulés au niveau transcriptionnel et post-traductionnel par les nutriments, les hormones, la

disponibilité des substrats lipogéniques, l'activité des facteurs de transcription (SREBP,
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ChREBP, ...), les modifications post-traductionnelles (phosphorylations /déphosphorylations
et acétylations/déacétylations), les activateurs ou les inhibiteurs allostériques. La voie
transcriptionnelle la plus évidente est la voie ChREBP activée par le glucose qui induit, en
plus de l'expression de la PK, |'expression de nombreux génes lipogéniques (ACC, FAS)
[155, 171]. Ces facteurs de transcription sont sous le contréle de nombreuses hormones.
L'insuline, sécrétée en réponse au glucose, favorise la lipogenése en état postprandial via
I'activation de |'expression et de l'activité de SREBP-1c [87]. L'insuline inhibe également la
lipolyse par l'inhibition de la production de I'AMPc et de la PKA [86] (Figure 3). Le
glucagon, quant a lui, favorise la B-oxydation et la lipolyse du tissu adipeux au cours du
jelne [153, 156] et inhibe la lipogenese par inhibition de ChREBP [154, 155] (Figure 4).

D.  Les muscles et le tissu adipeux — organes de stockage du glucose,

fournisseurs de substrats néoglucogéniques et glandes endocrines régulant le

métabolisme glucidique

Le muscle est un organe massif au sein de notre organisme et représente environ
50% de la masse corporelle. Sa fonction est déterminante pour les mouvements et la
recherche de nourriture (comme mentionné au cours du Chapitre 1). Pour sa fonction, le
muscle a besoin de nutriments pour produire de |'énergie en grande quantité et assurer
I'exercice physique. Ces nutriments sont principalement le glucose et les acides gras. Le
muscle est composé de différents types de fibres: les fibres de type | (faible capacité
glycolytique et forte capacité oxydative, beaucoup de mitochondries, donc principalement
d'activité aérobique), les fibres de type llb (forte capacité glycolytique et faible capacité
oxydative, peu de mitochondries, donc principalement d’activité anaérobique) et les fibres
de type lla (intermédiaires aux deux précédentes). Les fibres Ilb consomment du glucose et
les fibres | consomment plutét des lipides. 3-6% de la source énergétique proviennent des
acides aminés notamment de type branchés (leucine, isoleucine et valine).

Comme le foie, le muscle est capable de stocker le glucose sous forme de
glycogéne et de par sa représentativité au sein de |'organisme, il est le plus grand organe
de stockage du glycogéne. La gestion du glucose par le muscle est équivalente au foie :
glycogénolyse, glycogénogenese ; capture du glucose et glycolyse. Contrairement a ce
dernier, il n'exprime par I'enzyme G6P ce qui I'empéche de fournir du glucose a la
périphérie. De maniére continue, le muscle capture du glucose et consomme le glucose par
glycolyse et catabolisme oxydatif (suivant le type de fibre). En période postprandiale, il
recharge ses stocks en glycogene tandis qu’en période de jeline ou d’exercice, il utilise le
glycogene et le glucose produit par le foie comme source énergétique et distribue au foie
des substrats néoglucogéniques. En absence de catabolisme oxydatif (faible activité
mitochondriale, ou absence d’approvisionnement en O au cours d’'une activité physique
intense), le pyruvate donne du lactate qui peut étre redistribué au foie comme substrat
néoglucogénique (cycle de Cori). Lorsque |'activité mitochondriale est conséquente alors le

pyruvate intégre la voie oxydative et permet de produire une grande quantité d’énergie.
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Sans compter l'importance de l'apport en oxygéne et de l'activité mitochondriale, la
production de lactate par le muscle est tributaire de |'utilisation et de la métabolisation du
pyruvate par le cycle de Krebs. Ceci est dépendant de la PDH transformant le pyruvate en
oxaloacétate, dont l'inhibition dépend de la phosphorylation par les PDK, enzymes régulées
entre autres par l'insuline. Les souris PDK4KO présentent une importante hypoglycémie a
jeun [172]. En effet, en absence de PDK, le pyruvate rentre dans le cycle de Krebs et ne
peut produire du lactate et donc le foie ne dispose plus de la molécule pour produire du
glucose.

Comme au niveau du foie, ces processus sont régulés au niveau transcriptionnel et
post-traductionnel par les nutriments, les hormones (insuline et glucagon), l'activité des
facteurs de transcription, les modifications post-traductionnelles, les activateurs ou les
inhibiteurs allostériques. Un des régulateurs du métabolisme glucidique du muscle est
I'exercice. Il a été démontré que l'exercice augmentait la capture de glucose au niveau
musculaire et que ceci se traduisait par une augmentation de la translocation de GLUT4 a la
membrane [173, 174]. Cette augmentation de la translocation de GLUT4 induite par une
contraction peut s'expliquer par une augmentation de la quantité de Ca** libéré par le RE
[175]. Cette augmentation de Ca® pourrait s'expliquer par une augmentation de |'activité
AMPK [176]. Des expériences d’activation de 'AMPK utilisant I’AICAR ont montré que cela
suffisait @ augmenter la présence de GLUT4 a la membrane des muscles [177]. Des
rongeurs invalidés pour ’AMPK (sous unité B régulatrice) dans le muscle sont caractérisés
par une baisse de la translocation de GLUT4 a la membrane [178]. Au cours de I|'exercice,
chez 'homme, I'AMPK est activée par phosphorylation [179]. Le lien entre |'exercice et
I'activation de I'AMPK peut s’expliquer par la consommation importante d’ATP mais
d'autres mécanismes moléculaires restent a envisager.

Lors d'un exercice, la consommation de glycogéne peut étre régulée par l'activité
plus ou moins importante de GP et GS. L'AMP et le Ca®", reflétant I'activité musculaire,
augmentent l'activité de la GP et donc la disponibilité du glucose. Il a été également
prouvé que le glycogéne stimulait l'activité de la GP [180] et ainsi I'accumulation de
glycogéne au niveau basal est déterminante. Au cours de I'exercice, I'activité sympathique
augmente. Le récepteur B2 adrénergique couplé a I'AC et a la PKA stimule alors |'activité de
la GP par phosphorylation [181]. D'autre part, l'activité de la GS est réduite au cours de
I'exercice mais les mécanismes de régulation restent a éclaircir bien que sa localisation dans
le myocyte soit démontrée comme importante [182, 183].

Le tissu adipeux est capable de capturer le glucose sanguin via GLUT4, transporteur
au glucose régulé par l'insuline. Le glucose permet de produire I'énergie nécessaire a
I'activité basale de 'adipocyte mais sert également a son activité anabolique : la lipogenese
de novo. Ceci est permis par |'activation du facteur de transcription ChREBP [184, 185] qui
permet I'expression d’enzymes impliquées dans la synthése de lipides comme décrit au
niveau du foie [155]. Ainsi, le glucose, particulierement lorsqu'il est en exces, peut

contribuer a I'augmentation de la masse grasse et I'expansion du tissu adipeux. Cependant,
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au cours de maladies métaboliques, I'expression de ChREBP dans le tissu adipeux est
diminuée. En effet, le tissu adipeux résistant a l'insuline capture de maniere plus faible le
glucose menant a terme a une moindre activation et expression du facteur de transcription
[185]. Ainsi, il est envisagé que ChREBP serait plutot protecteur au niveau du tissu adipeux
en tamponnant |'excés de sucre et en favorisant son stockage sous forme de lipides. Au
niveau du foie, GLUT2 permet I'entrée constitutive de glucose dans les cellules. Ainsi, au
cours des maladies métaboliques, sous I'influence de I'hyperglycémie, ChREBP est activé de
maniére continue. Dans le foie, il serait alors plutot délétére et ménerait a une accumulation
de lipides : la stéatose hépatique. Le tissu adipeux est également une glande endocrine. |l
est capable de sécréter une hormone insulino-sensibilisatrice, I'adiponectine [186], et une
hormone inhibant la prise alimentaire, la leptine [187] contribuant a terme a la régulation de

la glycémie.

E. Le systéme nerveux central et autonome — réqulation nerveuse de la

glycémie

Le contréle du métabolisme énergétique par le SNC se fait de plusieurs manieres :
soit par l'intégration de messages nerveux émanant de la périphérie via le SNA, ou de
messages nerveux sensoriels (par exemple, la voie trigéminale), soit par une détection
directe des nutriments ou des hormones présents dans le sang. Pour I'activation du SNC, le
SNA agit en synergie avec le systéme neuro-endocrinien. Une fois le message réceptionné
et intégré au niveau central, il est retransmis en périphérie soit de maniere nerveuse par le
SNA, soit de maniere endocrinienne par les sécrétions neuro-hormonales du cerveau telles
que I"ACTH (adrénocorticotrophic hormone).

Le SNA comprend le systeme nerveux entérique (SNE), le SNS et le SNP. Le SNA
régule toutes les fonctions basales des organes contenus dans les cavités thoraciques,
abdominales et pelviennes et de la peau. Les nerfs du SNS et du SNP sont mixtes c’est-a-
dire qu'ils contiennent a la fois des axones sensitifs et des axones moteurs : le nerf vague
parasympathique contient un axone moteur pour 3 axones sensitifs alors que les nerfs
sympathiques sont composés d'un axone moteur pour un axone sensitif. Le SNP est
composé principalement du nerf vague (innervant toute la sphére thoracique et abdominale
sauf la vessie, les organes génitaux et le célon), puis secondairement des nerfs faciaux et du
nerf sacré (innervant la vessie, les organes génitaux et le colon). Ainsi, le nerf vague, de par
les organes qu'il innerve, semble étre le nerf clé du SNP dans la régulation du métabolisme
énergétique. Le SNS est composé de nombreux nerfs émanant de la chaine ganglionnaire
proche de la colonne vertébrale, mais les innervations splanchniques sont celles innervant
de fagon importante la sphéere digestive.

Le signaux parasympathiques vagaux sont réceptionnés dans un premier temps au
niveau des ganglions nodaux du nerf vague puis au niveau du tronc cérébral, la ou se situe
le complexe vagal dorsal comprenant le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau moteur

dorsal du nerf vague (DMNXx, dorsal motor nucleus of the vagus nerve), alors que les signaux
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sympathiques émanant de la sphére digestive sont réceptionnés au niveau des ganglions
périphériques coeliaques et mésentériques puis au niveau de la moelle épiniére lombaire et
enfin au niveau du tronc cérébral notamment au niveau de la medulla rostral ventrolateral
(MRVL) [188]. Dans un second temps, l'ensemble de ces signaux sympathiques et
parasympathiques est transmis a I'hypothalamus.

L'hypothalamus est « la » zone centrale impliquée dans la régulation du métabolisme
énergétique (Figure 5). Il interagit de maniére importante avec les autres aires cérébrales
dont I'hypophyse, le tronc cérébral assurant la réception de signaux périphériques, le noyau
suprachiasmatique (SCN, suprachiasmatic nucleus) impliqué dans le rythme circadien, le
thalamus et différentes zones du cortex. L'hypothalamus s’organise en différents groupes de
neurones appelés noyaux. Dans la régulation du métabolisme énergétique, on distingue le
noyau hypothalamique ventromédian (VMH, ventromedian hypothalamus), le noyau
paraventriculaire (PVH, paraventricular hypothalamus), le noyau arqué (ARC, arcuate
nucleus), l'aire hypothalamique latérale (LHA, lateral hypothalamic area), le noyau
hypothalamique dorsomédian (DMH, dorsomedial hypothalamic nucleus) et [aire
hypothalamique dorsale (DHA, dorsal hypothalamic area) [189]. Une fois intégrés, les
messages hypothalamiques sont transmis a la périphérie via le DMNx pour les signaux
vagaux et via la moelle épiniére pour les signaux sympathiques (Figure 5).

La régulation centrale du métabolisme glucidique a été imaginée pour la premiére
fois par Claude Bernard en 1849. A |'aide d'une aiguille, il stimule le plancher du 4°m
ventricule contenu dans le tronc cérébral (non loin du NTS et du DMVXx) et observe une
augmentation trés importante de la glycémie en périphérie. Il appelle ce phénomeéne le
« diabéte piqure ». Il démontre ensuite que cette augmentation n’est pas liée au nerf vague
puisqu’une fois coupé, le phénoméne a toujours lieu. En réalité, le phénomene est aboli
lorsqu’il coupe les branches splanchniques du SNS. Bien des années plus tard, il est
démontré que c’est par l'intermédiaire de |'adrénaline que le phénoméne a lieu.

Le SNA joue un role essentiel et majoritaire dans la détection des variations de la
glycémie. Cette action se fait en détectant de maniére directe le glucose ou indirecte via les
hormones libérées en réponse aux variations de glycémie (insuline, glucagon, GLP, ...).
Cette détection se fait en périphérie au niveau de différentes parties de l'intestin gréle, de
la veine porte, du pancréas, du tissu adipeux, ... en période de jeline ou en période
postprandiale. Les messages sont ensuite percus au niveau central ou ils contribuent
majoritairement a réguler la prise alimentaire et la dépense énergétique. Mais ils sont aussi
intégrés puis retransmis en périphérie dans le but de stabiliser la glycémie a un niveau
physiologique d’environ 1g/L en contrélant les sécrétions hormonales ou les fonctions
métaboliques des organes périphériques. Le SNP agit en synergie avec les hormones
sécrétées par ces différents organes (tissu adipeux, intestin, pancréas ...) et peuvent
stimuler eux aussi le SNC ou les organes périphériques. Ces axes nerveux sont appelés
« axe périphérie-cerveau-périphérie » et contribuent a la régulation du métabolisme

glucidique de nombreux organes : le pancréas, le foie, I'intestin, le systéme vasculaire, ... Le
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foie et le pancréas possédent des innervations splanchniques et vagales tandis que le tissu
adipeux est innervé principalement par des ramifications sympathiques. L'innervation
parasympathique du tissu adipeux blanc reste controversée [190].

L'hypothalamus est aussi activé de maniére nutritionnelle directement, via les
nutriments ou indirectement, via les hormones présentes dans le sang (ghréline, leptine,
insuline, glucagon ...) [191]. Ceci est notamment permis grace a la perméabilité sélective de
la barriere hémato-encéphalique (BHE). En effet, le cerveau est isolé, de fagon fine et
protectrice, du sang périphérique par une structure de capillaires trés imperméables. La
région hypothalamique correspondant a I'’éminence médiane présente, quant a elle, une
structure capillaire de type fenestré comme présente au niveau du foie. Ces capillaires sont
composés de cellules endothéliales autour desquelles se sont développés des
prolongements astrogliaux dont les corps cellulaires sont localisés a proximité de neurones
sensibles aux nutriments. Bien que ces complexes cellulaires fins jouant un réle essentiel
dans la détection des nutriments soient clairement décrits au niveau de [|"éminence
médiane, les mécanismes impliqués dans la détection des nutriments restent a éclaircir pour

les noyaux hypothalamiques plus profonds [192].

1. Détection du glucose par le SNA au niveau de l'intestin et de la veine

porte entéro-hépatique

En période postprandiale, le glucose absorbé au niveau duodénal induit de
nombreux signaux intestin-cerveau via la sécrétion des hormones intestinales qu'il stimule
ou par sa propre présence (Figure 5). Ces signaux pergus au niveau de l'intestin permettent
de réguler, en périphérie, la consommation de glucose dans le but de maintenir la glycémie
a des taux normaux de 1g/L. D'autre part, le glucose absorbé apres un repas se concentre
au niveau de la veine porte entéro-hépatique. De nombreux travaux ont démontré que
Iinfusion de glucose au niveau de cette veine contrélait via une stimulation
parasympathique ou sympathique, la prise alimentaire, la consommation musculaire et
hépatique de glucose et les sécrétions pancréatiques [193-196]. Il a été démontré que
GLUT2 exprimé au niveau de cette veine était essentiel pour ces mécanismes [197, 198].
D'autre part, la veine porte est riche en récepteurs d’hormones intestinales telles que le
récepteur au GLP-1, le GLP-1r. Cette détection hormonale joue un réle non négligeable
dans la régulation du métabolisme du glucose et sera traitée dans un chapitre suivant [199,
200]. Enfin, apres avoir mis en évidence |'existence de la néoglucogenése intestinale au
cours du jeline par |'expression de la G6P au niveau des entérocytes, I'équipe de Gilles
Mithieux a montré I'importance de la détection de ce glucose produit de novo par l'intestin,

au niveau portal, par le SNS et pour la régulation du métabolisme en périphérie [201].
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2. Les innervations autonomes motrices des tissus métaboliques

a) Le foie

Le foie est innervé a la fois par les ramifications nerveuses émanant du SNS et du
SNP (Figure 5). La régulation sympathique effectrice se fait par la noradrénaline via les
récepteurs o et P adrénergiques mais aussi par la galanine et le NPY et la régulation
parasympathique via les récepteurs cholinergiques de type muscarinique [202]. Cependant,
la régulation parasympathique semble faiblement impliquée dans le contréle du
métabolisme glucidique du foie [203]. De nombreux sites hypothalamiques sont impliqués
dans I'envoie de signaux régulateurs de la fonction hépatique comme le LHA par le nerf
vague ou le VMH par les innervations sympathiques. Le PVH, quant a lui, intégre des
signaux émanant de I’ARC, du VMH et du SCN et envoie le message effecteur via le SNS et
le SNP. L'activation électrique ou hormonale du LHA induit la synthese de glycogene et
diminue l'activité de l'enzyme néoglucogénique PEPCK. D’une autre fagon, l'activation
électrique du VMH augmente l'activité de la PEPCK néoglucogénique et diminue celle de la
PK glycolytique [204]. La stimulation sympathique via les récepteurs o adrénergiques induit
la phosphorylation de la GP se traduisant par une glycogénolyse accrue et une
surproduction de glucose par le foie. Ceci méne rapidement a une hyperglycémie et une
baisse des stocks de glycogene [205, 206]. Enfin, le SNP peut avoir des effets indirects sur le
métabolisme glucidique du foie, en contrélant la contraction des vaisseaux et le flux sanguin

modulant ainsi leur accessibilité aux nutriments et aux hormones.

b) Le pancréas

Comme le foie, le pancréas est innervé par le SNS et le SNP (Figure 5). A I'aide de
I'utilisation de traceur viral rétrograde, il a pu étre mis en évidence que le SNC pouvait
contréler la fonction pancréatique via différents noyaux et neurones hypothalamiques
(DMH, LHA, DHA) et du tronc cérébral (AP, NTS, DMNXx pour le nerf vague et la MRVL pour
le nerf sympathique) [207]. Le SNP régule les cellules a et B alors que le SNS régule les
cellules a. Le SNP stimule la sécrétion d'insuline via les récepteurs muscariniques M3/M5
couplés a la protéine Gas alors que le SNS inhibe cette sécrétion via les récepteurs a
adrénergiques couplés a la protéine Gai [208-210]. Ainsi, le contréle autonome de la
sécrétion d'insuline se fait par modulation de la production d’AMPc et de I'activité de la
PKA. Outre I'’Ach, de nombreux autres neurotransmetteurs parasympathiques peuvent
stimuler la sécrétion d'insuline tels que le PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating
peptide) ou le VIP — aussi sécrétés par les neurones intestinaux et les flots pancréatiques
[209]. La stimulation vagale est responsable de la phase trés précoce dite céphalique de la
sécrétion d'insuline [211]. En plus de réguler la sécrétion, le SNP semble aussi important
pour la prolifération des cellules B [212].

Pour la sécrétion de glucagon, il a été montré que lorsque la glycémie chute de

facon modérée, I'hypoglycémie est détectée au niveau cérébral et engendre une
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augmentation de |'activité vagale jusqu’au pancréas stimulant entre autre la sécrétion de
glucagon [209, 213, 214]. En conditions d'hypoglycémie plus sévere, la sécrétion de
glucagon est également induite mais cette fois-ci sous I'impulsion de I'activité du SNS via
les récepteurs adrénergiques a et B couplés a Gas [213, 215].

Comme au niveau du foie, le SNP peut avoir des effets indirects sur la fonction
sécrétrice des flots en contrélant la contraction des vaisseaux et le flux sanguin modulant
ainsi leur accessibilité aux nutriments et aux hormones, mais également en influengant la

sécrétion des autres hormones pancréatiques comme la somatostatine.

c) Le tissu adipeux

L'injection d'un traceur viral rétrograde dans le tissu adipeux blanc a permis
d'identifier les zones cérébrales en lien avec ce tissu. Elles concernent les zones du tronc
cérébral activées par le SNS et certains noyaux de I'hypothalamus (ARC, DMH, LHA et VMH)
[216] (Figure 5). Le SNS, via la noradrénaline et les récepteurs a et B adrénergiques, régule
la lipolyse, l'adipogenése et donc le nombre d'adipocytes et aussi la production
d'adipokines [217]. Chez le rongeur, le récepteur B adrénergique active la voie AMPc/PKA
pour stimuler la lipolyse tandis que le récepteur a inhibe la PKA et donc la lipolyse. Ces
mécanismes peuvent étre différents entre I'animal et 'homme suivant les récepteurs

exprimés et les voies de signalisation impliquées.

3. L’activation directe des neurones centraux des noyaux

hypothalamiques par les hormones et les nutriments.

a) Les noyaux hypothalamiques impliqués

Le noyau ARC est le noyau le plus étudié et est activé par les hormones et les
nutriments. Il est particulierement riche en neurones de type AgRP (agouti related peptide)
et de type POMC (pro-opio-melanocortine) trés impliqués dans la régulation du
métabolisme énergétique et la prise alimentaire. Les neurones du noyau ARC interagissent
avec les autres zones hypothalamiques comme le PVH, le VMH, le DMH et le LHA bien que
ces zones soient aussi stimulables par les hormones et les nutriments. Le transfert des
messages provenant du noyau ARC vers la périphérie, notamment sous |'induction de
I'insuline ou des acides gras, se fait par le nerf vague puisque la vagotomie de la branche
hépatique inhibe les effets observés [105, 218]. Les messages issus du VMH, quant a eux,
semblent étre retransmis via les nerfs sympathiques et la sécrétion de noradrénaline [219,
220].

Le bon fonctionnement du VMH semble essentiel pour la régulation du métabolisme
énergétique en périphérie. Une altération physique du VMH induit un hyperinsulinisme. Cet
effet est médié par le nerf vague puisqu'il est abolit apres une vagotomie [221]. Au niveau
du VMN, il existe aussi un groupe de neurones trés important pour la régulation du

métabolisme énergétique, les neurones SF1 [222]. Ces mémes neurones lorsqu'ils sont
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invalidés pour ’AMPK, induisent une hypoglycémie importante au cours du jeline résultante
d’une altération de I'action du glucagon sur I'expression de la PEPCK et de la G6Pase [41],
tandis que I'inhibition des récepteurs GABA favorise |'action du glucagon et de I'adrénaline,
hormones hyperglycémiantes [223]. Le PVH également jouent également un role
fondamental sur la régulation du métabolisme glucidique. Ce noyau percoit des
informations en provenance du VMH, de I'ARC et du NSC mais également des innervations
autonomes. Ce noyau, par son activitt AMPK, peut réguler la prise alimentaire sous
Iinduction d’hormones (leptine, ...) ou de neurotransmetteurs (mélanocortine, ...) [224]. Le
SCN est impliqué dans la régulation circadienne de la production de glucose via des circuits
nerveux dépendant du glutamate et de GABA. Son action est médiée a la fois par le SNS et
le SNP [225].

b) Les hormones périphériques peuvent activer les neurones

hypothalamiques

Certains neurones hypothalamiques posseédent les récepteurs a l'insuline. Cette idée
a émergé des travaux d'Obici et ses collegues qui ont montré que les noyaux ARC et VMH
possédaient le récepteur a l'insuline et qu'ils étaient nécessaires pour la diminution de la
production hépatique de glucose [103, 226, 227]. Cet effet semble médié par le récepteur a
I'insuline exprimé au niveau des neurones AgRP. En effet, la diminution de |'expression du
récepteur a l'insuline au niveau de ces neurones modifie le métabolisme glucidique en
altérant la production hépatique et la capture musculaire de glucose [228]. De la méme
maniere, l'insuline peut agir au niveau du VMH et inhiber la sécrétion de glucagon [103].
L'invalidation du récepteur a l'insuline au niveau du VMH génere une importante intolérance
au glucose par altération de la fonction endocrine du pancréas sans augmentation de poids
[227].

La leptine, sécrétée majoritairement par le tissu adipeux, connue pour son action
anorexigéne au niveau hypothalamique, en activant les neurones POMC, améliore la
production hépatique de glucose de maniére insulino-dépendante [229, 230] ou en activant
les neurones AgRP, réduit la sécrétion de glucagon [231]. La leptine injectée au niveau
hypothalamique est également capable d’améliorer le métabolisme glucidique des muscles
par les voies AKT, AMPK et PGC1a [232]. Enfin, sous l'induction de la leptine, le VMH
stimule la capture musculaire de glucose indépendamment de l'action de l'insuline et cet
effet implique les récepteurs B adrénergiques et donc le SNS [232, 233].

De la méme maniére, le GLP-1, le GLP-2 ou le glucagon agissent sur leur récepteur
exprimé par les neurones hypothalamiques pour contréler la sensibilité & l'insuline
périphérique, la production hépatique de glucose, la prise alimentaire [234, 235], la capture
musculaire de glucose ou encore |'apport cérébral en sucre par le sang [236]. Une délétion
du récepteur au GLP-2 au niveau des neurones POMC induit une importante résistance a
Iinsuline au niveau hépatique [237]. Au laboratoire, notamment par les travaux de Claude

Knauf, il a été montré que le GLP-1 injecté au niveau cérébral augmentait la sécrétion
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d'insuline et induisait une résistance musculaire a l'insuline en faveur d'un stockage
hépatique de glycogene [238]. Enfin, le groupe de Tony Lam a montré que le glucagon
hypothalamique inhibait la production hépatique de glucose [239]. Cependant, le glucagon
et les GLP1/2 sont également exprimés et sécrétés au niveau du tronc cérébral et de
I'nypothalamus. Dans ces différents mécanismes, il est difficile de conclure si ces actions
sont médiées par la part cérébrale ou la part périphérique de ces hormones, notamment
lors des expériences d'injections intracérébroventriculaires (ICV) [240]. En effet, le glucagon
et le GLP 1/2 sont des peptides capables de traverser la BHE.

Cette liste d’hormones est non exhaustive et de nombreuses autres hormones
peuvent influencer le contréle central du métabolisme : les hormones thyroidiennes, les

glucocorticoides, ...

c) Détection directe du glucose par le systeme nerveux central

Les neurones hypothalamiques, en plus de répondre aux hormones périphériques et
aux stimulations autonomes, sont également sensibles aux nutriments. Il existe des
neurones sensibles au glucose, jouant le réle de senseurs centraux au glucose. Dans ce cas,
le glucose n'a pas seulement le réle de fournisseur d'énergie mais de molécules de
signalisation. Dans les années 90, des études ont montré qu’'injecter du glucose dans
I'artere carotide, artere irriguant le SNC, induit la production d’insuline via |'activation de
I’ARC et du nerf vague [241, 242].

Les neurones sensibles au glucose se trouvent trés concentrés au niveau de I'’ARC. La
stimulation de ces neurones est comparable aux mécanismes moléculaires identifiés au
niveau de la cellules B : entrée du glucose par GLUT2, phosphorylation du nutriment par la
GK, production d’ATP, fermeture des canaux Kare, dépolarisation membranaire, ouverture
des canaux Ca** voltage-dépendant puis exocytose. Comme au niveau de la cellule B, en
possédant GLUT2 de faible affinité et de forte capacité et la GK, le catabolisme du glucose
n‘est pas inhibé et limité dans ces neurones (Figure 5). Le transporteur GLUT2 exprimé au
niveau cérébral est essentiel pour la détection du glucose et la régulation périphérique. En
effet, invalider GLUT2 au niveau hypothalamique et notamment au niveau de I'’ARC bloque
la sécrétion d'insuline en réponse a une hyperglycémie cérébrale [243].

Les neurones sensibilisés au glucose mais également aux acides gras libres peuvent
réguler la production hépatique de glucose [105, 218, 244]. Les neurones AgRP et POMC
de I'’ARC semblent jouer un réle primordial dans la détection des nutriments et la régulation
périphérique de leur utilisation [245, 246]. La détection du glucose au niveau du VMH
régule la sécrétion de glucagon en conditions d’hypoglycémie [247].

Dans les années 90, notamment par Corinne Leloup et Luc Pénicaud puis ensuite
Bernard Thorens, il a été montré que GLUT2 était principalement exprimé au niveau des
astrocytes plutét que dans les neurones hypothalamiques [248]. La réexpression de GLUT2
spécifiquement au niveau des astrocytes dans des souris invalidées pour GLUT2 permet de

restaurer la détection cérébrale du glucose sanguin et le contréle de la sécrétion de
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glucagon en conditions hypoglycémiques [249]. Une autre étude réalisée par le méme
groupe a montré que GLUT2 exprimé au niveau astrocytaire permettait le contréle de la
prise alimentaire [250]. Comme les neurones hypothalamiques, les astrocytes sont sensibles
aux hormones émanant de la périphérie et peuvent jouer leur réle dans la régulation du
métabolisme énergétique [251]. Comment les cellules gliales peuvent-elles jouer un réle sur
le métabolisme énergétique ? Les cellules gliales, dont les astrocytes, sont les fournisseurs
d'énergie des neurones en effectuant un échange de métabolites comparable au cycle de
Cori entre le muscle et le foie. Les astrocytes produisent du lactate a partir du glucose et de
la glycolyse et ce lactate est catabolisé par le cycle de Krebs dans les neurones. Pour cela,
les cellules gliales possédent des PDH de faible activité, des transporteurs aux
monocarboxylates de type 1 et 4 (MCT1 et 4, monocarboxylate transporter 1 et 4) et des
lactate déshydrogénases. Pour permettre |'entrée de lactate, les neurones expriment plutot
le transporteur MCT2 de forte affinité. Les neurones préferent cataboliser le lactate plutot
que le glucose. Il a été montré que restaurer GLUT1 au niveau des cellules gliales
hypothalamiques, chez des souris diabétiques, normalisait la production hépatique de
glucose [252]. Ainsi, le bon fonctionnement par les cellules gliales est nécessaire pour le
contréle du métabolisme glucidique. Les astrocytes peuvent jouer un réle de senseur au
glucose et transmettre leur message aux neurones afin de les activer. En effet, le lactate
produit par les cellules gliales augmente le flux calcique au niveau des neurones via une
augmentation de I'ATP et I'activation du canal Karr [253]. Le lactate peut également étre
considéré comme une molécule de signalisation (Figure 5) car son injection dans le 3°™
ventricule (ARC) et dans |'artere carotidienne controle la production hépatique de glucose
et la sécrétion d'insuline via l'activation du nerf vague [218]. Il a été montré également
gu’en conditions hyperglycémiques chroniques et pathologiques telles que le diabéte, les
MCT étaient surexprimés au niveau cérébral pouvant alors expliquer les dérégulations en
périphérie [254, 255].
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Figure 5 Le contrdle du métabolisme glucidique par le systtme nerveux central. Les fléches
représentées en bleu correspondent aux innervations du SNP (nerfs vague), représentées en

aux innervations du SNS et représentées en vert aux hormones. La détection du glucose au
niveau de lintestin et de la circulation sanguine, notamment la veine porte, est réalisée
directement par le glucose ou indirectement via les hormones intestinales ou encore du tissu
adipeux. L'intégration cérébrale des changements de glycémie se fait au niveau de I'hypothalamus
ou I'ARC, le VMH, le PVH et le DMH jouent un réle important. La détection du glucose au niveau
neuronal s'effectue directement par I'entrée du glucose dans le cytoplasme du corps neuronal ou
indirectement via I'entrée de lactate produit par les cellules gliales (astrocytes).

Le tronc cérébral, comprenant le DMNXx, le NTS et I'’AP est aussi trés important dans
la régulation périphérique du métabolisme glucidique. En effet, il possede comme
I'nypothalamus des neurones sensibles au glucose qui peuvent transmettre I'information en
périphérie par le nerf vague. Le DMNx semble critique dans la régulation de les fonctions
sécrétrices du pancréas car la stimulation chimique et électrique du complexe induit la
stimulation des sécrétions endocrines et exocrines du tissu [256]. En réalité, ce complexe
vagal est activé par des messages émanant de la périphérie soit par activation indirecte via
les afférences vagale, soit par activation directe endocrine comme c’est le cas pour le GLP-1
[257].
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F. Le tube digestif et le rein — épithéliums impliqués dans |'absorption et

la production de glucose

1. L'intestin : 'absorption de glucose exogéne en période postprandiale

et la production de glucose en période de jelne

Le tube digestif est la porte d’entrée des nutriments venant de I'extérieur. Il est donc
la source unique de sucre exogéne. Parmi les sucres simples, on distingue le glucose mais
également le galactose et le fructose. Lorsque I'on ingére les aliments, les sucres peuvent
étre organisés en molécules plus ou moins complexes telles que le lactose, le saccharose,
I'amidon, la cellulose ou le glycogéne. De notre bouche jusque dans notre intestin, nous
sommes capables de digérer notamment I'amidon et le glycogéne mais pas la cellulose,
grace aux amylases sécrétées dans la salive et par le pancréas. Les petits fragments
glucidiques restant sont ensuite catabolisés en monomere par les enzymes présentes au
niveau de la surface apicale des entérocytes : lactase, maltase ou encore sucrase. Une fois
les monomeéres individualisés (D-glucose, D-galactose, et D-fructose), ils pénetrent dans
I'entérocyte par des transporteurs aujourd’hui trés bien identifiés.

Dans les années 1960, apres avoir démontré que le glucose était plus concentré
dans le lumen de l'intestin que dans le reste du tissu et de I'organisme [258], il a été mis en
évidence |'existence d'un co-transporteur de glucose/Na*: le transport du glucose a
I'intérieur de I'entérocyte est facilité par le gradient Na* de part et d'autre de la membrane.
Ce co-transport est réalisé par la protéine SGLT1 (sodium glucose-linked transporter 1)
présente au niveau des microvillosités apicales de I'entérocyte. Au cours de ces études, il a
été aussi démontré que la pompe Na*/K* basolatérale était critique pour maintenir le
gradient de Na* entre les milieux intracellulaires et extracellulaires et nécessitait de I'énergie
— hydrolyse d’ATP — pour assurer ce transport actif [259, 260]. Lorsque |'expression de la
pompe Na*/K*basolatérale est dérégulée, cela engendre des maladies comme le diabete
[261]. Le transport du glucose par SGLT1 a été remis d'ailleurs au goGt du jour récemment
[262] expliquant le role des sels biliaires dans la potentialisation, en tant que sel, de
I'absorption du glucose. Une fois dans I'entérocyte, le glucose sort au niveau basal par les
transporteurs GLUT2, cloné plus tardivement dans les années 90. En paralléle, a été mis en
évidence le transport du fructose : il est assuré par GLUT5 au niveau apical et par GLUT2 au
niveau basal.

SGLT1, permettant le transport du glucose mais aussi du galactose, est
essentiellement retrouvé au niveau du pdle apical des entérocytes matures, en haut des
villosités et en quantité beaucoup plus faible au niveau du rein et du cceur. Cependant, il a
été démontré que ce transporteur était exprimé au niveau de |'endothélium de la BHE et
jouerait un réle sur le transport du glucose a travers cette barriere [263]. Pour transporter du
glucose, il nécessite 2 ions Na*, qui en se fixant sur la protéine induit son changement de
conformation et la fixation du glucose. Cette fixation induit un changement de conformation

permettant la libération de glucose dans la cellule, suivi de la libération de Na™.
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L'expression de SGLT1 est régulée par le sucre et peut étre augmentée lorsque le régime
est enrichi en sucre [264]. Ces effets passent par les récepteurs au goit T1R ou récepteur a
la gustudicine [265]. L'expression de SGLT1 semble également régulée par d'autres
facteurs comme le glucagon, les GLP1/2, l'insuline ou l'adrénaline, notamment via
I'augmentation d’AMPc [266-269]. Dans les maladies telles que les diabétes, on observe
une augmentation de I'expression de SGLT1 au niveau du duodénum de deux a trois fois
[270]. Son activité est régulée par phosphorylation : la PKA augmente de 30% son activation
et la PKC la diminue de 60%. La régulation de son activité se fait essentiellement par
exocytose et endocytose. Il a été démontré qu'une protéine RS1 intracellulaire pouvait
réguler la dynamique d’endocytose et exocytose du transporteur. D'ailleurs, les souris KO
pour cette protéine développent une obésité, une hyperphagie et une augmentation du
transport intestinal de glucose [271]. La malabsorption du glucose est une maladie rare
autosomale récessive qui se traduit par des diarrhées violentes en période néonatale. Elles
sont limitées si le glucose est retiré du régime. En réalité, ce défaut d’absorption est dii a
une mauvaise exposition de SGLT1 a la membrane apicale et a une tres forte concentration
de glucose dans la lumiere intestinale sur tout le long du tractus digestif [272]. Lorsque |'on
réalise un test de tolérance oral au glucose chez ces patients, cela se traduit par une trés
faible augmentation de la glycémie. Ces patients peuvent vivre en absence de glucose mais
nécessitent un enrichissement en fructose qui lui est bien absorbé [273]. Comme SGLT1,
GLUTS se trouve exprimé au niveau de la membrane apicale des entérocytes matures. |l
assure le transport de fructose. GLUTS5 est exprimé dans le rein et le cerveau, dans le tissu
adipeux ou le muscle squelettique. L'expression de GLUT5 décroit le long du tractus
digestif : la concentration de la protéine est trés concentrée au niveau du duodénum et
GLUTS est quasi-absent dans l'iléon. L'ARNm de GLUT5 et l'absorption du fructose
augmentent sous régime enrichi en fructose suggérant un lien essentiel entre le sucre et le
transporteur [264]. D’ailleurs, il a été montré que I'augmentation d’AMPc dans le milieu
intracellulaire pouvait augmenter la transcription et la traduction de GLUTS par, entre
autres, l'augmentation de l'activité du promoteur de GLUT5 (séquence CRE) et la stabilité
de I'ARNm (PKA dépendante) [274, 275]. L'augmentation de I'AMPc stimule également
I'activité du transporteur [276]. Les processus inflammatoires, que |'on peut observer dans
les maladies inflammatoires intestinales ou méme au cours des maladies métaboliques,
diminuent |'expression de GLUTS, via le TNFa, l'oxyde nitrique (NO) ou encore les
prostaglandines. Le glucose et le fructose sont transportés au pdle basal par GLUT2 qui est
un transporteur de faible affinité mais de forte capacité. La présence luminale de glucose
augmente 'expression de GLUT2 et son activité [264].

Le modele de transport intestinal du glucose « SGLT1/GLUT2 » est le plus connu et
le plus décrit. Cependant, des études ont montré qu'il pouvait exister d'autres types de
transport du glucose. En effet, au cours d'expériences réalisées sur des vésicules
composées de fragments de la membrane du péle apical de I'entérocyte et en faisant varier

la concentration de glucose jusqu’a 100mM, on observe une linéarité du transport du
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glucose. Pourtant, les protéines SGLT1 sont saturables a 50mmol/L. Ainsi, deux types de
transports pourraient exister : de haute affinité de faible capacité (SGLT1) et de forte
capacité de faible affinité [277, 278]. Il a été observé il y a quelques années, que chez des
souris diabétiques, GLUT2 pouvait étre exprimé au niveau de la bordure en brosse. On a
donc associé ce phénomeéne a la pathologie. Cependant, quelques temps aprés, il a été
démontré que SGLT1 pouvait favoriser la translocation de GLUT2 a la membrane apicale
par I'intermédiaire des protéines PKC et MAPK [279]. La théorie qui a émergé de ces études
est que lorsque le glucose est en concentration faible dans le lumen alors GLUT2 est
faiblement exprimé au niveau apical et SGLT1 assure le transport du glucose. Lorsque |'on
mange, alors la concentration des enzymes dégradant les polyoses et la protéine SGLT1 se
trouvent surexprimées a la membrane mais sont rapidement saturées. L'entrée de glucose
dans I'entérocyte s'accompagne d’'une augmentation de la concentration calcique dans la
cellule. Ceci active la PKCB qui favorise alors la translocation de GLUT2 a la membrane
[279]. L'activation de la PKCB peut également se faire par une voie dépendante de la PI3K
et de mTORC suggérant un possible réle de I'insuline et méme des acides aminés dans
cette régulation [280]. Ainsi, les premiéres expériences sur les vésicules citées ci-dessus,
décrivant un transport de haute affinité / faible capacité, pourraient concerner le transport
SGLT1/GLUT2, tandis que le transport de faible affinité / haute capacité pourrait concerner
le transport GLUT2/GLUT2. GLUT2 présent au niveau de la membrane apicale contribue
également a l'absorption du fructose. Le GLP-2, produit au niveau de l'intestin, infusé dans
le lumen ou dans les vaisseaux intestinaux, favorise |'absorption du fructose via
I'augmentation de GLUT2 au niveau apical [281]. L'’AMPK, senseur énergétique de
I'organisme, est aussi capable de réguler la translocation de GLUT2 a la membrane [282]. La
voie PI3K / AKT semble tout aussi importante dans la régulation du transport a la membrane
apicale de GLUT2 et GLUT5 comme il I'est pour GLUT4 [283]. Un autre type de transport a
été suggéré dans les années 1990. Au cours d’'une perfusion en glucose dans différents
segments d'intestin, il a été observé la dilatation importante des jonctions serrées et une
augmentation de la perméabilité intestinale. Le flux traversant ces dilatations emporte avec
lui le glucose, on parle de transport transépithélial ou paracellulaire. Ce phénomeéne est
médié par 'activité de SGLT1 [284].

Le glucose, en plus d'étre absorbé sert de molécule de signalisation et induit la
sécrétion d’hormones intestinales et I'activation du SNA présent dans |'intestin mais ceci est
traité dans le chapitre suivant.

Depuis quelques années, le groupe de Gilles Mithieux a étudié un roéle
néoglucogénique de l'intestin. En effet, il a été découvert que la G6P était aussi exprimée
au niveau des cellules épithéliales intestinales chez le rongeur, sous régime normal, au
niveau du duodénum et du jéjunum et chez 'hnomme au niveau du duodénum, jéjunum et
iléon. Chez des rats diabétiques, cette expression est augmentée de 6 a 8 fois et I'activité
de 300 fois. D'ailleurs, il est estimé que 1/3 du glucose sanguin chez ces rats est issu de la

néoglucogenése intestinale. Le je(ine stimule également I'expression et |'activité de la G6P
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[285]. L'intestin est responsable de 5-10% de la néoglucogenése post-absorptive, soit un
jeGne de courte durée, et 20-25% aprés 48h de jeline [286, 287]. La création de souris
invalidées pour la G6P dans l'intestin a permis d'acquérir plus de connaissances sur cette
action intestinale. Dans un premier temps, les souris invalidées pour la G6P au niveau du
foie ont montré une glycémie nourrie normale et une résistance au je(ine [288]. Suite a un
jeGne de courte durée, elle possede une légére hypoglycémie car la glycogénolyse est
absente mais se stabilise sur un jeline plus prolongé. Ceci peut s'expliquer par un réle non
négligeable du rein et aussi de l'intestin sur la stabilité de la glycémie au cours d'un jeline
prolongé. Les souris doublement invalidées pour la G6P au niveau du foie et de l'intestin
résistent beaucoup moins bien au jeline suggérant un réle important de l'intestin pour la
production de glucose via la néoglucogenése [289]. Les substrats préférentiels pour la
néoglucogenése intestinale sont différents de ceux du foie : il s'agit de la glutamine et du
glycérol [290]. Les cellules épithéliales intestinales peuvent stocker du glycogene mais en
faibles quantités. D’ailleurs, ce stock intestinal est accru chez des animaux diabétiques.
Ainsi, l'état diabétique et le jeline semblent induire de maniére importante la
néoglucogenése intestinale notamment via l'induction de |'expression de la G6P. Mais ceci
passe aussi par la modulation de I'expression de la PEPCK et de la PK. En effet, au niveau
des cellules épithéliales intestinales, I'expression de la PEPCK était augmentée alors que
celle de la PK était diminuée et ceci, au cours du jeline et du diabéte. D'autre part, la
renutrition et l'injection d’insuline semblent normaliser la fonction néoglucogénique
intestinale. D'autre part, sur ses derniers travaux, le groupe de Gilles Mithieux a montré que
ce glucose intestinal, produit par néoglucogenése pouvait, en plus de servir de source
énergétique au reste de |'organisme, étre une molécule de régulation essentielle dans le

métabolisme périphérique [201, 291].

2. Le rein : recapture du glucose sanguin et néoglucogenése

L'implication du rein dans le métabolisme glucidique a été démontrée dans les
années 1930 en réalisant des clamps euglycémiques sur deux groupes de lapins : des lapins
hépatectomisés ou hépatectomisés et néphrectomisés. Dans le dernier groupe, le glucose
injecté pour maintenir une glycémie normale est beaucoup plus élevé que pour le premier
groupe suggérant un role essentiel du rein dans le maintien de la glycémie [292]. En réalité,
le role du rein dans le métabolisme glucidique se fait de plusieurs maniéres : il produit du
glucose par néoglucogenése, consomme du glucose pour produire sa propre énergie et
recapture le glucose filtré a partir du plasma au niveau du glomérule rénal. Par jour, il libére
180g de glucose par réabsorption, 15-55g de glucose par néoglucogenése et enfin
métabolise 25-35g de glucose [292]. Ainsi, son influence la plus importante sur le
métabolisme glucidique reste la réabsorption du glucose présent dans le filtrat rénal. La
modification de cette action rénale peut donc avoir de graves conséquences sur la
glycémie. Au niveau rénal, on associe plutét la consommation de glucose a la partie la plus

profonde du néphron appelée médulla, alors que la réabsorption sera plutét réalisée au
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niveau du cortex. Cette répartition de fonction est la conséquence de |'expression
différentielle des enzymes entre les différentes cellules épithéliales rénales. Ainsi, au niveau
de la medulla, s’expriment les enzymes de phosphorylation du glucose et de la glycolyse
(PK, PDH) et méme des enzymes de synthése du glycogéne (GS), tandis qu’au niveau du
cortex, les cellules expriment les enzymes de la néoglucogenése (G6P). La consommation
de glucose ne varie pas au cours de la journée, entre les périodes de jeline et de prise
alimentaire contrairement au foie, mais elle varie de fagon spatiale, dans I'organe, suivant la
zone du rein concernée.

Le rein joue un réle essentiel dans la réabsorption d'électrolytes, des acides aminés
ou du glucose, filtrés par le glomérule rénal. Comme au niveau de l'intestin, I"épithélium
rénal est composé d'un pdle apical riche en microvillosités au contact du filtrat rénal et du
milieu extérieur et un pole basal c6té interne, sanguin. Cet épithélium possede les deux
transporteurs SGLT et GLUT [292]. SGLT joue le réle de transporteur actif au niveau apical
et GLUT, le réle de transporteur passif au niveau basal. Cependant, au niveau du rein, on
distingue plutét Iisoforme SGLT2, de faible affinité / forte capacité afin de limiter la perte
de sucre dans les urines. On estime qu'il assure la réabsorption de 90% du glucose.
Cependant, le rein exprime également SGLT1. SGLT2 est trés exprimé au début du tubule
proximal du néphron tandis que SGLT1 est plutét tardif dans le tubule proximal. Plus la
glycémie est haute, plus la quantité de glucose filtré est importante. La quantité de glucose
absorbé par le rein dépend de la capacité des transporteurs, s'ils saturent alors le glucose
est éliminé par les urines ce qui est le cas lorsque la glycémie est a 10-12mM ou 180-
200mg/dL [292]. Comme au niveau intestinal, 'absorption du glucose est réalisée grace au
maintien du gradient Na*/K* réalisé par la pompe ATP. SGLT2 est couplé avec GLUT2 pour
le transport transcellulaire, alors que SGLT1 est couplé plutét a GLUT1. Au cours du
diabete, la réabsorption du glucose au niveau du rein est plus efficace : les protéines SGLT2
et GLUT sont plus exprimées et plus actives au niveau du tube proximal proche contribuant
ainsi de maniere néfaste a I'hyperglycémie [293]. Un défaut autosomal récessif touchant
SGLT2 induit une glucosurie bégnine avec une glycémie correcte et un état général normal
[294]. Un défaut autosomal récessif touchant SGLT1 engendre une malabsorption de
glucose/galactose au niveau intestinal mais présente une glucosurie mineure [272, 273].
Ceci confirme que contrairement & SGLT2, SGLT1 joue un réle mineur sur la réabsorption
du glucose par le rein et est important plutét dans |'absorption intestinale. Chez les souris
invalidées pour SGLT2, la réabsorption du glucose par le rein est estimée a 70% [295]. Ainsi,
SGLT1 peut compenser partiellement |'absence de SGLT2. De plus, ces souris montrent une
meilleure tolérance au glucose associée avec une augmentation de 30% de I"élimination du
glucose dans les urines [296]. Cet aspect est a l'origine de la création de stratégies
thérapeutiques antidiabétiques ciblant 'inhibition de SGLT2.

Chez le rat, le rein est capable de produire par néoglucogenése aprés 24h de jeline,
I"équivalent de 50% du glucose présent dans le sang et 15%-20% en période post-

absorptive (6h de jeline). Chez I'homme, le rein produit 5%-20% du glucose présent dans le
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sang en état post-absorptif et 25-50% au cours de périodes de jeline plus longues. Au cours
du diabete, ce phénoméne est augmenté [292, 297]. A I'opposé du foie, le rein a de trés
faibles capacités de stockage de glucose sous forme de glycogéne. Bien que certaines
cellules rénales, localisées au niveau de la médulla, soient capables de stocker du
glycogéne pour leur propre consommation, elles ne peuvent pas le restituer a la périphérie
car elles n'expriment pas la G6P. Comme le foie, le rein produit du glucose a partir des
substrats glycogéniques : le glycérol, le lactate, ou les acides aminés [298]. Le foie et le rein
ont comme substrat préférentiel le lactate mais contrairement au foie, le rein préfere la
glutamine plutét que l'alanine. Apres un jelne de 12h-16h, le rein se met & produire du
glucose en grande quantité et sa capacité a produire augmente avec le temps de jelne.
Contrairement au foie, la néoglucogenése rénale ne s'arréte par lorsque nous sommes en
état nourri et semblerait jouer un réle dans le remplissage des stocks de glycogéne dans le
foie et les muscles. La néoglucogenése rénale est régulée par l'insuline ou encore les

catécholamines mais pas par le glucagon [299].

G. Conclusion

La cellule a besoin d'énergie de maniére permanente pour fonctionner et se
reproduire. Dans un organisme animal pluricellulaire, complexe et organisé, les systémes
intracellulaires et extracellulaires sont programmés et régulés de fagon a apporter aux
cellules toute |'énergie nécessaire a leur fonctionnement. La régulation du métabolisme
glucidique est donc complexe et fine. Lorsque le glucose est en quantité faible, les organes
et les tissus communiquent entre eux pour pallier ce défaut en glucose, entrainant
I'activation de processus enzymatiques qui permettent de libérer et rendre disponible de
I"énergie a I'ensemble des cellules : la glycogénolyse, la néoglucogenese ou la lipolyse. Par
contre, lorsque le glucose est en grande quantité, les organes et les tissus, sous |'induction
de signaux nutritionnels puis hormonaux et nerveux, consomment ou stockent cet excés
d'énergie par certains processus enzymatiques tels que la glycogénogénese ou la
lipogenése voir méme |'adipogenése. L'induction de ces mécanismes dépend de la
situation qui nous entoure (stress, je(ine, famine) et se fait a travers I'influence d’hormones
et de signaux nerveux (pancréas, surrénale, SNC, SNA, ...) mais également du tissu. Chaque
organe est pourvu de transporteurs au glucose dans le but de se fournir en énergie.
Cependant, dans certains tissus, ces transporteurs peuvent également jouer le réle de
senseur au glucose (cerveau, pancréas, intestin, ...).

Au niveau cellulaire, la régulation du métabolisme glucidique se fait de maniere
aigue par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation, acétylation,
ubiquitinylation, ...) ou des modulations allostériques de l'activité (présence de molécules
activatrices et inhibitrices reflétant I'environnement intracellulaire immédiat : pauvre ou riche
en énergie) des enzymes. La régulation des enzymes peut se faire de maniere chronique et
sur du long terme en modifiant leur expression génique par |'activation ou l'inhibition des

facteurs de transcription. Ainsi, I'hnoméostasie glucidique est maintenue par des mécanismes
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de sortie et de consommation de glucose et des mécanismes d’entrée et de production de
glucose.

Lorsque |'apport en énergie est excédentaire et que la balance énergétique est
déséquilibrée reflétant alors plus d’entrée que de sortie, dans un premier temps |'organisme
compense en adaptant le fonctionnement des organes a cet apport massif. Mais lorsque cet
apport excédentaire est maintenu de maniére chronique alors le contexte devient délétere

pour les cellules et méne aux maladies métaboliques telles que le DT2 et I'obésité.

H.  Dérégulation multi-tissulaire du diabéte de type 2

Le DT2 est une maladie métabolique qui se caractérise par un défaut du
métabolisme glucidique. Ce dernier se traduit par une hyperglycémie a jeun et une
intolérance au glucose. Ce défaut est essentiellement di a une modification de la sécrétion
et de l'action de I'insuline. L'installation du DT2 se fait en différentes étapes. Au stade pré-
diabétique, la résistance a linsuline s'installe, la glycémie est maintenue par une
augmentation de la sécrétion d'insuline pour pallier le défaut d'action de I'insuline. Ce stade
peut se maintenir sur plusieurs années et peut étre traité par des mesures hygiéno-
diététiques. Lorsque la glycémie continue a augmenter, que la glucagonémie augmente et
que la production d'insuline commence a diminuer par insuffisance pancréatique, alors le
diabete est déclaré. On envisage alors des traitements antidiabétiques (monothérapie dans
un premier temps et plurithérapie dans un second temps, en cas d'échec thérapeutique). A
des stades trés avancés, les patients possedent de trés faibles taux d'insuline et on traite
alors par insulinothérapie. Ainsi, la résistance a l'insuline semble étre le précurseur majeur
de l'installation d'un diabéte. S’en suit alors une hyperglycémie importante et chronique qui
a de graves conséquences sur les vaisseaux, les neurones, les cellules des flots
pancréatiques puis toutes les autres cellules. Chaque acteur tissulaire, cellulaire et
moléculaire impliqué dans la régulation de la glycémie se trouve impacté et toutes ces
altérations tissulaires contribuent a I'aggravation du diabéte.

Le DT2 est souvent associé a une surcharge pondérale, localisée au niveau viscéral
et a un syndrome métabolique. Or, aujourd’hui, on observe |'apparition d'une nouvelle
population diabétique possédant un indice de masse corporel (IMC) normal, inférieur a 25
[300]. D’ailleurs, dans une étude clinique pakistanaise réalisée sur 300 patients ayant un
diabéte depuis environ 7 ans, 17% d’entre eux ne montrent pas de syndrome métabolique
et de surcharge pondérale [301]. Ces patients sont souvent tres jeunes (environ 30 ans) et
de sexe masculin. lls viennent de pays en voie de développement ou de minorités
pauvres ou la nutrition est souvent caractérisée par des aliments de mauvaises qualités
nutritives (riche en sel, en sucre, en édulcorants, en acide gras saturés). Ces patients sont
également caractérisés par une altération plus rapide de la fonctionnalité des cellules B.
L'OMS a nommé ce type de maladie « diabéte associé a la malnutrition » [302]. On
considere deux types de diabétes non associés a I'obésité : diabéte avec un IMC < 18 qui

définit un état de maigreur importante (3,5% des patients DT2) ou diabete avec un IMC
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entre 18 et 24,5 (13% des patients DT2). Le maintien de I'IlMC sous 25 peut s’expliquer par
le fait que ces patients sont décrits par une augmentation de la masse grasse au détriment
de la masse musculaire maintenant le poids a un niveau normal. Les causes pouvant
expliquer |'émergence d'un tel phénotype sont diverses et impliquent la génétique,
I'immunité, et les facteurs environnementaux, les qualités nutritives des aliments pendant le

développement feetal.

1. La dérégulation de la balance hormonale insuline / glucagon :

implication de la lipotoxicité, la glucotoxicité et I'inflammation a bas bruit

L'altération de la sécrétion et de I'action de I'insuline et du glucagon s’effectue dans
un contexte plasmatique particulier dont le réle est déterminant : un contexte cytokinique
particulier induit par une inflammation de bas bruit, une hyperglycémie et une

hyperlipidémie.

a) Les altérations de la sécrétion d’insuline : résister, lutter puis

abdiquer

Les altérations de sécrétions sont dues a un défaut de masse de cellules B et de leurs
fonctions sécrétrices. Les défauts de sécrétion different suivant I'age du diabete. En effet, au
cours du stade prédiabétique s'installe la résistance périphérique a I'insuline, ce qui accroit
la demande en insuline pour maintenir une glycémie stable. Pour lutter contre la résistance
a l'insuline, le pancréas sécréte l'insuline en grande quantité et les cellules B proliféerent,
notamment sous |'impulsion du glucose plasmatique, dont la concentration est augmentée.
Plus le diabéte avance, plus la résistance a l'insuline augmente et les cellules B se fatiguent
et deviennent incapables de répondre au besoin, menant a terme, a leur destruction et une
insuffisance pancréatique. Ce stade se traduit donc par une insulinopénie, le DT2 est
déclaré. Globalement, le diagnostic du DT2 est établit lorsque on observe une réduction de
50% du nombre de cellules B [303].

Au cours du stade prédiabétique, les cellules B proliferent et hyper-sécretent
I'insuline en réponse a I'hyperglycémie ambiante [304, 305]. Hormis l'effet du glucose,
d’autres mécanismes sont responsables de cette hyper-sécrétion et de cette prolifération :
I'augmentation de la concentration sanguine en acides gras libres, en l'insuline, en facteurs
de croissance IGF1/2, ou encore en GLP-1 [304, 306, 307]. Les voies intracellulaires
impliquées sont multiples. Les IGF, ou le GLP-1 agissent via la voie AMPc/CREB permettant
I'expression de l'insuline. Elles activent d'autre part la PKA qui facilite la sécrétion d'insuline.
Les deux hormones activent également I'’AKT qui inhibe FOXO1 et permet ainsi |'expression
de PDX1, facteur de transcription essentiel dans la production d’insuline mais également
dans la prolifération et la survie des cellules B. AKT limite également l'apoptose par
I'inhibition des protéines pro-apoptotiques [308]. De la méme maniere, les cellules B
expriment de maniere importante des récepteurs aux acides gras libres leur attribuant un

effet prolifératif [60, 309]. L'autre effet compensatoire est I'augmentation de la sécrétion
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d'insuline. Elle peut se faire de différentes maniéres. Par exemple, I'augmentation du
métabolisme intracellulaire du glucose et des acides gras libres [310, 311] permet
I'augmentation intracellulaire de I'ATP qui active ensuite des canaux Karr et donc la
sécrétion de l'insuline. L'augmentation de la sécrétion d'insuline peut aussi s'expliquer par
une plus forte activité parasympathique ou une baisse de I'activité sympathique [312, 313].

Une fois, la compensation B installée et stable, on peut alors observer une stabilité
de la glycémie. Cependant, dans certains cas, les cellules B nouvellement formées et hyper-
sécrétrices d’'insuline sont plus sensibles au diabéte. Apres différenciation, elles
développent une fonction altérée menant a leur destruction et une insuffisance
pancréatique. Cette susceptibilité est d’origine diverse. Elle dépend de la génétique et des
défauts acquis lors de la différenciation des nouvelles cellules B. Elle peut toucher les
mécanismes de détoxification de la glucolipotoxicité, I'exocytose d'insuline, la fonction
mitochondriale, la stabilité du RE, le métabolisme énergétique intracellulaire et impliquer
aussi des modifications épigénétiques [314, 315]. Cette susceptibilité, associée aux
contextes plasmatiques et intracellulaires particuliers (richesse en glucose et en lipides), a un
stress inflammatoire, oxydatif ou du RE [315], induit a terme une perte de masse des cellules
B par apoptose [316, 317].

La compréhension des mécanismes impliqués dans la mort des cellules B a été
acquise grace a l'étude sur différents modeéles in vitro (cellules MIN6, INS1, ...) et sur
différents modeles de rongeurs. L'augmentation du métabolisme des nutriments et I'activité
accrue de la chaine mitochondriale dans la cellule p menent & une production d'ions
superoxydes et d'especes réactives de 'oxygene (ERO). Pour limiter la production d'ions
superoxydes, la cellule B exprime la protéine découplante mitochondriale UCP2 (uncoupling
protein 2) [318, 319]. En effet, cette protéine favorise le flux des protons a travers la
membrane mitochondriale, limite leur accumulation dans la mitochondrie et donc leur
disponibilité pour produire des ions superoxydes. Cependant, |'expression de cette
protéine, en contrecarrant |'activité de la pompe ATP mitochondriale, empéche une
production d’ATP suffisante. Cette perte de production d’ATP limite la sécrétion d'insuline
et donc limite la réponse de la cellule B a I'hyperglycémie [318, 319]. Ainsi, la cellule B se
protege contre le stress oxydant au détriment de la régulation de la glycémie. La cellule B
possede d’autres moyens pour lutter contre les ions superoxydes, les enzymes
antioxydantes : la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathione péroxidase, ... Leur
activité génere les ERO. D’ailleurs, il a été montré que la concentration des ERO est
augmentée chez des rats diabétiques [320]. Ce stress oxydant intracellulaire active des voies
apoptotiques détruisant les cellules B. En effet, les radicaux hydroxyles peuvent entrer dans
le noyau et induire des mutations au niveau de I’ADN. Les ERO sont aussi capables de
modifier des voies inflammatoires et pro-apoptotiques impliquant les kinases de stress c-
Jun (UNK, c-Jun N-terminal kinases) et les facteurs de transcription c-Jun puis IKK (IxB
kinase) / kB (inhibitor of NF-kB et le facteur de transcription NF-xB (nuclear factor-k B). Ces
voies meénent a la baisse de l'expression de PDX-1 et a l'altération de la voie de
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signalisation de l'insuline. Le promoteur du géne codant l'insuline est également sensible
aux ERO [321]. D'autre part, on observe la création de protéines glyquées due a la réaction
entre les résidus aminés des protéines et le sucre présent en excés. Ces produits sont
connus pour étre augmentés au cours du diabéte. Ils peuvent activer des voies pro-
inflammatoires et pro-apoptotiques impliquant le TNFa (tumor necrotic factor a), I'IL6, I'lL1P
et aussi modifier I'activité du promoteur du géene codant I'insuline [321, 322]. Enfin, I'entrée
continue de glucose dans la cellule B a aussi ses propres conséquences. Une exposition
chronique au glucose meéne a une perte de réponse au glucose. En effet, la cellule B devient
insuffisante pour répondre au glucose notamment par la baisse de |'expression de I'insuline
et de la production de granules de sécrétion par absence de renouvellement des granules
de réserve [323].

Au cours du DT2, la résistance a l'insuline méne aussi a une dérégulation de la
gestion des lipides dans I'organisme : on observe une augmentation de la lipolyse par le
tissu adipeux et de la lipogenése de novo par le foie. Ceci favorise I'augmentation des
acides gras libres dans le sang. Les effets de I'hyperlipidémie ambiante sont multiples :
formation des céramides cytotoxiques et augmentation du stress oxydatif induite par le
catabolisme accru des acides gras, du stress inflammatoire ou du stress du RE [324]. De
plus, certains acides gras libres circulants ont un effet négatif sur la production d'insuline
induite par le glucose comme le palmitate, acide gras saturé [325, 326]. Les acides gras
insaturés sont, quant a eux, protecteurs de I'hyperlipidémie et de I'hyperglycémie ambiante
[326, 327]. Dans certains cas, on parle de glucolipotoxicité impliquant que I'hyperglycémie
et I'hyperlipidémie aggravent leurs effets I'un l'autre. En effet, le catabolisme du glucose et
la formation de malonyl-CoA inhibent I'activité CPT1 nécessaire a |'entrée des lipides dans
la mitochondrie et a leur catabolisme. Ceci induit I'accumulation d’acides gras libres dans le
cytoplasme. Pour se protéger, la cellule B peut stocker les acides gras libres sous forme de
triglycérides ou alors modifier les acides gras saturés en acides gras insaturés afin de limiter
la lipotoxicité de ces lipides [328, 329]. Ceci est permis par |'activation de I'’AMPK qui active
SREBP1c, facteur de transcription de la lipogenese. Cependant, a terme, on observe une
augmentation cytoplasmique de céramides et de DAG dans la cellule B.Ces deux
molécules, produites a partir de triglycérides ou de palmitates (acides gras saturé) sont trés
cytotoxiques. De plus, les cellules B expriment beaucoup de récepteurs aux lipides comme
le récepteur couplé aux protéines G, GPR40 (G-protein coupled receptor 40). Ce récepteur
induit la baisse de I'activité de PDX-1, diminue |'expression d’insuline et active des voies
pro-apoptotiques [324].

Enfin, le contexte cytokinique, associé a l'inflammation a bas bruit observée au cours
des maladies métaboliques, se traduit par I'augmentation de I'lL6 et du TNFa circulants.
Ces cytokines induisent des voies apoptotiques au niveau de la cellule B [324].

Le stress du RE est aussi un déterminant clé de la dysfonction de la cellule B. La forte

demande de production en insuline due a |'exposition chronique aux nutriments et les
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contextes lipidiques et cytokiniques menent a un défaut du RE et la production de protéines
mal conformées [324].

b) Les altérations de I'action de ['insuline : perturbations de la

voie de signalisation

(1) Le tissu adipeux a l'origine de I'augmentation des
acides gras libres plasmatiques et de I'inflammation
systémique a bas bruit

Lors d'une alimentation riche en graisse et en sucre, notre organisme, programmé
génétiquement pour résister au jeline et donc pour stocker, accumule ses nutriments en
excés, a défaut de les cataboliser pour produire de I'énergie. Le tissu adipeux et le foie
jouent un réle primordial dans cette fonction. En effet, le glucose, par l'activation de
ChREBP, ou le fructose, dont les voies d’induction restent a explorer, contribuent a la
synthése des lipides par le tissu adipeux et par le foie qui peut les libérer sous forme de
VLDL [330]. Cette activation accrue de la lipogenese dans le foie induit une accumulation de
triglycérides dans les hépatocytes et donc a une stéatose hépatique. D’ailleurs, I'invalidation
de ChREBP dans le foie serait protectrice de ce phénomeéne [155, 185]. Les VLDL ou alors
les chylomicrons libérés par l'intestin en période postprandiale sont catabolisés par la
lipoprotéine lipase (LPL) endothéliale qui permet la libération d'acides gras libres. Ces
acides gras libres sont pris en charge par les adipocytes. Dans leur cytoplasme, les cellules
du tissu adipeux possédent un arsenal d’enzymes dont le but est de former a partir des
acides gras libres, capturés du plasma, des gouttelettes de triglycérides. En période de
jeline, ces triglycérides peuvent étre mobilisés et redistribués en périphérie pour fournir de
I"énergie gréace a la lipase hormono-sensible activée par le glucagon [331]. Lorsque |'apport
en nutriments est excessif, le tissu adipeux augmente en taille: on observe une
augmentation de taille cellulaire ou hypertrophie et une augmentation du nombre de
cellules ou hyperplasie notamment sous I'induction du facteur de transcription PPARy [332].
Cette adaptation physiologique est un mécanisme de défense et de protection face a un
excés de nutriments qui peut étre délétere pour I'organisme. Cependant, au cours de
I'obésité, on observe une baisse de I'expression de ChREBP ou de PPARy dans le tissu
adipeux altérant donc ses capacités de stockage sous forme de triglycérides [185, 333]. En
absence de tissu adipeux, comme c’est le cas au cours des lipodystrophies, I'espérance de
vie est limitée due aux dépbts ectopiques de lipides dans les tissus périphériques et de leur
lipotoxicité [334].

Cette expansion du tissu adipeux peut étre plus ou moins délétere suivant le tissu
adipeux qu'il touche. Par exemple, I'expansion du tissu adipeux sous cutané riche en
préadipocytes est moins délétére en comparaison a I'expansion du tissu adipeux viscéral
proche des visceres impliqués dans la gestion du métabolisme énergétique [335].

L'expansion de ce dernier particulierement mene a terme a des dysfonctions tissulaires se
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traduisant par une baisse de la sensibilité a l'insuline, une augmentation de l'infiltrat
immunitaire, de la fibrose, de I'hypoxie et une augmentation du flux d'acide gras libres
intracellulaires et systémiques. La perte de sensibilité a I'insuline du tissu adipeux induit une
perte de production de triglycérides dans I'adipocyte en période postprandiale et donc
limite les capacités de stockage, pire on observe une activation accrue de la lipolyse [336].
De la méme facon, on observe une augmentation de l'activité de la LPL participant a
I'augmentation d‘acides gras libres dans le milieu extracellulaire du tissu adipeux [337].
Cette mauvaise gestion est en partie a |'origine du contexte hyperlipidémique délétere. En
effet, chaque cellule, pour se protéger, capture les acides gras libres et les conserve sous
forme de triglycérides a défaut de les métaboliser. Elles deviennent alors un site de
stockage des lipides, notamment les cellules musculaires, hépatiques, pancréatiques,
cardiaques, comme observé au cours des lipodystrophies.

Dans un contexte physiologique, le tissu adipeux est infiltré principalement par des
cellules immunitaires de type anti-inflammatoires : les lymphocytes T régulateurs et les
macrophages de type M2 [338]. Ces cellules ont pour réle de maintenir I'homéostasie du
tissu en favorisant I'angiogenese, le nettoyage des cellules apoptotiques et la régulation
des sécrétions hormonales du tissu. Les cellules T régulatrices peuvent également améliorer
la sensibilité du tissu a l'insuline en sécrétant de I'IL10 [339]. Lors d'une expansion trop
importante du tissu adipeux, comme c’est le cas au cours de I'obésité, on observe une
hypertrophie des adipocytes qui meurent ensuite par nécrose. Les cellules nécrotiques
recrutent de nouvelles cellules immunitaires favorisant le nettoyage du tissu comme les
macrophages de type M1, et des lymphocytes T cytotoxiques inflammatoires, et ceci au
détriment des cellules immunitaires régulatrices [340]. De plus, les lymphocytes B recrutés
sur le site inflammatoire sécrétent du TNFa, activent les lymphocytes T cytotoxiques et
produisent des immunoglobulines influengant la polarisation inflammatoire des
macrophages. L'inflammation du tissu adipeux est amplifiée par |'activation de voies
intracellulaires de stress sous I'induction des lipides et des cytokines. Cette inflammation
chronique de bas bruit du tissu adipeux perdure tant qu'il augmente en taille et contribue a
I'aggravation de la résistance a l'insuline au niveau du tissu. En effet, limiter cette

inflammation contribue a améliorer la sensibilité a 'insuline [341].

2) L’altération de la voie de signalisation du récepteur a
I'insuline. Réle de I'inflammation, de I'hyperlipidémie et de
I'hyperglycémie
Les acides gras libres libérés en excés et les cytokines produites par l'inflammation
du tissu adipeux affectent l'activité des tissus périphériques et notamment ceux impliqués
dans la gestion du glucose et des lipides. Ce contexte lipidique et cytokinique, les stress
intracellulaires (RE, accumulation lipidique, stress oxydant, ...) au niveau des cellules
périphériques, notamment musculaires, hépatiques et adipeuses, modifient des voies
inflammatoires pour répondre au stress ambiant. Ces voies sont multiples : on distingue par

exemple, la voie pro-apoptotique JNK / facteur de transcription c-Jun, la voie de survie IKK
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/ kB / le facteur de transcription NF-kB ou encore la voie des protéines kinases R (PKR)
[342, 343]. En effet, la délétion de JNK1, la délétion de kB, inhibiteur de NF-xB ou encore
la délétion de PKR dans des modeéles de rongeurs diabétiques augmentent leur sensibilité a
I'insuline et diminuent leur obésité et leur diabéte [344-346]. Ces voies intracellulaires
inactivent la voie de signalisation de I'insuline. En effet, JNK1 ou encore PKR phosphorylent
les IRS sur des résidus sérine les rendant inactifs [345, 347]. De plus, 'activation des JNK et
de kB induit la production de TNFa et I'expression d’IL1B perturbant également la voie de
signalisation du récepteur a l'insuline [348]. En effet, le TNFa, augmenté au niveau sanguin
chez les personnes obeéses et diabétiques, via son récepteur [348, 349], perturbe la voie de
signalisation de I'insuline par la phosphorylation inhibitrice des sérines contenues dans les
IRS [350]. Des rats obéses auxquels est injecté un anticorps anti-TNFa voient leur sécrétion
d’insuline réduite et une meilleure capture périphérique de glucose montrant ainsi le role
déterminant de la cytokine [351]. De la méme facon, les souris invalidées pour le récepteur
au TNFa ou pour le TNFa lui-méme sont protégées des désordres métaboliques induits
par un régime gras [352]. D'autre part, l'incubation d'adipocytes avec de I'IL1B réduit la
capture de glucose induite par I'insuline et la translocation de GLUT4 par inhibition de IRS1
[353, 354]. Enfin, le réle de I'lL6 pro-inflammatoire est controversé. L'IL6 est sécrétée par le
tissu adipeux, le muscle et le foie et active la voie des MAPK. Au niveau du tissu adipeux, il
diminue la capture de glucose par phosphorylation inhibitrice des IRS1 alors qu‘au niveau
du muscle, il semble favoriser |'oxydation des lipides et du glucose via la modulation de la
voie AMPK [355, 356].

La lipotoxicité englobe différents phénomenes : 'activation par les acides gras libres
circulants de voies intracellulaires pro-inflammatoires et cytotoxiques [343] ou alors leur
catabolisme et la production de dérivés lipidiques néfastes pour la cellule tels que les ERO
ou les céramides. Les acides gras libres circulants sont augmentés dans le cadre de I'obésité
soit par enrichissement nutritionnel, soit par activation accrue de la LPL, soit par défaut de
stockage du tissu adipeux. Lorsque les acides gras libres se trouvent au contact des cellules,
notamment des cellules immunitaires, ils peuvent activer des voies pro-inflammatoires
dépendantes de TLR4 [357]. D'ailleurs, les animaux invalidés pour TLR4 sont protégés de
I'obésité et du diabéte lorsqu’ils sont placés sous régime gras [343, 358]. L'activation du
récepteur TLR4 mene a |'activation de kB modifiant le profil transcriptionnel de la cellule.
Ce profil transcriptionnel favorise la production de dérivés lipidiques tels que les céramides
ou les DAG cytotoxiques et perturbateurs de la voie de signalisation a I'insuline [359, 360].
La voie de TLR4 activée par les lipides implique également la voie de stress JNK [361]. Les
acides gras libres peuvent également activer I'inflammasome responsable de la production
d'IL1pB [362]. L'activation des voies de stress ou pro-inflammatoire est dépendante du type
d'acide gras. En effet, les acides gras mono-insaturés semblent protecteurs. Des personnes
atteintes de syndrome métabolique nourries avec une supplémentation en acides gras
mono-insaturés voient leur sensibilité a linsuline augmentée [362]. Le remplacement

d’'acides gras saturés par des acides gras mono-insaturés diminue la production d’IL1B et
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diminue la résistance a l'insuline du tissu adipeux [362]. De plus, les acides gras poly-
insaturés ont des effets anti-inflammatoires et insulino-sensibilisateurs comme par exemple
I'acides docosahexaenoique [363, 364]. L'effet des acides gras mono-insaturés peut
également passer par des dépdts ectopiques différentiels des lipides. En effet, les acides
gras saturés favorisent les dépots au niveau du foie et du tissu adipeux alors que les acides
gras mono-insaturés favorisent les dépdéts dans les myocytes, sites cataboliques importants
[365]. De plus, le niveau d'instauration des acides gras détermine la balance stockage / B-
oxydation [366].

Les cellules périphériques, baignant dans cet environnement riche en lipides,
peuvent 1) cataboliser a leur capacité maximum ces acides gras grace a la B-oxydation ou
alors 2) stocker sous forme de gouttelettes de triglycérides ces lipides lorsque le systeme de
catabolisme est saturé. Le stockage des acides gras libres sous forme de gouttelettes est
cytoprotecteur [367]. Ce phénoméne est particulierement observé au niveau des muscles,
du pancréas, et méme du foie qui dérivent vers une stéatose. Cependant, certains dérivés
lipidiques, tels que le DAG ou les céramides, s'accumulent dans la cellule et influencent
négativement la voie de signalisation a l'insuline. Lors de leur catabolisme, les triglycérides
sont convertis en DAG qui activent la PKC phosphorylant des sérines de IRS1 [360]. Les
céramides, quant a eux, sont particulierement cytotoxiques et inhibiteurs d’AKT, kinase
déterminante dans la voie de signalisation de I'insuline [368]. Enfin, le catabolisme excessif
des acides gras libres, comme décrit précédemment, induit la production d’'ERO, génére un
stress mitochondrial et entraine |'activation de voies de stress et d'apoptose [369].

Ainsi, les acides gras libres sont toxiques de par la production de dérivés lipidiques
cytotoxiques, de par la perturbation de la voie de signalisation a l'insuline mais aussi de par
I'activation de voies pro-inflammatoires nuisant a la sensibilité a I'insuline et favorisant
I'inflammation a bas bruit. Le niveau d'insaturation des lipides semble critique pour ces
phénomenes. Aujourd’hui notre nutrition en lipides est détériorée au niveau quantitatif
comme au niveau qualitatif avec une balance d'acide gras saturés / insaturés augmentée et

néfaste. Ceci pourrait expliquer I'apparition des nouveaux DT2 non associés a |'obésité.

c) Défaut de sécrétion et d’action du glucagon

Depuis maintenant 40 ans, on associe au diabéte une altération bi-hormonale se
traduisant par une altération de la balance insuline / glucagon et un réle important du
glucagon dans le développement de la maladie [370]. Dans les modéles de rongeurs
diabétiques et chez les patients, la concentration de glucagon, hormone du jeline, est
augmentée au niveau plasmatique, en période de jeline comme en période postprandiale.
Cette augmentation est associée aux dérégulations du métabolisme glucidique notamment
au niveau du foie, du rein, du pancréas et du tissu adipeux, organes cibles du
glucagon [371-374]. Au cours du diabéte, la résistance a l'insuline empéche l'insuline de
contrecarrer l'effet du glucagon et aggrave I'hyper-glucagonémie [375]. De la méme

maniere, I'hyper-glucagonémie observée en période postprandiale montre que la cellules a
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ne répond plus au glucose [376, 377]. Une ouverture constitutive du canal Kare en serait a
I'origine [377]. Le traitement a l'insuline suffit a restaurer cette réponse [378]. Certains
patients développent une hyper-glucagonémie pathologique due a une tumeur touchant
les cellules o pancréatiques et sont caractérisés par une hyperglycémie et un diabeéte [379].
L'importance du glucagon et de son action dans la physiopathologie du DT2 a été permise
par I'étude des souris invalidées pour le récepteur au glucagon, mises sous régime gras ou
alors traitées a la streptozotocine. Ces souris sont tolérantes au glucose, ne montrent pas de
résistance a l'insuline et sont résistantes au développement du diabete [138, 375].

En plus de montrer une hyperglucagonémie, le DT2 se caractérise par des
modulations d’expressions du récepteur au glucagon. Certaines études rapportent une
augmentation de son expression sous l'induction de ['hyperglycémie [380] qui pourrait
s'expliquer par le fait que le glucose régule la transcription du géne codant le glucagon
[381, 382]. Cependant, d'autre études montrent qu’une exposition trop importante aux
lipides ou méme au glucagon induit une désensibilisation au glucagon par internalisation et
protéolyse du récepteur [383, 384]. Ces effets différentiels restent encore a éclaircir. Il est
possible que cette différence d’expression s'explique par la durée du diabéte. En effet, la
réduction du récepteur pourrait, dans un premier temps, protéger de |'hyper-glucagonémie
ambiante et a long terme cette protection ne serait plus aussi efficace.

Ainsi, le diabéte est plutdt caractérisé par un défaut de pancréas endocrine se
traduisant par une altération de la balance insuline / glucagon et de I'action des deux
hormones. Ceci engendre sur leurs organes cibles des défauts synergiques multipliant les

défauts de gestion de leur métabolisme glucidique et lipidique.

d) La résistance a I'insuline des organes périphériques tels que le
foie, le muscle, le tissu adipeux, le pancréas et le systéme nerveux

central méne a lI'aggravation du diabéte

La résistance a l'insuline et I'hypersécrétion de glucagon influencent de fagon
délétere les organes impliqués dans la gestion de la glycémie comme le muscle, le foie, le
tissu adipeux ou encore le SNC et le pancréas. Le gain de connaissance sur les
dérégulations glycémiques associées au diabéte a été permis par |'invalidation du récepteur
a l'insuline de maniere tissu spécifique, par l'invalidation des protéines impliquées dans sa
cascade de signalisation chez la souris, ou par |'étude des modeéles de rongeurs diabétiques
(nutritionnels, génétiques ou pharmacologiques). Pour les études in vitro, les invalidations
génétiques ou la mise en place d'un contexte nutritionnel enrichi en glucose et en lipides et
parfois en cytokines ont permis également de mettre en évidence les mécanismes
cellulaires impliqués.

Les souris invalidées de fagon globale pour le récepteur a l'insuline décédent
d'acidose cétogénique 72h aprés leur naissance [69, 385]. Les souris invalidées de maniere
homozygote, pour IRS1, sont particulierement intolérantes au glucose [71, 386] et, pour

IRS2, développent un diabéete di a un défaut de développement des cellules B [72]. Les
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souris doublement invalidées de maniére hétérozygote pour le récepteur a l'insuline et IRS1
sont résistantes a l'insuline et 50% développent un diabéte [387]. Bien que la délétion de
étion globale d’AKT2 induit une

résistance a l'insuline [75]. Ainsi une altération globale de la voie de signalisation a I'insuline

AKT1 ait des effets modestes sur la glycémie [74], la dé

meéne a une altération du métabolisme glucidique comparable au diabéte. Mais quels sont
les organes responsables ? Quels sont les déréglements dans chacun d'eux ?

Pour le foie, I"étude du modele LIRKO - souris ayant une invalidation inductible du
récepteur a l'insuline dans le foie - montre une intolérance au glucose, une résistance a
I'insuline, un hyperinsulinisme se traduisant par une absence de baisse de la glycémie
induite par l'insuline. Ceci est induit par une production incontrélée de glucose par le foie
qui se traduit par une augmentation de I'expression de la PEPCK, G6P et une baisse de la
GK. On observe une forte atteinte hépatique : une stéatose, la présence de nodules
cancéreux ou l'augmentation des transaminases [95]. Pour les muscles, le modéle MIRKO
correspond a l'invalidation du récepteur a l'insuline au niveau musculaire. Cependant, ce
modeéle n’est ni intolérant au glucose ni intolérant a l'insuline bien qu'il présente une
hypertriglycéridémie et une augmentation du poids. En réalité, la capture de glucose est
compensée au niveau du tissu adipeux, les souris deviennent obéses par lipogenése et
adipogenése accrues et possédent une altération du métabolisme lipidique [388]. D'autre
part, les souris invalidées pour le récepteur a I'lGF1 au niveau musculaire deviennent
diabétiques [389]; ainsi, ce récepteur, dont l'activation peut étre induite par l'insuline,
pourrait compenser le défaut du récepteur a l'insuline au niveau musculaire chez les MIRKO.
Bien que le récepteur a 'insuline au niveau musculaire ne soit pas primordial, la délétion de
GLUT4 au niveau du muscle engendre une forte résistance a l'insuline et une intolérance au
glucose [390] montrant l'importance de la capture de glucose par les muscles. Enfin,
Iinvalidation du récepteur a l'insuline au niveau du tissu adipeux protége de la résistance a
I'insuline, de I'intolérance au glucose et de I'obésité via une diminution de I'hypertrophie et
une baisse de la lipogenése [391]. Une altération de la voie de I'insuline uniquement au
niveau du tissu adipeux serait donc plutét protectrice. Ceci semble plutoét contradictoire
avec ce que l'on observe au cours des maladies métaboliques. Dans ce cadre
physiopathologique, I'ensemble des tissus métaboliques est résistant a l'insuline et pas
uniquement le tissu adipeux. Ainsi, la résistance périphérique globale a linsuline serait
aggravante d’autant plus qu'elle est associée a un contexte plasmatique délétere
(hyperglycémie, hyperlipidémie et inflammation). L'invalidation du récepteur a l'insuline au
niveau de la cellule B méne a une intolérance au glucose, une hyperglycémie due a un
défaut de sécrétion d'insuline en réponse au glucose associée a une baisse du nombre de
cellules B, une baisse de I'expression de GLUTZ2 et de la GK [392]. La diminution de
I'expression du récepteur a l'insuline au niveau des neurones de type AgRP localisés dans le
noyau ARC modifie le métabolisme glucidique en altérant la production hépatique de

glucose et la capture musculaire [227, 228]. L'invalidation du récepteur a l'insuline au niveau
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du VMH génére une importante intolérance au glucose par altération de la fonction
endocrine du pancréas sans augmentation de poids [227].

L'ensemble de ces études révele que 1) la résistance a l'insuline du tissu adipeux
n‘est pas suffisante pour générer un diabete, il faut un contexte aggravant tel que
I'inflammation, ou une augmentation de la concentration plasmatique en glucose et en
lipides 2) perturber la voie de I'insuline au niveau du foie, du pancréas, du muscle et du
SNC est suffisante pour générer un diabéte. L'altération multi-tissulaire de la voie de
signalisation de l'insuline modifie l'activité du foie, qui produit alors plus de glucose ;
I'activité du muscle qui capture moins de sucre ; l'activité du pancréas qui ne sécréte plus
correctement l'insuline et le glucagon et I'activité du SNC qui n’arrive plus a répondre au
contexte hyperglycémique. Ces altérations a terme menent a I'aggravation de la résistance
a linsuline et du diabéte. Cette résistance a linsuline s'accompagne d'une hyper-
glucagonémie aggravant le phénotype de tous les organes impliqués dans le métabolisme

glucidique.

2. Altération du systéme nerveux : probleme de détection du glucose et

neuropathie diabétique

a) La neuropathie diabétique

De maniére globale, la neuropathie est une maladie touchant les neurones et les
nerfs. Elle est caractéristique des types de neurones ou des nerfs qu’elle touche. Elle peut
avoir plusieurs origines : induite par une chimiothérapie, I'alcoolisme ou encore I'infection
du VIH. Encore aujourd’hui, cette atteinte nerveuse est mal diagnostiquée et mal prise en
charge. Les patients atteints sont diagnostiqués trop tard, lorsque la maladie est avancée et
montre ses premiers symptémes. La prévalence dans la population générale est estimée a
9-10%. Dans le cadre du diabéte, plus de la moitié des patients sont atteints de
neuropathie. Pour 70% des patients diabétiques, la neuropathie est polyneuronale : elle
touche tous le SNA (parasympatique, orthosympatique et entérique) mais également le
systeme nerveux moteur. Elle touche préférentiellement les fibres sensitives dans 39% des
cas et affecte surtout les axones plutdt que les corps neuronaux [393]. Elle se caractérise par
une atrophie axonale, une démyélinisation, une baisse de la capacité régénérative, une
inflammation nerveuse et une perte quantitative des innervations distales, en périphérie.
Ceci génére une mauvaise conduction et une perte d’amplitude des signaux nerveux. Elle
est induite par différents mécanismes: la microangiopathie et l'ischémie induite, la
production de protéines glyquées, le stress oxydant, un défaut d'action des facteurs
neurotrophiques, les flux de polyols [394, 395]. Le gain de connaissance sur la mise en place
de la neuropathie a été permis par I'utilisation de modele de rongeurs diabétiques tels que
les rongeurs traités a streptozotocine, les rats Zucker ou les souris db/db et ob/ob.

La microangiopathie caractérise I'altération des capillaires sanguins intra-nerf et elle

est décrite par différentes altérations: un épaississement de la membrane basale des
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vaisseaux, la fermeture des capillaires, des microtromboses, la prolifération des cellules
musculaires lisses et une dégénérescence des péricytes. La diminution du diametre des
vaisseaux et |'épaississement de la membrane basale sont trés précoces dés l'installation
d'une intolérance au glucose. A terme, ces modifications vasculaires sont responsables de
I'ischémie du nerf [396-399]. Ces altérations ont plusieurs origines : un défaut de libération
endothéliale du NO et I'absence de vasodilatation, le stress oxydatif ou les altérations
générées par le flux de polyols. Le NO produit se trouve complexé a des protéines
glyquées limitant alors sa disponibilité et donc son pouvoir vasodilatateur [400, 401]. Les
vaisseaux intra-nerfs sont également plus sensibles a certains vaso-constricteurs comme
I'endothéline [402, 403]. De la méme facon, la viscosité du sang est augmentée due a la
déformation des hématies induite par I'hémoglobine glyquée — hémoglobine ayant fixé de
maniére covalente des molécules de glucose - et l'augmentation de |'agrégation
plaquettaire. Tous ces mécanismes limitent I'apport en Oz des neurones [404].

L'accumulation de polyols dans les nerfs, tel que le sorbitol, est due a une activité
importante de l'aldose réductase exprimée dans les cellules gliales. Le flux de polyols
engendre d'une part des dommages au niveau des cellules gliales et donc de la fonction
axonale et neuronale ; et d'autre part, au niveau des neurones ou il augmente l'activité de la
PKC modifiant l'activité de la pompe Na*/K*. La PKC augmente l'entrée de Na* dans
I'axone modifiant a long terme le potentiel de membrane et donc I'activité des canaux
ioniques. L'ensemble de ces altérations ralentit I'influx nerveux [405-407] . Le niveau
d’expression des canaux ioniques puis la conductivité des neurones peut étre aussi modifiée
par les protéines glycosylées ou I'inflammation a bas bruit [408-410]. A terme, les polyols
induisent également une neuro-dégénération mais les mécanismes restent a éclaircir.

Le stress oxydant est délétére pour les neurones et les cellules gliales. Les produits
glycosylés et le flux de polyols sont a I'origine de ce stress [411]. Comme pour les défauts
observés dans les tissus périphériques, on observe la mise en place d'un stress oxydant
important induit par 1) le catabolisme du glucose et la production de radicaux hydroxyles,
d’ions hyperoxydes pouvant se complexer entre eux ou aux lipides ; et par 2) l'inhibition des
protéines détoxifiantes par les protéines glyquées ou méme le flux de polyols. De la méme
maniére, on observe un stress nitrergique important. Le NO se complexe a des protéines
possédant un groupement thiol, 'ADN ou méme l'oxygene, trés cytotoxiques. La NO
synthase (NOS) posséde une activité augmentée, afin d’augmenter la disponibilité du NO
nécessaire a la vasodilatation, au niveau des ganglions et des neurones diabétiques.
Cependant, cette production compensatrice s'accompagne de |‘augmentation de la
nitrotyrosine cytotoxique [411, 412].

Bien que les défauts vasculaires et de conductions apparaissent trés précocement, la
neuro-dégénération diabétique est tres tardive chez I'animal comme chez I'homme. Chez le
rat traité a la streptozotocine, elle apparait apres douze mois de traitement. On observe
alors un réduction de 20% des neurones sensitifs du ganglion spinal dorsal sympathique

[413]. Avant cela, le nombre de neurones et d'axones est conservé. Cependant, les
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phénomeénes apoptotiques apparaissent précocement [414] mais ils sont compensés par les
phénomeénes neurogénératifs. Aprés 12 mois, la surface et le volume du ganglion, le
nombre de neurones par ganglion, la taille et le volume des neurones sont réduits. Au
niveau des fibres, on observe une diminution de I'épaisseur de la gaine de myéline et du
diamétre des axones et du nerf.

Lorsque le diabéte s'installe, les neurones modifient leur profil d'expression pour
répondre au stress. lls expriment rapidement des marqueurs de stress et d'apoptose : la
protéine de stress HSP-27 (heat shock proteins 27), la caspase 3 pro-apoptotique ou la
protéine de détection d’'altération de I'ADN PARP (poly (ADP-ribose) polymérase) [414,
415]. D'autre part, on observe également une modification de I'expression et de I'état de
phosphorylation des neurofilaments engendrant des modifications du cytosquelette du
neurone et de |'axone, de leur conductivité et a terme la neurodégénération [416-419]. On
observe également une modification de I'expression des récepteurs neurotrophiques et de
leurs voies de signalisation (récepteurs au NGF (neuronal growth factor), a l'insuline
partageant la voie de signalisation du NGF, des IGF, du GLP-1, ...) contribuant a terme a la
perte des capacités régénératives [420-422]. La neuro-dégénération est aggravée et
ressentie lorsque la perte des capacités régénératives est présente [423].

La neuropathie détériore de maniere importante la qualité de vie et touche
I'ensemble de I'organisme. En effet, la neuropathie affecte de nombreux organes : le tube
digestif, le systéme cardiovasculaire, le systéme génito-urinaire, I'appareil locomoteur. Les
symptémes associés a la neuropathie autonome diabétique sont multiples : une altération
du transit et de la vidange gastrique (diarrhée, constipation, gastroparesis, nausée,
incontinence...), des défauts cardiovasculaires (tachycardie responsable dans de nombreux
cas du déces [424], hypotension orthostatique, probléeme d’érection, ...), défaut de
régulation de la glycémie, sudation non contrélée, défauts urinaires et sexuels,
hypersensibilité (la marche devient douloureuse, intolérance a I|'exercice) ou une
hyposensibilité, perte des réflexes moteurs et de la posture, malaise hypotensif
orthostatique, défauts hormonausx, ...

La neuropathie diabétique participe également a I'aggravation de la maladie et de
I'altération du métabolisme glucidique : la gastroparesis (entrée continue, lente et non
régulée des nutriments dans le duodénum), des problémes de transit et d'absorption de
glucose, la perte de détection des nutriments par I'axe nerveux périphérie-cerveau et du
glucose au niveau intestinal, I'aggravation des altérations du métabolisme par perte du

contréle central.

b) La détection du glucose altérée au niveau central

Au cours de |'obésité et du diabéte, une inflammation a bas bruit s’installe. Par les
mémes mécanismes qu’en périphérie, elle altere des fonctions au niveau neuronal et central
en activant des voies inflammatoires notamment la voie IKK/IxB/NF-xB [425]. Le TNFa
semble également jouer un réle déterminant dans l'inflammation hypothalamique et les
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dérégulation périphériques associées au DT2 [426]. De la méme maniere, sous |'induction
des acides gras libres saturés, les cellules gliales, particulierement la microglie
(macrophages du SNC), s'enflamment et transmettent des messages de stress aux neurones
hypothalamiques [427]. De plus, 'ingestion d'un régime gras altéere la fonction des neurones
du noyau ARC en augmentant les transmissions nerveuses inhibitrices entre les neurones
POMC et NPY, en diminuant le nombre de synapses et en activant I'inflammation de la
microglie qui affecte l'intégrité de la BHE [428]. Enfin, le stress du RE dans les neurones
semble aussi jouer un réle déterminant dans la dysfonction neuronale: il dérégule
I'noméostasie calcique, engendre un stress oxydatif, active des voies inflammatoires et
produit des molécules cytotoxiques [429].

L'inflammation et le stress des neurones hypothalamiques ont une influence sur les
fonctions périphériques. En effet, le stress du RE, la voie IKK/IkB/NF-kB ou encore le TNFa,
au niveau hypothalamique, engendrent une sur-activation sympathique responsable d’'une
dérégulation de la fonction cardiovasculaire (augmentation de la pression sanguine) et des
fonctions métaboliques (sensibilité a l'insuline, néoglucogenése hépatique, ...) [430, 431].
L'inhibition de la voie IKK/IkB/NF-kB au niveau de I'ARC ou l'inhibition des récepteurs
adrénergiques au niveau périphérique améliore l'intolérance au glucose induite par un
régime gras [431]. De plus, cette sur-activation sympathique induite par l'inflammation est
responsable de la perte de la premiére phase de sécrétion de l'insuline, la sympathectomie
étant suffisante pour stopper cette altération [190]. Des travaux ont montré que l'apeline,
sécrétée entre autres par le tissu adipeux et augmentée au cours du diabéte [432], via la
production d’ERO et l'activation de NF-kB au niveau central, induit en périphérie des
dérégulations comparables a |'obésité et au diabéte, comme [‘augmentation de la
production hépatique de glucose, I'hyperinsulinisme ou la résistance a I'insuline. L'inhibition
de la production des ERO est nécessaire pour diminuer les altérations métaboliques [433].
L'inflammation et le stress neuronal au niveau hypothalamique peuvent étre également
induits par un défaut autophagique [434]. Comme en périphérie, |'activation de TLR4 par les
lipides induit une inflammation hypothalamique et des défauts métaboliques en périphérie
tandis que son inhibition limite la surnutrition menant a I'obésité et la résistance a l'insuline
[435]. Enfin, les souris IRS2 déficientes, diabétiques, montrent une inflammation
hypothalamique et une altération des fonctions métaboliques de l'insuline en périphérie. De
la méme maniére, l'invalidation du récepteur a l'insuline au niveau du VMH et de I'ARC
dérégule la fonction endocrine du pancréas et la fonction néoglucogénique du foie [227,
228]. Ces derniéres études mettent en évidence qu’hormis le stress nutritionnel, la
résistance a l'insuline est suffisante pour générer un stress, une inflammation
hypothalamique et des dérégulations périphériques [436].

Finalement, I'inflammation du SNC induite par une nutrition déséquilibrée modifie la
morphologie du noyau ARC, induit une augmentation du nombre d’astrocytes et une
augmentation de la couverture gliale par neurones mais également |'augmentation de

I'expression des transporteurs au glucose, GLUT et au lactate, MCT [437]. Ces effets
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seraient responsables de défauts en périphérie comme I'augmentation de la masse de tissu

adipeux et de la prise alimentaire [438].

3. Tube digestif et rein : augmentation de I'absorption et de la

production du glucose

L’enrichissement en sucre de I'alimentation et dans le sang induit I'augmentation de
I'expression des transporteurs au glucose (SGLT, GLUT) au niveau des épithéliums
intestinaux et rénaux.

Au niveau intestinal, I'expression de SGLT1 est augmentée lorsque le régime est
enrichi en sucre [264]. Les souris KO pour la protéine RS1, impliquée dans les mécanismes
d’endocytose et d’exocytose régulateurs de |'activité de SGLT1, développent une obésité
associée a une hyperphagie et une augmentation du transport intestinal de glucose [271].
L'’ARNm de GLUTS5 et l'absorption du fructose augmentent sous régime enrichi en fructose
[264]. Enfin, la présence de glucose luminal augmente également |'expression de GLUT2 et
son activité [264, 439]. Or, le fructose, tout comme le glucose, est délétere puisqu’en exces,
ils deviennent des substrats clés de la lipogenese et participent donc a |'aggravation du
contexte lipidique. Ainsi, seul I'enrichissement en sucre d'un régime alimentaire est suffisant
pour augmenter |'absorption du glucose. Chez des rats diabétiques, I'absorption du glucose
est augmentée dans l'intestin gréle car SGLT1 et GLUT2 sont plus exprimés et plus actifs.
De plus, cette augmentation d’expression touche a la fois le duodénum mais également les
parties plus distales de l'intestin : le jéjunum et I'iléon [440, 441]. Chez I'homme diabétique,
au niveau de l'intestin gréle, on observe une augmentation protéique de SGLT1 et des
GLUT et une augmentation de I'’ARNm codant GLUT2, SGLT1 et GLUTS5 [270]. Il a été
également observé une hyperplasie mucosale avec une augmentation du nombre
d’entérocytes matures augmentant ainsi la surface d'absorption des nutriments [442, 443].
De la méme maniere, il a été observé une augmentation de la perméabilité intestinale au
cours du diabete, favorisant le transport transépithélial du glucose et a terme la
détérioration de la tolérance orale au glucose [444].

Comme au niveau du foie, la néoglucogenése intestinale est dérégulée au cours du
diabéte. Chez des rats rendus diabétiques par traitement a la streptozotocine, |'expression
de la G6P intestinale est augmentée de 6 a 8 fois et I'activité de 300 fois [285].

Au niveau du rein d’animaux ou de patients diabétiques, la réabsorption du glucose
est augmentée : les transporteurs SGLT et GLUT sont plus exprimés et plus efficaces [293,
445, 446] notamment sous l'induction de |'hyperglycémie, des voies intracellulaires
dépendantes des ERO ou de NF«kB. La quantité de glucose réabsorbée est dépendante de
la capacité maximale de réabsorption du rein dépendante elle-méme de la saturation des
transporteurs au glucose. Cette capacité maximale est augmentée au niveau du rein
diabétique (350mg/min versus 420mg/min) [447] notamment parce que le nombre de
transporteur et leur activité sont augmentés. Bien que cette capacité soit augmentée, cela

ne permet pas de réabsorber tout le glucose filtré, le sucre se retrouve dans les urines.
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Chez des animaux ou des patients diabétiques, il y a aussi une augmentation du
glucose libéré par le rein en période de jeline, notamment due a l'augmentation de
I'expression et de I'activité des enzymes impliquées dans la néoglucogenese (G6P, PEPCK,
...) [448, 449]. On estime que la néoglucogenese hépatique augmente de 30% alors que
celle du rein augmente de 300% [450]. La néoglucogenése rénale est régulée par I'insuline
ou encore les catécholamines mais pas par le glucagon [299]. Ainsi, les causes de
I'augmentation de la néoglucogenése rénale sont multiples : la résistance a l'insuline,
I'augmentation des acides gras libres stimulant les voies néoglucogéniques (expression de

génes) mais aussi 'augmentation des substrats néoglucogéniques [451].

4. Conclusion

Le DT2 est induit de maniere nutritionnelle. Depuis, plusieurs années on |'associait a
une obésité viscérale. Aujourd’hui, nous voyons apparaitre une nouvelle forme de DT2 non
associé a I'obésité. La qualité des acides gras et la localisation du tissu adipeux sont deux
éléments clés dans le développement de la pathologie métabolique. Les acides gras saturés
semblent étre a |'origine des processus inflammatoires et des stress intracellulaires altérant
la voie de signalisation a l'insuline au niveau des tissus. Ce défaut d'action de l'insuline
affecte le tissu adipeux en modifiant la gestion de la lipolyse. Ceci engendre une
hyperlipidémie importante et néfaste. De la méme maniére, le foie, le muscle, le SNC sont
touchés aussi par le défaut d'action de l'insuline et participent alors a I'augmentation de la
glycémie. Comme le foie, le rein et lintestin produisent plus de glucose par
néoglucogenése mais sont aussi capables d'en absorber plus. Le contexte hyperglycémique
s'installe. Le défaut d'action de l'insuline est aggravé par I'augmentation de la sécrétion de
glucagon. La cellule B essaie de pallier ces défauts en augmentant la sécrétion d'insuline.
D'autre part, le contexte hyperlipidémique et hyperglycémique associés au stress
inflammatoire généré par le tissu adipeux et a terme par les autres tissus détériore les
réponses cellulaires : induction de voies inflammatoires et de stress; stress oxydatif,
mitochondrial et du RE. Ces altérations ménent a 'apoptose des cellules notamment des
cellules B responsable de l'insulinopénie et de linsuffisance pancréatique mais aussi
I'apoptose des cellules nerveuses responsable de la neuropathie. La neuropathie a son tour
participe a |'aggravation de I'état diabétique en limitant la communication périphérie-

intestin-périphérie, mais aussi en étant responsable des défauts cardiovasculaires.
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VI. Chapitre 3 : L'intestin et les incrétines

Au cours des deux premiers chapitres, nous avons vu que la cellule nécessite, pour
vivre, du glucose afin de produire de I'énergie et se reproduire. En passant d'une cellule
unique aux organismes pluricellulaires, des systemes se sont mis en place afin de réguler le
taux de glucose a proximité de chaque cellule : un liquide de transport (le sang), des
systéemes hormonaux de régulation (insuline et glucagon) et des espaces de stockage (foie,
muscle, tissu adipeux). La glycémie est donc un paramétre ou différents organes, différents
acteurs moléculaires, nutritionnels ou hormonaux entrent en jeu. Le déréglement de
certains d'entre eux peut engendrer de graves conséquences et générer les maladies
métaboliques telles que le DT2. Le tube digestif, allant de la bouche a I'anus, est le seul
organe permettant I'entrée des nutriments d’origine exogéne. Etant en contact avec
I'extérieur, il constitue un organe tissulaire hautement diversifié : il peut détecter des stimuli
grace aux neurones et aux cellules endocrines, se protéger grace au systeme immunitaire,
et tirer le maximum de I"énergie contenu dans I'alimentation grace a une symbiose avec une
population microbienne. Pour son unicité sur l'apport d’énergie exogene, par ces
différentes fonctions absorptives, sensitives ou immunitaires, son implication dans la
régulation du métabolisme énergétique et dans les pathologies associées est non
négligeable.

De plus d'un point de vue ancestral, l'intestin est I'organe qui a été mis en place en
premier pour faciliter et optimiser |'apport en nutriments. D’ailleurs, I'ensemble des organes
se sont développés a proximité de ce dernier: les systemes nerveux, le squelette, le
systeme circulatoire et respiratoire. Au fil de ['évolution, |'appareil digestif s'est
compartimenté puis complexifié. Chez les Vertébrés, on distingue I'cesophage, |'estomac,
I'intestin gréle et le coélon. Ces différentes parties peuvent varier suivant le type
d'organisme : herbivore, carnivore, et omnivore. Chez I'homme et chez les rongeurs,
I'intestin gréle est subdivisé en différentes parties: le duodénum, le jéjunum et I'iléon.

L'intestin est le lieu de réception et d’absorption des aliments digérés par I'estomac.

A. L'intestin, glande neuroendocrine

1. Introduction

L'intestin est I'un des organes les plus primitifs mais aussi I'un des plus diversifiés
d’un point de vue cellulaire. Il contient des cellules épithéliales, des cellules endocrines, des
cellules immunitaires, des cellules musculaires, des cellules nerveuses et méme des cellules
procaryotes. Trés longtemps, il a été attribué a l'intestin un réle primaire d'absorption des
nutriments. En fait il s'agit d'une véritable machinerie (Figure 6) :

- Au contact du milieu extérieur, il est non stérile. Il possede donc plusieurs lignes de
défense : un épithélium plus ou moins hermétique, étanche, un mucus protecteur, des

cellules de limmunité innée et acquise organisées en organes lymphoides
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secondaires, présentes dans la lamina propria sous-jacente a I'épithélium ou insérées
dans I"épithélium.

Il est colonisé par des bactéries en relation de symbiose avec I'héte, le microbiote :
par sa nutrition, I'héte lui apporte les substrats essentiels qu’il métabolise en
molécules nécessaires a |'hdte. L'intestin constitue également un lieu protégé
regroupant des conditions optimales pour la survie et la prolifération microbienne.

Par son réle d'absorption des nutriments, il est capable de communiquer avec le reste
de I'organisme pour le préparer a une arrivée massive d'éléments nutritifs. Pour cela, il
possede un systeme endocrinien, des innervations sympathiques et parasympathiques
lui permettant de communiquer avec le cerveau et un systéme nerveux qui lui est
propre, le SNE.

Un systéme musculaire pour faciliter I'absorption et I'élimination des déchets qui est
contrdlé par les innervations de I'intestin.

Une vascularisation trés dense a la fois sanguine et lymphatique pour permettre le
drainage des nutriments, des cellules immunitaires ou des hormones.

La détection de |'état du tissu (inflammation, état nourri-a jeun, douleurs, ...) est

dépendante de trois systemes : les neurones afférents, les cellules entéro-endocrine et le

systéme immunitaire. Par ces trois éléments, I'intestin communique au reste de |'organisme

les informations essentielles sur son état physiologique. Il a été démontré que ce réseau

cellulaire informatif était le plus dense de I'organisme [452] : il contient 20% de neurones

afférents (sensitifs) (10 neurones intrinséques, qui lui sont propres et 50 000 neurones

extrinseques, qui lui sont extérieurs), il sécréte une vingtaine de neuro-hormones par

I'intermédiaire de milliers de cellules entéro-endocrines et il est protégé par 70-80% des

cellules immunitaires contenues dans le corps humain.
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2. Le systéme épithélial et entéro-endocrinien

a) L’épithélium intestinal : fonction d’absorption et d’étanchéité

Pour séparer le milieu extérieur du milieu intérieur, l'intestin dispose d'un épithélium
monocouche et polarisé avec un péle apical riche en microvillosités au contact du lumen et
un poéle basal au contact du milieu intérieur. Il participe d'une part, a |'absorption des
nutriments, des électrolytes et de I'eau et puis d'autre part, il garantit I'étanchéité du milieu
intérieur vis a vis du milieu extérieur contenant des antigénes ou des xénobiotiques
provenant des aliments ou des micro-organismes et de leurs métabolites. Pour assurer ces
deux fonctions, les cellules épithéliales sont liées entre elles par des jonctions plus ou moins
laches et perméables, les jonctions serrées. L'absorption des nutriments se fait de maniére
transcellulaire (a travers la cellule) ou paracellulaire/transépithéliale (entre les cellules). Le
transport transcellulaire implique que les cellules épithéliales possédent des transporteurs
spécifiques au glucose et aux autres sucres simples, aux différents lipides (acides gras,
stérols, ...), aux acides gras a chaine courte (AGCC) - produits par la fermentation
bactérienne, aux peptides et aux acides aminés, aux vitamines ou aux électrolytes, au
niveau apical et basal. L'absorption de ces molécules est différentielle suivant I'axe bouche-
anus. Comme vu précédemment, les sucres sont absorbés principalement au niveau du
duodénum. Le glucose et le galactose sont absorbés essentiellement au niveau du
duodénum et au début de jéjunum gréce au complexe SGLT1/GLUT2 et le fructose gréce
au complexe GLUT5/GLUT2 [453]. Les électrolytes sont absorbés tout le long du tractus
digestif via le canal a Na*, ENaC, la pompe Na*/K* ou encore le canal CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator). Les AGCC, via MCT ou SMCT (sodium
monocarboxylate transporter, couplage avec du Na*) sont absorbés principalement au
niveau du coélon [454, 455]. Les acides gras libres et le cholestérol sont absorbés
principalement au niveau du jéjunum par respectivement les transporteurs de type FATP,
FABP, CD36, ... et les transporteurs NPC1/L1 (Niemann-Pick C1-like 1), certains ABC (ATP
binding cassette) et sont libéré par exocytose au péle basal sous forme de chylomicrons
[456-459]. Les acides aminés sont absorbés principalement au niveau du duodénum par
différents transporteurs, suivant leur état ionique, en symport, en antiport avec le Na* ou le
Cl'; ou en uniport [460]. En plus d'étre absorbés, ces nutriments peuvent également activer
des protéines senseur localisées au niveau du péle apical. Ils stimulent ainsi des voies de
signalisations intracellulaires. Lorsqu'ils ciblent des cellules entéro-endocrine (CEE), ils
induisent la sécrétion d’hormones. Cet aspect sera décrit par la suite.

Les nutriments peuvent aussi étre absorbés de maniére paracellulaire ou
transépithéliale, ce transport est dépendant de I'activité des protéines d’adhérences dont
les jonctions adhérentes, les desmosomes et les jonctions serrées (occludine, claudine, ZO-
1). L'activité de ces jonctions garantit également |'état prolifératif des cellules épithéliales et
I'intégrité de I"épithélium et limite l'intrusion d'éléments extérieurs (antigenes bactériens ou

alimentaires, micro-organismes, ...). Pour ces raisons, leur expression et leur activité sont
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finement régulées par les nutriments, le systeme immunitaire, les bactéries, les hormones, ...
La glutamine et le tryptophane restaurent I'imperméabilité intestinale notamment chez les
personnes stressées et les animaux présentant une endotoxémie — augmentation du taux
plasmatique de fragments bactériens — caractérisés par une perméabilité intestinale accrue.
Il a été observé également qu’une privation en glutamine favorisait la perméabilité
intestinale [461-464]. Les acides gras libres insaturés modulent également cette
perméabilité tout comme les AGCC [465, 466]. De la méme fagon, les cytokines et les
cellules immunitaires intestinales modulent la perméabilité intestinale. Le TNFa et
I'interféron v (IFNY), produits entre autres par les cellules immunitaires CD4*, augmentent la
perméabilité intestinale [467-469] tandis que I'IL10 anti-inflammatoire promeut son
imperméabilité. En effet, les souris invalidées pour I'lL10 possédent une perméabilité
augmentée et une forte inflammation des tissus [470]. Les hormones et certains
neurotransmetteurs intestinaux sont aussi capables de moduler la perméabilité intestinale.
On distingue la 5-HT qui favorise la translocation de fragments bactériens via son récepteur
le 5-HTsr [471], le GLP-2 qui favorise l'imperméabilité intestinale sous l'influence des
bactéries intestinales [472] et enfin le NO, produit par les cellules immunitaires,
endothéliales et nerveuses, qui diminue la perméabilité intestinale et donc la translocation
bactérienne [473].

Les bactéries présentes dans le lumen semblent déterminantes dans le contréle de la
perméabilité intestinale. L'infection intestinale par certaines bactéries pathogénes stimule
I'augmentation de la perméabilité afin de faciliter leur entrée dans I'organisme et donc
I'infection [474]. Les bactéries commensales, quant a elles, sont nécessaires au maintien de
I'imperméabilité et de l'intégrité de I'épithélium. En effet, des souris entierement stériles
dites souris axéniques possédent une forte augmentation de la perméabilité tandis que
lorsque leur intestin est recolonisé avec de la flore provenant de souris contréle, la barriere
intestinale devient imperméable [475]. De la méme facon, au cours de maladies
métaboliques, le microbiote intestinal change. Ce changement modifie la perméabilité
intestinale favorisant I'endotoxémie, soit I'augmentation de fragments bactériens dans le
sang et l'augmentation de |'absorption des nutriments [476]. Les traitements antibiotiques
qui détruisent des populations microbiennes intestinales de maniére plus ou moins ciblées,
et les traitements probiotiques, composés de bactéries vivantes bénéfiques pour la
physiologie intestinale, suffisent a restaurer cette fonction intestinale [477-479]. Ce réle du
microbiote sur la perméabilité intestinale dépend des récepteurs bactériens NLR (NOD
(nucleotide oligomerization domain receptor)- like receptor) et TLR (Toll-like receptor) qui
seront traités ultérieurement [476, 480, 481]. Le microbiote peut également influencer la
perméabilité via la production d’AGCC [466].
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b) Les cellules entéro-endocrines, systeme senseur nutritionnel

et bactérien

L'intestin est un organe endocrinien complexe. Les cellules entéro-endocrines (CEE)
sont des cellules épithéliales capables de sécréter des hormones mais elles sont trés peu
représentées au sein de [|'épithélium et leur nombre est estimé a 1% des cellules
épithéliales. Elles posseédent une polarité comme le reste des cellules épithéliales avec un
poble apical riche en microvillosités et un pole basal et sont liées avec leurs voisines par des
jonctions serrées. Les CEE jouent un role déterminant dans la communication entre le lumen
et le reste de I'organisme. Leur principale source de stimulation sont les nutriments présents
dans le lumen : peptides et acides aminés, acides gras libres et glucides simples (glucose,
fructose, galactose, ...). Ces éléments ont pour but d'induire la libération de leurs vésicules
contenant les hormones qui, une fois libérées, vont avoir de multiples roles. Ces stimuli
nutritionnels sont réalisés au niveau apical des cellules et induisent une sécrétion au poéle
basal (la plupart du temps, sauf la 5-HT qui peut étre sécrétée au pdle apical comme au
pble basal) des CEE. Les hormones peuvent étre également libérées en réponse a d'autres
stimuli, au pdle apical comme au péle basal : en réponse a des fragments ou métabolites
bactériens, aux changements ioniques ou de pH mais aussi par des cytokines et des
neurotransmetteurs du SNA. Ces hormones jouent un role important et diversifié dans le
métabolisme et la fonction gastro-intestinale, en modulant la vidange gastrique et le
péristaltisme intestinal, la prise alimentaire, les sécrétions exocrines et endocrines
pancréatiques, les sécrétions exocrines et endocrines gastro-intestinales, I'activité du SNA,
le statut inflammatoire ou encore la production de mucus.

La compréhension des mécanismes des sécrétions entéro-endocrines a été permise
par |"étude in vitro de lignées cellulaires humaines ou murines de CEE telles que les cellules
GLUTag et NC1-H716 pour la sécrétion de GLP-1, les cellules STC-1 pour la sécrétion de la
cholécystokinine (CCK), du GIP et du GLP-1 et de la sécrétine et enfin les cellules BON pour
la sécrétion de 5-HT. De plus, la mise en place de modeéles transgéniques de souris
exprimant une protéine fluorescente sous les promoteurs des différentes hormones a
permis d'isoler les CEE provenant de la souris (cellules L, K, | et X/A) et d’en faire des
cultures primaires [482-484]. La compréhension des mécanismes d’action des hormones a
été permise par I'étude de modeles murins invalidés pour I'hormone ou son récepteur et
également, chez 'homme, par |'étude des effets de tumeurs entéro-endocrines touchant les
CEE.

Les nutriments, les ions, les différents godts, les fragments ou les métabolites
bactériens activent des protéines senseurs, les récepteurs spécifiques localisées au niveau
du poéle apical des CEE (Figure 7). Ces senseurs peuvent étre des canaux ioniques ou des
récepteurs couplés aux protéines G. lls stimulent ainsi des voies de signalisation
intracellulaires impliquant le Ca®* nécessaire aux mécanismes d’exocytose et de sécrétions,

soit par changement du potentiel de membrane et I'activation de canaux Ca** voltage-
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dépendants, soit en activant la mobilisation du Ca®* provenant du RE, ceci étant dépendant
de I'IP; [485].

Pour les récepteurs aux godts, on distingue les canaux ioniques PKD2L1, sensibles a
I'acide et transportant des protons ; I'ENaC, sensible au salé et transportant le Na*; et les
récepteurs couplés aux protéines G, T1R, T2R sensibles a tous les autres go(ts : amer, sucré
et umami. La détection du glucose se fait de différentes manieres. Les récepteurs couplés
aux protéines G, T1R2 et T1R3, ou récepteur a la gustudicine répondent aux fortes
concentrations de glucose ou aux édulcorants artificiels. In vitro, ces récepteurs stimulent la
sécrétion de GLP-1 et de GIP [486]. Leurs effets in vivo n"ont cependant pas été démontrés
et il est possible que la détection via ces récepteurs induise I'augmentation de I'absorption
du glucose qui stimule a terme la sécrétion des incrétines [486]. La détection du glucose se
fait également par les co-transporteurs glucose/Na*, SGLT1/3 [487, 488]. La détection des
acides aminés et des protéines peut se faire de différentes manieres : 1) par exemple, la
détection de la glutamine se réalise via un co-transport avec du Na* [489]; 2) les di ou
tripeptides via un co-transport avec du H* par PEPT1 [490] ; ces deux derniers modifient le
potentiel de membrane et activent des canaux voltage-dépendants; 3) les récepteurs
couplés aux protéines G sensibles au Ca** extracellulaire, CaSR (calcium sensing receptor),
détectent les acides aminés aromatiques et sont trés présents au niveau des cellules G, D,
|; 4) les récepteurs couplés aux protéines G C6A, GPRC6A, sont sensibles aux acides
aminés basiques et sont trés présents au niveau des cellules G et D; 5) les récepteurs
couplés aux protéines G T1R1/T1R3 sont sensibles aux acide aminés aliphatiques; 6)
finalement, les récepteurs couplés aux protéines G GPR92/93 sont sensibles aux peptides et
stimulent par exemple la sécrétion de CCK. Au niveau des nutriments lipidiques, les acides
gras libres de moyenne a longue chaine carbonée activent les récepteurs couplés aux
protéines G, GPR40 (G-protein coupled receptor 40) (ou FFAR1, free fatty acid receptor 1)
et GPR120. lls stimulent la sécrétion de GLP-1, GIP, CCK, 5-HT ou sécrétine. Ainsi, les golts
et les nutriments stimulent la sécrétion des hormones intestinales par des récepteurs
particuliers que nous venons de citer. Cependant, ils peuvent activer des voies similaires par
leur absorption ou leur métabolisme, via les protéines impliquées dans leur absorption
comme c’est le cas du glucose via SGLT1 et des lipides via CD36.

Les bactéries peuvent également contréler la sécrétion des hormones intestinales
[491]. Chez les souris axéniques, dépourvues de microbiote intestinal, |'expression des
hormones intestinales telles que la CCK, le GLP-1 ou le peptide dityrosine (PYY) et leur
sécrétion sont modifiées [492]. Lorsque les bactéries fermentent, elles produisent des
AGCC capables d'activer des récepteurs couplés aux protéines G tels que FFAR2
également appelé GPR43, sensible au C;-C3 ou FFAR3 également appelé GPR41, sensibles
au Cs-Cs. L'activation de ces deux récepteurs induit la sécrétion de PYY, de GLP-1, de 5-HT
ou de GLP-2 [493, 494]. Le traitement prébiotique constitue le substrat essentiel a certaines
bactéries et ainsi permet leur survie. Les formes de prébiotique les plus utilisées et les plus

connues sont les fibres alimentaires (inuline, fructoligosaccharides (FOS),
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glucoligosaccharides (GOS), polydextrose (PDX) ...) qui, une fois fermentées par les
bactéries spécifiques, induisent la production d’AGCC. Ces prébiotiques, administrés chez
le rongeur, modifient la sécrétion de GLP-1, GLP-2 ou la CCK [472, 495, 496] montrant le
réle essentiel des AGCC dans leur sécrétion. Des fragments de la paroi bactérienne, tels
que les lipopolysaccharides (LPS), peuvent également stimuler la sécrétion d’hormones
intestinales [497-500]. Cet effet passe par les récepteurs TLR, impliqués dans la détection
des fragments bactériens, car ils sont exprimés au niveau des CEE et peuvent moduler leur
sécrétion [497, 501]. Les bactéries peuvent également influencer la sécrétion des hormones
en modifiant I'expression de certains récepteurs aux nutriments comme le récepteur

GPR120 [502]. Par exemple, les souris axéniques possedent des expressions de T1R3,

SGLT1, GPR40, 41, 43, et 120 altérées [492, 503]. Les bactéries peuvent aussi modifier le

contexte cytokinique [500, 504] ou modifier I'homéostasie de EEC [505].

On distingue plus de 20 hormones intestinales différentes sécrétées par plusieurs
types de cellules :

- les cellules L sécrétant le GLP-1, le GLP-2 et le PYY dont le nombre augmente suivant
I'axe antéro-postérieur. La sécrétion de ces hormones est stimulée par de nombreux
nutriments : le glucose, les acides gras mono-insaturés, les golts, les fibres
alimentaires, certains acides aminés ... Elles possédent des réles multiples comme la
stimulation de sécrétion d'insuline, l'inhibition de la prise alimentaire et de la vidange
gastrique, le contréle de la motilité et de la perméabilité intestinale ou "absorption du
glucose. Ces effets s’effectuent par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques comme
le GLP-1r, le GLP-2r ou le récepteur du PYY, de maniére paracrine, endocrine ou
nerveuse via le nerf vague.

- les cellules | présente au niveau du jéjunum sécretent la CCK. La CCK stimule la
vidange de la vésicule biliaire et les sécrétions exocrines du pancréas. Ces actions
permettent la digestion des protéines et des lipides dans l'intestin gréle proximal. La
CCK inhibe la prise alimentaire et la vidange gastrique. Sa sécrétion est induite par les
acides gras libres dont la taille est supérieure a C12, les protéines et les acides aminés
aromatiques. Plus récemment, il a été démontré que les carbohydrates tels que le
fructose pouvaient également stimuler sa sécrétion [506]. Une partie de la CCK peut
étre sécrétée par les neurones intestinaux. Les actions de cette hormone peuvent étre
induites de fagon directe sur les tissus cibles ou indirecte via le nerf vague [507, 508].
Elles sont médiées par le récepteur CCK-1 de forte affinité et CCK-2 de faible affinité.
Le récepteur CCK-1 est particulierement exprimé au niveau du nerf vague, du SNC et
des cellules pancréatiques.

- les cellules G, présentes dans |'épithélium gastrique notamment la partie antrale,
sécretent la gastrine. Cette hormone contréle la sécrétion d'acides gastriques, la
prolifération et la maturation des cellules épithéliales de I'estomac et également la
motilité gastro-intestinale [509, 510]. Sa sécrétion est induite par les protéines et les

acides aminés aromatiques via le récepteur CaSR [511]. D'un point de vue nerveux, le
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nerf vague est capable de stimuler sa sécrétion via I'’Ach et le GRP. Sa sécrétion est
inhibée par le pH acide via l'influence inhibitrice de la somatostatine [512]. La
bactérie, Helicobacter pylori, responsable des ulcéres est également capable de
stimuler sa sécrétion directement ou indirectement via les cytokines produites au
cours de l'inflammation de I'estomac (TNFa, IL1B) suggérant un lien étroit entre le
microbiote et les CEE [504]. Son action est médiée par les récepteurs CCK-1 de faible
affinité et CCK-2 de forte affinité. Son action est essentiellement paracrine.

les cellules entérochromaffines ou cellules EC, présentes tout le long du tractus

digestif, sécretent la 5-HT. L'intestin est la premiére source de 5-HT (95% contre 5%
au niveau du SNC). Dans l'intestin, elle est libérée majoritairement par les cellules EC
et également par le SNE [513]. Elle a été trés étudiée, notamment par le groupe de
Gershon, dans les années 1960, pour son réle essentiel sur la motilité intestinale et la
fonction des neurones entériques. La 5-HT intestinale a de multiples réles : elle
contréle la motilité gastro-intestinale, de I'estomac jusqu’au célon ou les sécrétions
ioniques de |'épithélium intestinal directement ou indirectement via le SNE et le nerf
vague. Sa sécrétion est induite par les nutriments ou les changements de pression au
niveau du lumen. Les récepteurs qu’elle active sont multiples, de type canaux ioniques
ou de type récepteurs couplés aux protéines G. On en distingue 7 différents mais ils
ne sont pas tous exprimés au niveau de lintestin : le 5-HT3 ionique est exprimé au
niveau du nerf vague et du SNE, le 5-HT; au niveau des nerfs sympathiques et des
neurones entériques, le 5-HT4 au niveau des neurones entériques, le 5-HT7 au niveau
de I'hypothalamus. De nombreux travaux attribuent un réle métabolique a la 5-HT
notamment en tant qu’hormone senseur au glucose.

les cellules K sécrétent le GIP. Le nombre de cellules diminue suivant I'axe antéro-
postérieur. Le GIP fait partie du groupe des incrétines. L'hormone inhibe la vidange
gastrique, active la sécrétion d'insuline et favorise la lipogenése. Il régule également
la prolifération et la survie des cellules B et des neurones. Le GIP posséde son propre
récepteur, le GIPr, récepteur couplé aux protéines G. Ce dernier est couplé a la
protéine Gas. Il est essentiellement exprimé au niveau de |'estomac, du pancréas, du
tissu adipeux, du cerveau, de l'intestin gréle ou méme des cellules endothéliales.
L'action de cette hormone se fait essentiellement de facon endocrine. En effet, le nerf
vague n'exprime par le GIPr.

les cellules D, présentes tout le long du tractus digestif (estomac et intestin), sécrétent
la somatostatine. Cette hormone existe sous deux formes, S-14 et S-18, résultantes
d'un clivage post-traductionnelle. Les deux formes sont exprimées par les cellules D
intestinales. Les neurones entériques peuvent également produire la somatostatine.
Sa sécrétion est induite par des régimes riches en gras et en protéines ou par le pH
acide de |'estomac. La bactérie Helicobacter pylori altére 'homéostasie de ces cellules
et donc la sécrétion de I'hormone [505]. Comme au niveau du pancréas, son réle est

de réguler la sécrétion des autres hormones de l'intestin. Elle contréle, de maniéere



directe ou indirecte via les autres hormones intestinales, les sécrétions acides de
I'estomac, les sécrétions exocrines du pancréas, les sécrétions cytokiniques du
systeme immunitaire et |'absorption intestinale. Sa fonction est essentiellement
paracrine. Elle est réalisée par les récepteurs SSTR-2 et SSTR-5 trés exprimés au
niveau intestinal. Il s'agit de récepteurs couplés aux protéines G et notamment Gaii lui
attribuant un réle plutét inhibiteur.

les cellules A ou X, présentes au niveau de l'estomac, sécretent la ghréline. Elles
constituent 20% des cellules endocrines de |'estomac. Une partie de la ghréline peut
étre sécrétée par l'intestin gréle et le célon ou méme des tissus extra-intestinaux. En
effet, retirer I'estomac diminue de 65% la quantité de ghréline présente dans le sang
[514]. Son réle principal est la régulation de la prise alimentaire. D’ailleurs, |'effet de la
gastrectomie, diminuant la quantité de ghréline et donc son action sur la prise
alimentaire, constitue un des bénéfices des chirurgies bariatriques. Elle favorise
également la sécrétion de I'hormone de croissance. Son action est médiée par un
récepteur spécifique, le GHS-1 couplé a une protéine Gag. Son action est directe, sur

I'nypothalamus, ou indirecte, via le nerf vague[515].

Figure 7 : La sécrétion des hormones intestinales. Les hormones intestinales sont sécrétées en réponse a
des stimuli luminaux tels que les nutriments ou les fragments et les métabolites bactériens. La fleche
représentée en rouge et pointillée met en évidence I'influence du microbiote sur la sensibilit¢ de la CEE
aux nutriments. Une fois stimulée, la concentration calcique augmente dans le milieu intracellulaire des
CEE par deux types de mécanismes: un changement de potentiel de membrane et I'activation des
canaux calcique voltage-dépendant ou par mobilisation des réserves calciques du RE. Cette
augmentation calcique induit la sécrétion des hormones au niveau basale qui peuvent induire leurs
actions de maniere endocrine (en rejoignant la circulation sanguine) de maniére nerveuse sur le nerf
vague et enfin de maniére paracrine sur les neurones entériques, les autres CEE ou les cellules
immunitaires. 95




Cette liste d’hormones intestinales constitue une liste non-exhaustive. En effet, on en
découvre encore aujourd’hui. Au sein de linstitut des maladies métaboliques et
cardiovasculaire de Toulouse, il a été démontré que l'apeline, connue pour étre une
adipokine, était également sécrétée par les cellules intestinales en réponse au glucose. Via
son récepteur APJ (apelin receptor), récepteur couplé aux protéines G, elle peut alors
réguler la motricité de I'intestin [516] et également I'absorption du glucose en modifiant
I'expression de SGLT1/GLUT2 [517].

Ces hormones induisent leurs actions de maniére endocrine, par le sang mais
également de maniere paracrine, en agissant sur les afférences extrinseques de l'intestin de
type vagal, sur le SNE, sur les autres CEE ou sur les cellules du systeme immunitaire. Elles
sont également, pour la plupart, sécrétées par des neurones entériques et centraux. Leurs
actions sur - et leurs sécrétions par - le systéme nerveux leur attribuent le réle de neuro-
hormones.

Comme nous venons de le montrer, les hormones intestinales s'influencent entre
elles. La sécrétion de la gastrine est inhibée par la somatostatine et celle de la
somatostatine est activée par la CCK, la gastrine ou la 5-HT. L'apeline induit la sécrétion de
GLP-1 et de CCK [518]. Le GIP influence la sécrétion de GLP-1 [519, 520]. La gastrine
influence la sécrétion des cellules EC. La CCK stimule la sécrétion de GLP-1 [520]. Enfin, la
5-HT inhibe la sécrétion de GLP-1 [520]. Ces influences hormonales permettent de mettre
en évidence qu'un message nutritionnel, en stimulant la sécrétion d'une hormone, peut
influencer de nombreuses fonctions et que les différentes parties de l'intestin peuvent
s'influencer indépendamment du contact direct avec les nutriments. Par exemple, le GLP-1
est sécrété tres rapidement soit quelques minutes apres l'ingestion d’'un repas alors que les
cellules L sont localisées au niveau iléal et colique, donc tres distales. Ceci pourrait
s'expliquer par une boucle hormonale duodéno-iléale activatrice [520]. Les hormones
intestinales sont également sous l'influence d’hormones périphériques telles que I'insuline
ou la leptine [521, 522], mais aussi certains neurotransmetteurs (Ach, GABA, ...) [523, 524]
pouvant étre libérés par le SNE ou les innervations autonomes et enfin des cytokines (IL6,
TNFa, IL1B...) [500, 525, 526]

Au cours des maladies métaboliques, on observe des modifications nutritionnelles,
inflammatoires et nerveuses, mais également microbiennes. Ainsi, la sécrétion et |'action de

ces hormones peuvent donc étre particulierement altérées.
3. Le systeme nerveux entérique

a) La grande diversité de l'innervation intestinale

Le tube digestif, de I'cesophage au rectum, posséde un systéme nerveux qui lui est
propre : le SNE. Le SNE constitue une des branches du SNA. Au cours du développement
embryonnaire, il se développe a partir des cellules embryonnaires et pluripotentes de la

créte neurale, d’origine ectodermique, située au-dessus du tube neural. Le tube neural est a
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I'origine du SNC et de la moelle épiniere. En empruntant différentes voies de migration et
donc de différentiation, elles donneront, entre autre, le SNE et les autres parties du SNA,
des cellules endocriniennes ou des mélanocytes [527]. Le SNE contient quelques dizaines a
quelques centaines de millions de neurones suivant le type de mammiferes.

Tout comme le reste du SNA, il est composé de neurones sensoriels (afférents),
moteurs et/ou sécréteurs (efférents). Les neurones entériques sont en étroite relation avec
des cellules gliales et se regroupent en ganglions. L'ensemble des cellules constituant le
ganglion est entouré d'une membrane basale protectrice et se trouve a proximité de
vaisseaux sanguins. Cette organisation et cette structure pourraient étre comparées a la
BHE au niveau cérébral.

Décrit au cours du 19°™ siécle par les scientifiques Meissner, Billroth et Auerbach,
les neurones entériques sont organisés en deux plexi ganglionnaires, possédant chacun
leurs propres réles. L'un est trés proche de |'épithélium et du systéme immunitaire, puisqu'il
est localisé dans la lamina propria, et possede a la fois une réle sensitif (détection des
changement luminaux) et un réle moteur (contréle des cellules épithéliales, immunitaires et
vasculaires). Il est appelé plexus sous-muqueux ou de Meissner. Le second plexus est le plus
développé et plutdét moteur, situé entre les deux couches de cellules musculaires lisses,
circulaires et longitudinales. Il est appelé plexus myentérique ou plexus d’Auerbach (Figure
6). Les cellules musculaires longitudinales sont faiblement innervées en comparaison des
cellules musculaires circulaires. Ainsi, leur contraction se fait par diffusion des
neurotransmetteurs dans le milieu interstitiel, par les jonctions GAP qui relient le cytoplasme
des cellules, et méme par les cellules de Cajal. Ces cellules sont a l'interface entre les
myocytes et les neurones et constituent un véritable réseau. Elles sont riches en dendrites et
ramifications réalisant une interaction forte, via des jonctions serrées, entre les neurones et
les myocytes. Comme observé au niveau du nceud atrial cardiaque, ces cellules servent de
cellules « pacemaker », assurent des contractions continues et lentes de lintestin lui
attribuant un rythme électrique de base qui peut varier suivant les parties de |'intestin. Ces
activités « pacemaker » sont assurées par l'ouverture et la fermeture de canaux voltage-
dépendants. Chez les gros mammiferes comme I'homme, on peut identifier deux types de
plexus sous-muqueux, |'un est le plexus de Meissner, plexus sous-muqueux interne proche
la muqueuse et le second est le plexus de Schabadash, plexus sous-muqueux externe,
proches des muscles circulaires.

En plus de cette innervation qui lui est propre, comme tous les organes
périphériques, le tube digestif posséde également des innervations afférentes et efférentes
issues du SNA appelées les innervations extrinséques. Elles sont d’origine sympathique,
émises par le chaine pré-ganglionnaire via les nerfs splanchniques, ou d'origine
parasympathique, émise par les ganglions nodaux via le nerf vague et/ou le ganglion sacral
via le nerf sacré. La chaine ganglionnaire sympathique émet ses projections nerveuses de
I'cesophage au cblon alors que le nerf vague émet sur toute la partie intestinale au-dessus

du caecum et le nerf sacré en deca. Les innervations extrinseques motrices agissent
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directement sur les cellules nerveuses entériques, musculaires, immunitaires, entéro-
endocrines et épithéliales de l'intestin. Les innervations extrinseques sensitives innervent
I'ensemble des tissus de l'intestin et peuvent réceptionner tous les signaux du tractus
digestif d'origine nutritifs, hormonaux, microbiens ou cytokiniques. Les innervations
extrinseéques sont observables dans la lamina propria et insérées dans [|'épithélium
permettant au cerveau de s'informer directement de ce qui se passe au niveau de
I"épithélium intestinal et dans le lumen. On estime que 75% des innervations extrinseques
sont d’origine sensitive plutét que motrice (Figure 6).

L'existence du SNE et son autonomie vis a vis du SNC ont été suggérées par les
premiéres expériences de contractilité intestinale sur un intestin gréle isolé, réalisées par
Bayliss et Starling en 1899. En isolant I'organe et en le mettant dans un milieu de survie, les
mouvements de contraction de l'intestin sont maintenus suggérant qu'il existe un voie
nerveuse réflexe au sein de la paroi intestinale [528]. Au début du 20°™ siécle, J.N. Langley,
stimulant les innervations extrinseques autonomes d’un intestin isolé, a suggéré que les
contractions intestinales étaient sous le contréle des autres branches du SNA [529] et a
confirmé chez le chat et le lapin la these de Bayliss et Starling [530]. Malgré ces différents
travaux attribuant a l'intestin I'existence d'un systéme nerveux qui lui est propre, au cours
des années 60, on les décrivait comme étant des neurones post-ganglionnaires du SNP et
du SNS. Ceci n'a rien d'aberrant, en 1973, Le Douarin et Teillet ont montré qu’en réalité, au
cours du développement embryonnaire, la majorité des neurones de I'intestin gréle migrent
de la créte neurale vagale ou de la créte du tronc et que les neurones du célon dérivent de
la créte neurale sacrale [531] montrant une origine embryonnaire commune entre le SNS, le
SNP et le SNE. Cependant, au cours de ces mémes années, Burnstock a été décrit une
population de neurones Non Adrénergiques et Non Cholinergique : les neurones NANC.
Ceci a permis de réfuter définitivement la thése que les neurones entériques étaient des
neurones post-ganglionnaires du SNS et du SNP, décrits comme sécrétant ces deux types
de neurotransmetteurs.

A partir des expériences de Burnstock et jusqu'a la fin du 20°™siécle, la découverte
des différentes catégories de neurones intestinaux et de leurs fonctions a été réalisée a
I'aide de différentes techniques [532, 533]: l'immunohistochimie pour définir les
neuropeptides qu'ils sécrétent ou leur morphologie, I'électrophysiologie pour caractériser
leurs excitabilités, des lIésions neuronales et le tragcage rétrograde des projections
neuronales pour étudier leurs communications avec le SNC ou encore des injections
intracellulaires de sondes marquées. Ces neurones entériques et ces innervations
extrinseques sont de différents types [533, 534] :

- les neurones efférents moteurs des muscles circulaires et longitudinaux, activateurs ou
inhibiteurs : ils contrélent la motricité segmentaire et le péristaltisme intestinale,

- les inter-neurones ascendants (dirigés vers la bouche) et descendants (dirigés vers
I"anus) qui forment une chaine communicante, de haut en bas du tube digestif, et qui

contrélent la motricité bucco-anale et le péristaltisme de l'intestin,
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- les neurones efférents sécréto-moteurs et vaso-moteurs : ils contrélent les sécrétions
et les absorptions de I'épithélium et la vasomotricité des artérioles intestinales,

- les neurones afférents mécano-senseurs et chémo-senseurs (IPAN, intrinsic primary
afferent neurone) sensibles aux nutriments, aux ions, au pH et aux distensions
mécaniques.

- les neurones afférents intestino-fugaux (IFAN, intestinofugal afferent neurone)
capables d'émettre des projections nerveuses au niveau du pancréas [535], de la
vésicule biliaire, et de certains ganglions autonomes [536-538].

- Les afférences et les efférences extrinseques autonomes (SNP et SNA) de I'intestin.

Comme les neurones du SNC, du SNP et du SNS, les neurones entériques libérent
leurs vésicules chargées de neurotransmetteurs - dites pré-synaptiques - suite a |'activation
de canaux Ca’* voltage-dépendant, ils induisent des potentiels d’action post-synaptiques,
inhibiteurs ou activateurs. On distingue deux types d’excitations post-synaptiques : rapides
induites par I'Ach ou méme comme plus récemment montré, par la 5-HT et lentes qui
permet d’optimiser |'excitabilité des neurones & d'autres signaux post-synaptiques. Il existe
également les inhibitions post-synaptiques. Elles sont hyperpolarisantes et lentes et
diminuent le pouvoir excitateur d'autres signaux post-synaptiques. Enfin, il existe aussi les
signaux auto-inhibiteurs ou inhibition pré-synaptique permettant le rétrocontréle de la
sécrétion des neurotransmetteurs.

Pour induire ces différentes fonctions, les neurotransmetteurs sont assez diversifiés
au niveau intestinal [533]. De maniéere globale, les neurones sécrétent principalement I’Ach
activatrice - ils sont alors positifs pour I'acétylcholine transférase (ChAT, choline
acetyltransferase) - et le NO inhibiteur - ils sont alors positifs pour I'enzyme de synthése du
NO, la nNOS (neuronal nitric oxyde synthase). Dans certains cas, leurs vésicules de
sécrétions contiennent d'autres neuro-transmetteurs un peu moins représentés dits
neurotransmetteurs secondaires tels que le VIP, la 5-HT, les purines (ATP), PACAP, les
tachykinines, la somatostatine, ... Les neurones moteurs activateurs des muscles entériques
libérent pour la plupart de I’Ach comme neurotransmetteur primaire et induisent leur action
via des récepteurs muscariniques. L'inhibition de ces récepteurs impacte de facon
importante la motilité intestinale [539]. Les tachykinines (substance P, neurokinine A, ...)
sont les neurotransmetteurs secondaires co-sécrétés avec |'Ach, leur inhibition ayant des
effets modestes sur la contractilité. La tachykinine joue le role de rétrocontréle inhibiteur sur
ces neurones moteurs excitateurs. Les neurones inhibiteurs de la contraction des muscles
entériques sécretent essentiellement le NO [540, 541]. L'inhibition de la production de NO
n‘impacte pas totalement l'inhibition du péristaltisme : en réalité, les purines de type ATP,
le VIP, le PACAP ou le CO (monoxyde de carbone) sont capables aussi de ralentir le
péristaltisme [533, 542, 543]. Les inter-neurones ascendants sont essentiellement
cholinergiques alors que I'on distingue trois types d'inter-neurones descendants: 1) les
neurones positifs pour la ChAT, la NOS et le VIP impliqués dans la motilité intestinale

locale, 2) les neurones positifs pour la ChAT et la somatostatine impliqués dans la
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conduction du signal myo-électrique de la bouche vers I'anus et 3) les neurones positifs
pour la ChAT et la 5-HT, impliqués plutot dans les réflexes sécréto-moteurs [533]. Les
neurones chemo-sensibles, présents au niveau des plexi sous-muqueux et myentériques,
sont activés de maniéere continue par le pH, les modifications ioniques, certains fragments
ou métabolites bactériens ou les nutriments, de maniere directe ou indirecte via les
hormones intestinales [544-547]. Ceci se fait uniquement par |'épithélium intestinal : en
effet, 'activité des neurones est maintenue bien qu'il n'y ait aucun stimulus appliqué. Par
contre lorsque la muqueuse est retirée, alors les potentiels d'action cessent [548]. Les
neurones mécano-sensibles sont présents au niveau du plexus sous-muqueux comme
myentérique et sont activables lorsqu’un stress mécanique est appliqué sur la muqueuse
[545], ou par le péristaltisme intestinal [549]. Les neurotransmetteurs primaires des IPAN
sont les tachykinines et I’Ach [533]. Les neurones sécréto- et vaso-moteurs permettent les
sécrétions ioniques et endocrines de I'épithélium intestinal mais aussi le contréle de la
vasomotilité des artérioles sous-jacentes. Ils sont de deux types : cholinergique et sécréteur
du VIP. Dans ce type de neurones, les neurones cholinergiques peuvent également sécréter
le neuropeptide Y plutdét vasomoteur ou la calretinine plutot sécrétomotrice. Ainsi, suivant
leurs fonctions, les neurones possédent des neurotransmetteurs primaires mais également
secondaires différents leur attribuant a la fois une spécificité mais également une diversité
d’action.

Finalement, le SNE semble former un second cerveau, unique par sa proximité avec
le monde extérieur, le monde microbien, un épithélium endocrinien et absorptif et, un
systeme immunitaire trés représenté et actif. Son but est d'informer les SNC et de contréler
les différents acteurs présents au niveau de l'intestin (muscles, vaisseaux, épithélium), en
réponse a différents changements locaux, via une pléiade de neurotransmetteurs. De plus,
les deux plexi — sous-muqueux et musculaire, dont les fonctions sont bien distinctes —

communiquent entre eux pour le contréle des fonctions intestinales et périphériques.

b) Réle moteur du systeme nerveux entérique: contréle du

péristaltisme, des sécrétions, de |'absorption et de I'immunité

Suivant la zone du tube digestif, la proportion entre le SNS, le SNP et le SNE pour le
contréle du péristaltisme peut varier. Par exemple, I'cesophage, dont le réle principal est
d’'évacuer le chyme vers 'estomac par péristaltisme, n’est pas innervé comme l'intestin. En
effet, de par sa fonction, il contient sur sa partie haute des muscles striés dont I'activité
dépend essentiellement des neurones vagaux bien qu'il possede un SNE structurellement
fonctionnel. Détériorer le nerf vague revient a induire une paralysie de I'organe [550]. Le
role du SNE dans cette fonction s’est perdu au cours de |'évolution parallélement a la
céphalisation. Ce méme phénomene est observé au niveau stomacal : bien que l'organe et
le pylore soient innervés par le SNE, leur fonctionnalité dépend essentiellement d'un réflexe
vago-vagal. L'implication du SNE dans les mouvements de brassage et de contraction de

I'organe est tout de méme suggéré mais difficile a démontrer [551]. Cependant, pour
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I'intestin gréle et le coélon, I'implication du SNE dans le péristaltisme est clairement
démontrée et définie. Au sein de lintestin gréle, on distingue différents types de
mouvements induits par la stimulation des différents types de muscles par le SNE. La
propulsion orthograde désordonnée et irréguliere définit le vrai péristaltisme et s’effectue a
I"état nourri. La propulsion orthograde lente s’effectue entre les repas, en période de jeline
et permet d'évacuer les derniers déchets et de limiter la croissance bactérienne. La
segmentation prandiale correspond au mouvement de mélange et de brassage au cours du
repas. Enfin, la rétropulsion définit les vomissements. Ces mouvements peuvent varier
suivant les especes : par exemple, la propulsion orthograde est typique des carnivores qui
possedent des phases de jelne versus de nutrition en comparaison aux herbivores et
rongeurs. Le mouvement de rétropulsion est, par exemple, absent chez certains animaux
comme la souris et le rat. Les mouvements orthogrades sont plutét induits par la contraction
des muscles longitudinaux alors que les mouvements de segmentation seront plutét dus a
I'activité des muscles circulaires. Ces mouvements de l'intestin gréle sont tous sous le
contréle du SNE et du SNA. Pour le célon, tous les mouvements de propulsion sont médiés
uniquement par le SNE, cependant les mécanismes de défécation au niveau du colo-rectum
sont sous contréle du SNC et du SNA, via le nerf sacré et le centre de la défécation localisé
dans la zone lombo-sacrale de la moelle épiniere.

En période postprandiale, la régulation de la motricité intestinale est sous le contréle
des nutriments, des neurotransmetteurs libérés par les neurones entériques ou les
efférences extrinseques ou encore les hormones sécrétées par les CEE [552]. Comme vu
précédemment, le SNE sécréte I'Ach, la 5-HT et les tachykinines qui sont activatrices,
contractiles ou le NO, le VIP ou le PACAP qui sont inhibiteurs, dilatateurs. De la méme
facon, le SNC, via le SNA, contréle la motricité intestinale et I'activité musculaire. Ce
contréle se fait de maniére directe ou indirecte via le SNE, sous l'induction d’arcs réflexes
tube digestif-cerveau-tube digestif, notamment pour la vidange gastrique, et également
sous l'induction du stress et des émotions. De plus, le SNP augmente le péristaltisme
intestinal par la libération d'Ach [553-555] tandis que les efférences sympathiques sont
plutot inhibitrices via les catécholamines, la somatostatine, et le neuropeptide Y [556].

Bien qu’on ait longtemps associé au SNE des fonctions dans le broyage, le brassage
et I'avancée du chyme dans le tube digestif, ses fonctions sont aujourd’hui multiples et
diversifiées. Il permet de maintenir I'intégrité de la barriere épithéliale et la production de
mucus, de controler les flux d'eau et d’électrolytes et I'absorption [533, 557]. Il peut
également contréler les systémes endocriniens et immunitaires intestinaux. Pour ces
fonctions, les neurones entériques efférents projettent des axones a proximité de
I"épithélium et des CEE. Les neurones efférents émettent également des projections
axonales dans les plaques de Peyer et dans la lamina propria, au contact des cellules
immunitaires. Les efférences extrinseques peuvent contrdler ces fonctions [558]. En effet, les

cellules immunitaires intestinales [559-561], les cellules épithéliales [562-564] et les CEE
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[523, 524] possédent des récepteurs aux neurotransmetteurs tels que I’Ach, le VIP, I'ATP ou
la 5-HT.

c) Les afférences intestinales — réle senseur de l'intestin

Comme nous venons de le voir, il existe un lien étroit entre le SNE et le SNC via le
contréle effecteur moteur du SNA sur le SNE. Qu’en est-il du réle afférent des neurones
entériques leur attribuant un réle d'information vers la périphérie ? Comme nous I'avons vu
précédemment, il existe des neurones mécano- et chémo-senseurs afférents, les IPAN, dans
I'intestin. Suivant leurs stimulations par le stress mécanique, les nutriments, les hormones,
ou méme les fragments et les métabolites bactériens, ils peuvent controler le péristaltisme
du tube digestif et également étre a I'origine de la communication axe intestin-cerveau via
une stimulation du SNA. D'autre part, il existe une population de neurones entériques
particuliers capables de réaliser des communications nerveuses avec d’autres organes : des
expériences d'injections de traceurs dans les plexi entériques, ont pu montrer que ces
neurones sont capables de réaliser des synapses directement sur le pancréas [535], la
vésicule biliaire ou les chaines pré-ganglionnaires sympathiques.

L'existence des IPAN a été suggérée par Dogiel en 1899. Il les a décrits comme
étant des neurones ronds ou ovales, larges capables de projeter des axones dans la
muqueuse et de contréle les neurones sous-jacents. Par la suite, ces neurones seront
appelés les neurones Dogiel de type 2. 20 ans plus tard, ils ont été décrits par technique
histologique dans les travaux de Kuntz. Il révéla également qu’ils pouvaient assurer une
véritable connexion nerveuse entre les deux plexi entériques [565]. Dans les années 40,
Kuntz a aussi suggéré |'existence des IFAN assurant un réseau neuronal intrinséque afférent
capable d'innerver les ganglions sympathiques au niveau colique [536, 537]. La description
morphologique et fonctionnelle des IFAN et des IPAN fit complétée quelques décennies
plus tard. En 1971, par isolement de l'intestin avec les ganglions pré-vertébraux associés,
Crowfort décrit plus précisément IFAN innervant les ganglions autonomes sympathiques
[538]. Dans les années 90, les IPAN ont été aussi clairement définit : la stimulation chimique
ou mécanique de la muqueuse par voie luminale induit une activation des neurones sous-
muqueux et un réflexe neuromusculaire au niveau de l'intestin [566].

Le réle d'un neurone afférent est d'étre sensibilisé par une variation mécanique ou
chimique du milieu qui I'entoure, de l'intégrer et de la véhiculer a un neurone moteur qui
induit par la suite une action en réponse a ce stimulus. Les IPAN, les IFAN et les afférences
extrinséques sont régies par cette loi. Plus le stimulus sera fort plus leur réponse sera
intense. Chez les mammiféres, la part afférente dans le SNE intestinales constitue environ
20% de I'ensemble des neurones, soit 10° neurones de type IPAN/IFAN et 50000 afférences
extrinséques. Les IPAN possédent leur corps cellulaire soit au niveau du plexus sous-
mugueux soit au niveau du plexus myentérique. Chaque villosité intestinale contient environ
65 axones émis par les IPAN. Les IFAN, quant a eux, réalisent des synapses directement en

périphérie. Les afférences extrinséques sont émises par les ganglions nodaux ou jugulaires
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(afférences vagales parasympathiques) ou émises a partir des ganglions de la chaine
ganglionnaire pré-vertébrale.

Des études d'électrophysiologie ont montré qu'appliquer des acides inorganiques,
des gaz comme le NO, des acides gras ou méme du glucose sur la muqueuse permet
d’'induire une activation des IPAN [566-568]. La détection des stimuli mécaniques ou
chimiques (nutritionnel, pH, ions, ...) par le SNE ou par les afférences extrinseques peut se
faire directement par des récepteurs spécifiques : des canaux ioniques mécano-sensibles
[569], des récepteurs au glucose, aux acides aminés ou aux peptides, ou des transporteurs
au lactate de type MCT [570-573]. Mais la détection des changements luminaux peut aussi
se faire par l'intermédiaire des hormones entériques. Par exemple, I'action mécanique sur la
muqueuse ou méme le glucose induisent une libération de 5-HT qui stimule ensuite les
IPAN et méme les afférences extrinséques autonomes [574-576]. Ceci implique aussi
d’'autres hormones intestinales comme la CCK, le GLP-1 ou le GIP [577, 578]. Chez la souris,
il a été montré récemment, que les CEE, en émettant des neuropodes (prolongements
cytoplasmiques) peuvent directement réaliser des synapses avec les neurones entériques
[579]. Les neurones peuvent étre également activés par les cytokines et les facteurs
immunitaires particulierement au cours des stress inflammatoires et des maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin. Par exemple I'lL6 et I'lL1B activent les neurones
entériques pour le contréle de neurones entériques sécréto-moteurs [580]. L'activité des
afférences extrinséques est également modulée par le systéme immunitaire intestinal
notamment par le TNFa [581, 582]. Enfin, les neurones entériques et les afférences
extrinseéques peuvent également détecter des fragments ou des métabolites bactériens. En
effet, les AGCC modulent le transit et I'homéostasie neuronale intestinale via les
transporteurs MCT [573]. Le SNE, notamment des neurones positifs pour le VIP, exprime
également les récepteurs aux AGCC comme FFAR3 [583]. Le récepteur FFAR3 est
également observé au niveau des fibres sympathiques mais leurs réles sur l'activité de ces
nerfs restent a éclaircir [583]. De la méme fagon, les AGCC peuvent contréler les activités
périphériques via le nerf vague [584, 585]. Enfin, les fragments bactériens sont aussi
détectés par le SNE et le SNA puisqu'ils expriment les récepteurs TLR [586]. D'autre part, il
a été montré que les LPS pouvaient influencer le transit intestinal en favorisant la survie et
en diminuant |'apoptose des neurones entériques, notamment les neurones nitrinergiques
[587].

Une fois activés, les IPAN véhiculent leurs messages au niveau des neurones moteurs
(vaso-moteur, sécréto-moteur ou modulateur du péristaltisme) permettant ainsi le contréle
1) du péristaltisme, 2) des sécrétions ioniques et hormonales de |'épithélium, 3) de la
perméabilité, ou 4) de I'activité inflammatoire de l'intestin. De la méme fagon, I'activation
des ramifications autonomes intestinales puis du SNC peut modifier le transit du tube
digestif par des arcs réflexes intestin-cerveau-intestin mais également l'activité des tissus

périphériques.
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Les IPAN peuvent-ils étre des neurones pré-synaptiques aux afférences extrinséques
? Les innervations extrinseques sensitives ou motrices de l'intestin ont été démontrées
comme capable d'innerver les ganglions entériques. Ces innervations sont appelées
terminaisons laminaires intra-ganglionnaires. Leur existence a été suggérée en 1975, par
Rodriguo et ses colléegues au niveau de |'cesophage puis confirmée dans les années 80-90,
par injection intra-nodale (ganglions nodaux du nerf vague) de traceurs spécifiques chez le
lapin, le chat et le rat. Chez ce dernier, l'injection a méme révélé leur présence dans les
ganglions sous-muqueux et myentériques de |'cesophage, de |'estomac, de l'intestin gréle
et du gros intestin [588]. Les terminaisons laminaires intra-ganglionnaires sont présentes sur
tout le tractus digestif avec une décroissance de leur nombre entre la bouche et I'anus et
une richesse importante au niveau du jéjunum. Les études réalisées au niveau stomacale ont
montré que les neurones positifs pour le NO et le NADPH effectuaient de nombreuses
synapses avec ces terminaisons [589]. Enfin, un travail récent du groupe de Perez-Burgos a
montré que l'effet d'une bactérie, le Lactobacillus rhamnosus JB-1, sur le SNC nécessitait
une activation synaptique entre le SNE et les afférences du nerf vague via I'’Ach [590]. Pour
cela, ils ont isolé un intestin avec les fibres vagales et ils ont montré que I'utilisation
d’inhibiteurs des récepteurs a I'’Ach diminuait de 60% l'activité vagale montrant ainsi la
communication entre les IPAN et le nerf vague. Des afférences nerveuses extrinséques ont
été décrites au sein des muscles circulaires et au niveau de la lamina propria. En tant
qu’afférences, au niveau musculaire, elles jouent un réle mécano-senseur tandis que
proches de I'épithélium intestinal, elles jouent un réle de senseur des hormones entéro-
endocrines, des nutriments, des cytokines ou des bactéries. Ainsi, l'intestin pourrait
constituer un « ganglion nerveux » ou les afférences extrinseques, sensibles aux variations
mécaniques et chimiques de l'intestin, seraient activées de maniére post-synaptique par
I'ensemble des cellules.

d) Les cellules gliales intestinales — cellules de soutien et cellules

de signalisation aux neurones entériques

Les neurones intestinaux, comme les neurones au niveau cérébral nécessitent des
cellules partenaires / de soutien : les cellules gliales. Elles sont plus petites que les neurones
et projettent de nombreux gliofilaments directement a la surface des neurones, soit au sein
des ganglions, soit le long de leurs axones. Dans l'iléon du cochon d’Inde, on estime
qu’elles sont deux fois plus nombreuses que les neurones. Leurs structures phénotypiques
se rapprochent des cellules astrocytaires du SNC. Elles expriment d'ailleurs les mémes
marqueurs comme S100B (S100 calcium binding protein B) ou GFAP (glial fibrillary acidic
protein). Ces cellules ont été caractérisées et définit par les travaux de Gabella dans les
années 80 [591]. On distingue différents types de cellules gliales: des cellules trés
présentes au sein de plexus ou sur les axones et des cellules un peu plus libres a proximité
des cellules épithéliales dites cellules sentinelles. D’autres travaux ont montré que les

cellules gliales s'organisaient en syncitium. En effet, une sonde injectée dans une cellule
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gliale se propage dans plusieurs dizaines de cellules sur environ 300um [592]. Cette
communication inter-gliale est médiée par les jonctions GAP composées des connexines 43.
Les souris dont les cellules gliales sont invalidées pour cette protéine ou traitées avec un
inhibiteur des connexines 43 montrent une altération de la communication calcique inter-
gliale qui engendre un défaut de transit [593].

Au niveau du plexus sous-muqueux, les neurones se trouvent a proximité de
I"épithélium intestinal plus ou moins étanche. Les cellules gliales se trouvent également
proches des vaisseaux sanguins dont l'intestin est fortement enrichi. Ainsi, comme au niveau
de la BHE, les cellules gliales exercent un réle protecteur et de filtre a la fois vis a vis des
éléments en provenance du lumen mais également en provenance du sang. De la méme
maniére, par leur pouvoir sécréteur, elles émettent des signaux permettant le maintien de la
barriere intestinale dans le but de limiter I'inflammation induite par les antigenes présents
dans le lumen. Ceci passe par un contréle de la prolifération des cellules épithéliales et de
leur adhésion au niveau des jonctions serrées [594]. Pour cela, les cellules gliales produisent
le facteur de croissance TGFB1 (transforming growth factor 1), libérent la protéine
détoxifiante  GNSO (S-nitroglutathione), le facteur neurotrophique GDNF (glial cell-derived
neurotrophic factor) ou le NO qu'elles peuvent produire sous l'induction de bactéries
pathogénes via les voies TLR [594-597]. Les rongeurs possédant une gliopathie comme les
souris transgéniques exprimant |’'haemagglutinine dans les cellules gliales puis traitées avec
des cellules CD8" anti-haemagglutinine [598] ou des animaux traités avec des gliotoxines (6-
aminonicotinamide, fluorocitrate) [599, 600] présentent une augmentation de la
perméabilité intestinale pouvant influencer la translocation bactérienne dans la lamina
propria et également une augmentation du transit intestinale induite par une modification
du nombre de neurones cholinergiques et nitrinergiques. Le controle de l'intégrité de la
barriere intestinale par les cellules gliales est sous I'influence du nerf vague et I'activation de
récepteurs nicotiniques [601]. Les cellules gliales entériques jouent donc un réle important
sur le péristaltisme et sur la perméabilité. Dailleurs, les personnes présentant un probleme
de transit possédent une homéostasie altérée des cellules gliales.

Les cellules gliales peuvent-elles avoir un réle de microglie? La microglie,
particulierement bien décrite au niveau cérébral, constitue une sous-famille de cellules
gliales possédant les caractéristiques de macrophages, on parle alors de macrophages
résidents du cerveau. Elles sont morphologiquement étoilées, petites et assez mobiles,
possedent toutes la machinerie nécessaire a la phagocytose, expriment les molécules de
surface CMH1 et CMH2 (complexe majeur d'histocompatibilité 1 et 2), sécrétent des
cytokines, des radicaux libres, ... Au niveau intestinal, rien ne semblent établit aujourd’hui
bien que les cellules gliales intestinales expriment les molécules CMH1 et 2 et interagissent
avec les lymphocytes [602]. Elles adoptent dans certains cas le role de cellules
présentatrices d'antigénes [603]. Elles expriment également des récepteurs de type TLR et
produisent du NO sous 'induction de bactéries comme le ferait un macrophage [604]. Sous

Iinfluence de fragments bactériens, elles libérent des cytokines comme I'IL1B ou de I'IL6
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[597, 605]. Un article récent a d'ailleurs montré que des macrophages étaient en interaction
étroite avec le SNE, avec une localisation de type « sentinelle » (lamina propria, intra
musculaire, mucosale) et une forme assimilable (étoilée) a des cellules microgliales [606].

De nombreuses études suggérent aussi un possible roéle de précurseur pour ces
cellules soit par une sous-population particuliere soit par I'ensemble des cellules. Dans des
conditions de pathologies ou les ganglions nerveux se trouvent affectés, elles pourraient
étre amenées a se différencier pour produire de nouvelles cellules gliales. Ces cellules
gliales pourraient également fournir de nouveaux neurones mais ceci reste controversé et
limité. Des études ont montré qu'in vivo et ex vivo, la 5-HT, via son récepteur 5-HT,, pouvait
permettre aux cellules gliales d’acquérir un pouvoir neurogénique [607]. Les cellules gliales
ont aussi un réle neuroprotecteur notamment contre le stress oxydant garantissant ainsi la
survie des neurones [608].

Au niveau cérébral, les neurones activent le développement des astrocytes tandis
que les astrocytes modulent la transmission synaptique et la plasticité neuronale. Au niveau
intestinal, Gabella a également démontré le lien étroit entre les neurones et les gliales
parlant alors de jonctions neurogliales. Les astrocytes peuvent sécréter des glio-
transmetteurs permettant l'activation ou l'inhibition hétérocellulaire des neurones: on
distingue le GABA, le glutamate et I'ATP [609]. Les cellules gliales sécretent des
neurotrophines nécessaires au maintien, a la croissance, la prolifération ou la survie des
neurones et au développement des axones et dendrites (NGF, GDNF, ...) [596, 610].
D'autre part, de fagon réciproque, les neurones entériques activent les cellules gliales par
certains neurotransmetteurs comme I'ATP, la 5-HT ou méme I’Ach. Enfin, les innervations
extrinseques parasympathiques et sympathiques sont capables également de moduler
I'activité des cellules gliales. Enfin, existe-t-il un échange de lactate entre les neurones et les
astrocytes intestinaux comme observé au niveau cérébral ? Ceci n'est pas démontré
aujourd’hui. Cependant, MCT2 est exprimé au niveau des neurones entériques, comme au
niveau du SNC, et médie les actions du butyrate sur ’hnoméostasie intestinale.

Le microbiote intestinal est détecté par les cellules gliales notamment au cours de
pathologies inflammatoires. Cette détection induit en retour la restauration de la barriere
intestinale, 'activation des cellules immunitaires et la modification du transit. En réalité, au
cours de la vie post-natale, le microbiote joue un réle essentiel dans le développement et la
maturation des cellules gliales intestinales et donc leur fonctionnalité a I'état adulte [611].
Enfin, le lien entre les cellules gliales et les cellules endocrines n’est aujourd’hui pas tres
définit. Cependant, il a été montré, chez la souris, que les CEE pouvaient réaliser, via des
neuropodes [612], des synapses avec les cellules gliales et que ces dernieres pouvaient en
retour, sécréter du NGF pour stimuler la production de ces pseudo-axones par les CEE
[613].
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e) Les neuropathies entériques

Comme nous venons de le voir, le SNE joue un réle prépondérant dans la
fonctionnalité intestinale : transit, absorption, perméabilité, axe nerveux intestin-cerveau,
immunité, ... Une altération de sa fonction et de son intégrit¢ méne a de graves
pathologies telles que les maladies inflammatoires intestinales, les maladies d’origine
génétiques comme la maladie de Hirshsprung (absence partielle ou totale de ganglions
nerveux dans le cbélon) ou la neuropathie diabétique. La plupart de ces pathologies sont
caractérisées par un défaut neuronal menant a terme a une perte de [intégrité
épithéliale avec baisse de production de mucus et augmentation de la perméabilité et un
contact anormal des cellules de la lamina propria avec des antigenes luminaux qui peuvent
alors se retrouver dans le sang. Ces pathologies menent également a terme a de gros
problémes de transit. Les défauts neuronaux peuvent étre d'origine génétique, immunitaire
ou nutritionnelle.

Dans le cadre des maladies métaboliques, toutes les cellules intestinales, dont les
neurones, se trouvent au contact d'une plus grande quantité d'acides gras et de sucre
d’origine alimentaire (luminale) ou d’origine sanguine. De nombreux travaux ont montré que
ce contexte était délétére pour les neurones de I'ensemble du tractus digestif menant a la
mort des neurones, un déséquilibre des neurones producteurs de NO et d’Ach, et un
probléeme de transit. La prévalence de diarrhée chez les patients diabétiques est de 8-22% ;
celle de la constipation de 29%, des douleurs abdominales de 11%, du reflux gastrique de
19%. Dans la plupart des cas, ces défauts du transit se trouvent souvent associés a une
neuropathie diabétique périphérique. Aux stades avancés de DT2, 4 a 9% des patients
souffrent d'incontinence fécale.

Chez le rat, une exposition chronique a un régime gras réduit la réponse neuronale
aux acides gras tels que |'oléate au niveau du plexus sous-muqueux ou myentérique, mais
également au niveau du tronc cérébral et de I'hypothalamus [614]. L'ingestion d'un régime
gras induit un ralentissement du péristaltisme au niveau du duodénum, de l'iléon et du
c6lon notamment di a une perte de neurones sous-muqueux et myentériques. Le
palmitate, acide gras saturé, semble critique. Il induit in vitro la mort des neurones mais pas
des cellules gliales. Il modifie la structure des ganglions avec des neurones moins nombreux
et plus petits et des cellules gliales plus grosses. Ces altérations semblent associées a un
stress mitochondrial ou du RE [615-618]. Les rats diabétiques montrent une baisse du
nombre de neurones positifs pour la nNNOS et la ChAT, conséquence d'une baisse du GDNF
produit par les cellules gliales et de sa voie de signalisation [619]. Une étude in vitro
confirme ce résultat. Elle montre que I'hyperglycémie induit une augmentation de la mort
neuronale et que l'ajout de GDNF limite cet effet [620]. D’ailleurs, on observe une
augmentation du nombre des protéines glyquées au niveau intestinal chez des rats
diabétiques et ces molécules sont déléteres pour les neurones entériques [621]. Ainsi,
I'hnyperglycémie ambiante ou un enrichissement en palmitate dans |'environnement proche

des neurones semble délétére pour la survie des neurones intestinaux. Ces altérations
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neuronales modifient le transit, la perméabilité intestinale et la physiologie globale de
I'intestin, mais peuvent étre également responsables de la perte de détection des
nutriments et de l'activation de I|'axe intestin-cerveau participant aux dérégulations
périphériques du DT2 [614].

Les cellules gliales possédent un réle de soutien et de protection des cellules
neuronales. Ainsi, on peut imaginer qu’une altération des cellules gliales puisse jouer un
role dans les pathologies touchant le SNE. Lorsque |'on induit une gliopathie chez des
rongeurs, on observe une diarrhée importante caractérisée par une baisse du nombre de
neurones myentériques producteurs de NO, une augmentation du nombre de neurones
myentériques producteurs d’Ach, une baisse du nombre de neurones sous-muqueux positifs
pour le VIP et une infiltration immunitaire importante dans les plexi nerveux. On observe
également une augmentation de la perméabilité [598]. Or, chez des souris sous régime
gras, on observe une baisse du nombre de cellules gliales au niveau de l'intestin gréle
[622]. On peut supposer que cette perte puisse avoir des actions déléteres comme
observées au cours de gliopathies.

Une des atteintes diabétiques en lien avec la neuropathie entérique et autonome est
une altération de la vidange gastrique appelée gastroparesie. Cette maladie a été décrite
dans un premier temps par un défaut des innervations extrinseques de |'estomac [623]
traduisant une modification de I'arc réflexe intestin-cerveau-estomac. Il semble également
qu'il y ait un défaut des muscles lisses stomacaux (fibrose, dégénération, inclusion
immunitaire). Il a d’ailleurs été montré in vitro que les muscles intestinaux au contact du
palmitate, |'accumulaient sous forme de gouttelettes puis mourraient [616]. Comme nous
I'avons vu précédemment, le contexte lipidique et glucidique associé aux maladies
métaboliques s'accompagne d'une perte neuronale au niveau de l'intestin. Au niveau de
I'estomac, chez le rongeur et I'hnomme, on observe aussi une perte importante des neurones
positifs pour la NNOS et une perte d'activité de I'enzyme [624]. Cette maladie empéche
I'estomac de se vider correctement dans le duodénum, une bonne digestion par contraction
stomacale des aliments, et induit une prolifération bactérienne par stagnation du bol
alimentaire. Il est alors difficile de contréler sa glycémie postprandiale car la gastroparesie
engendre un flux continu et lent des nutriments au niveau du duodénum. Ceci empéche
Iinduction du pic hyperglycémique nécessaire a la régulation de la glycémie postprandiale
par l'induction de la sécrétion d'insuline ou l'inhibition de la vidange gastrique mais

également une sécrétion correcte de hormones gastro-intestinales [625].

4. Détection intestinale du glucose

Les cellules épithéliales sont en étroit contact avec les nombreuses molécules
(lipides, glucides, protéines) présentes dans le lumen et essentiellement d'origine
alimentaire ou bactérienne mais aussi de la desquamation de |'épithélium intestinal. Comme

décrit précédemment, la détection de ces éléments est essentielle pour les fonctions
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métaboliques de |'organisme. La détection du glucose intestinal a pour but principal de
réguler le métabolisme glucidique postprandial.

Le glucose est détecté par différents types cellulaires au niveau intestinal : les
cellules épithéliales, les CEE, les cellules nerveuses et les afférences autonomes toute en
étroite relation entre elles (Figure 6). La détection du glucose au niveau épithélial s’effectue
par différentes protéines senseurs (Figure 7). Les récepteurs couplés aux protéines G, T1R2
et T1R3 répondent aux fortes concentrations de glucose ou aux édulcorants artificiels. Leurs
effets in vivo n‘ont cependant pas été démontrés et il est possible que la détection du
glucose, via ces récepteurs, induise I'augmentation de |'expression de certains transporteurs
au glucose. La détection et |'absorption du glucose se fait aussi par les co-transporteurs
glucose/Na*, SGLT1/3. Le transport facilité du glucose a travers GLUT2 semble également
impliqué dans les mécanismes de détection du glucose et de sécrétion des CEE [626].

Les CEE, stimulées par le glucose et impliquées dans la détection intestinale de
glucose, sécrétent les incrétines comme le GIP, le GLP-1 ou le GLP-2, et la 5-HT [627, 628].
Plus récemment, il a été montré que |'apeline était sécrétée par les entérocytes en réponse
au glucose [517]. Les mécanismes intracellulaires induits par le glucose sont identiques a
ceux observés au niveau des cellules B et nerveuses (Figure 7). En effet, comme la cellule
B, ces cellules expriment la sous-unité du Karp, Kir6.2, et le canal Ca** voltage-dépendant de
type L [488, 629] permettant le changement de potentiel de membrane activateur de
I'exocytose des hormones. Mais il ne s’agit pas du seul mécanisme. L'absorption du glucose
via SGLT1 permet aussi |'entrée de Na* et la faible variation du potentiel de membrane
induite suffit a activer des canaux ioniques Na* puis Ca*" voltage-dépendant [488].
D’ailleurs, I'inhibition du transporteur SGLT1 par la phlorizine ou les souris invalidées pour
SGLT1 diminue partiellement la sécrétion de la 5-HT et des incrétines [630, 631]. En réalité,
cette fonction sécrétoire attribuée a SGLT1 serait réalisée par une autre protéine: le
transporteur Na*/glucose SGLT3. En fait, la fonction d'absorption du glucose serait
attribuée uniquement au transporteur SGLT1 tandis que SGLT3 aurait plutét le réle senseur.
Contrairement a SGLT1, SGLT3 est peu sensible au galactose. L'infusion intra-duodénale
de galactose a un effet modeste sur la sécrétion de la 5-HT suggérant que seul le couple
glucose/SGLT3 joue le role de senseur et d'inducteur de sécrétion hormonale [487].
L'expression des transporteurs au glucose est particulierement augmentée au cours du DT2
de méme que celle des récepteurs aux golts T1R [632]. La modification de I'expression de
ces transporteurs méne a terme au défaut de glycémie postprandiale mais également au
défaut de sécrétion des hormones intestinales [633, 634].

Une fois la barriére épithéliale traversée, de maniére transcellulaire ou paracellulaire,
le glucose diffuse au niveau de la lamina propria ou il se trouve au contact des neurones,
des cellules gliales et du systeme immunitaire. Les deux plexi entériques sont stimulables
directement par le glucose et les autres nutriments. Cependant, au cours des expériences
de perfusion intestinale de nutriments, il a été montré que le glucose pouvait activer

différemment les deux plexi. En effet, il semble qu'il active principalement le plexus sous-
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mugueux sur tout le long de lintestin gréle, tandis qu'il active uniquement le plexus
myentérique du jéjunum. Il stimule préférentiellement des neurones nNOS positifs qui ont
pour but de réduire les contractions musculaires et des neurones sensitifs, de type IPAN,
positifs pour la calrétinine, protéine de liaison au Ca** [546]. Pour mieux caractériser le lien
moléculaire entre les neurones et le glucose, des études d’expression de récepteurs et
transporteurs ont montré que les neurones intestinaux exprimaient SGLT1 et SGLT3 [635,
636]. L'effet du glucose sur les neurones entériques est assimilable a celui décrit au niveau
des CEE : il modifie d'une part I'activité du canal Kare en augmentant la quantité d'ATP
intracellulaire [637] et d'autre part par son co-transport avec le Na* via SGLT, il peut
modifier le potentiel de membrane. Les régulations induites par les nutriments sont
d'adapter le péristaltisme, le flux sanguin, les sécrétions luminales, |'absorption des
nutriments ou encore la perméabilité intestinale. D’ailleurs, a I|'état postprandial, le
péristaltisme iléal est augmenté par comparaison a |'état de jeline [638]. D'autre part, le
glucose, par l'activation du SNE, intervient comme régulateur de la sécrétion d'ions tels que
le Na* ou le CI" pour maintenir I'hnoméostasie ionique au niveau luminal [639]. Cependant,
malgré ces études, l'influence du glucose sur les fonctions intestinales via la modulation de
I"activité du SNE reste aujourd’hui a éclaircir.

L'activation du SNE par le glucose peut se faire également de maniére indirecte via
les sécrétions hormonales des EEC. En effet, la 5-HT, I'apeline, le GLP-2 ou le GLP-1
activent les neurones entériques via leurs récepteurs spécifiques [516, 640-642]. L'activation
de ces neurones a des effets multiples comme I'absorption du glucose, le péristaltisme
gastrique et intestinal, le contréle de I'inflammation intestinale, les sécrétions luminales ou
le flux sanguin.

Par les innervations extrinseques intestinales, le glucose ou les hormones entéro-
endocrines sécrétées en réponse au glucose peuvent informer le cerveau et réguler le
fonctionnement des organes en périphérie, on parle de I'axe nerveux intestin-cerveau-
périphérie. Cet axe régule la prise alimentaire, les fonctions intestinales par une boucle
réflexe, la sécrétion d’hormones pancréatiques, la fonction métabolique des tissus,
L'activation du nerf vague par les nutriments absorbés ou les hormones sécrétées au niveau
intestinal peut se faire sur les ramifications extrinseques de l'intestin mais également les
afférences de la veine porte entéro-hépatique. En effet, cette veine recueille des molécules
provenant de l'intestin et son innervation permet d’envoyer des messages au cerveau.
L'activation directe du glucose par le nerf vague se fait via les transporteurs au glucose
GLUT (1, 3, 4), I'activité de la GK, I'activation des canaux Karp et I'augmentation de Ca?*
intracellulaire par |'activation des canaux Ca** voltage-dépendant [197, 643]. L'invalidation
du canal Karr au niveau vagal altére les régulations périphériques telles que la vidange
gastrique [644]. Tous comme le SNE, les afférences vagales peuvent étre activées par les
hormones entéro-endocrines pour le controle en périphérie. L'infusion intra-intestinale de
glucose active a la fois les cellules EC sécrétant la 5-HT, le plexus myentérique, les

ganglions nodaux du nerf vague, le NTS, le DMVx et I'AP et ces activations sont bloquées
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par un inhibiteur du récepteur 5-HTs exprimé par le nerf vague ou un inhibiteur de SGLT3
uniquement exprimé au niveau des CEE [645]. Ceci traduit que le glucose a activé cet axe
vagal intestin-cerveau via la sécrétion de 5-HT. De la méme fagon, un gavage de glucose
active les cellules K et les cellules L, le plexi sous-muqueux et myentérique et les ganglions
du nerf vague et cet effet du glucose était diminué chez des animaux diabétiques [646]. En
terme d’incrétines, le nerf vague exprime uniquement les récepteurs au GLP-1 et au GLP-2
mais pas au GIP. Ainsi, seul le GLP-1 et le GLP-2 activent le nerf vague et I'hypothalamus
[647, 648]. Enfin, la CCK, sécrétée en réponse aux protéines et aux lipides, est aussi une
hormone intestinale capable de réguler de maniére importante |'axe intestin-cerveau via le
récepteur CCK1 [649]. Quelles sont les régulations induites en périphérie par modulation de
I'activité vagale ? La 5-HT, le GLP-1, le GLP-2 ou la CCK sont capables de réguler par un arc
réflexe la vidange gastrique [650-652]. Le GLP-1 peut induire la sécrétion d'insuline [653,
654]. La CCK régule également la production hépatique de glucose [655]. Enfin, la CCK, le
GLP-2 et le GLP-1 peuvent réguler la prise alimentaire [234, 656, 657]. Dans le contréle de
la prise alimentaire par le nerf vague, il a été démontré que le SNE pouvait jouer un réle
[658]. La vagotomie troncale chez 'homme induit des défauts importants sur la vidange
gastrique, la sécrétion d'insuline et la tolérance au glucose sans doute par un défaut de
détection nutritionnelle au niveau intestinale [659], suggérant l'importance du nerf vague
dans la régulation du métabolisme glucidique induite par les hormones intestinales.

Les hormones intestinales dont la sécrétion est induite par le glucose peuvent
également agir de maniére endocrinienne en rejoignant la veine porte irriguant le foie puis
la circulation générale afin de cibler le pancréas, le cerveau, le tissu adipeux ou les muscles
organes clés dans la régulation du métabolisme énergétique. Ces organes possedent a leur

surface des récepteurs aux hormones intestinales.

5. Conclusion

L'intestin est un organe complexe dont le réle est bien plus diversifié que de faire
transiter les aliments de la bouche a I'anus en permettant 'absorption des nutriments. En
effet, par ses neurones, ses innervations extrinseques et ses CEE, il contribue a la détection
des aliments et au contréle du métabolisme glucidique en périphérie soit par |'activation
d'un axe intestin-cerveau-périphérie, soit par libération des hormones intestinales dans la
circulation générale. Lorsque les nutriments sont absorbés par lintestin, ils peuvent
contrdler I'activité du SNE puis du SNA, envoyant un message nutritionnel au niveau central
de maniére directe ou en stimulant la libération d’hormones intestinales. Ceci nécessite des
neurotransmetteurs particuliers. Le contexte microbien et cytokinique ou l'activité des
cellules gliales peuvent moduler ces activités nerveuses. Dans un contexte particulier
comme les maladies métaboliques et le DT2, I'ensemble de ces éléments se trouve impacté

et altéré et contribue a I'aggravation du phénotype diabétique.
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B. Les incrétines et le GLP-1

1. Introduction — La découverte des incrétines

Le concept de molécules sécrétées par I'intestin en réponse aux nutriments pour le
contréle de la glycémie est suggéré depuis les années 1900. Bayliss et Starling montrent
que l'acidité duodénale induit la sécrétion d'une hormone, sous le nom de sécrétine,
régulant la libération d'insuline au niveau du pancréas. En effet, apres dénervation de
I'estomac, ils observent que l'acidité intestinale induit des sécrétions pancréatiques. lls se
disent alors que I'estomac produit une molécule en réponse a l'acidité gastrique qui circule
dans le sang pour atteindre le pancréas et activer les cellules B. Pour vérifier cela, ils
stimulent un estomac avec de l'acide, récupérent des extraits de la paroi gastrique et
réinjectent |'extrait dans un autre animal. lls observent une nouvelle fois la production
d'insuline. lls appelerent la molécule sécrétine puis définirent, pour la premiére fois, le
terme « hormone » comme étant une molécule sécrétée a distance de son tissu cible et
circulant dans le sang. Ce n’est que dans les années 1960 que MclIntyre mesura la capacité
du glucose a induire la sécrétion d'insuline en administrant le nutriment sucré en quantité
identique soit dans le sang soit dans le tube digestif. Il montra que I'administration orale de
glucose induit de maniére plus importante (50 a 70%) la sécrétion d'insuline que lorsqu’il est
administré en intraveineux [660]. Cet effet fut appelé I'effet incrétine — du terme « increase »
en anglais ou « incrémentation » en frangais — permettant de décrire I'effet potentialisateur
de l'intestin sur la sécrétion d'insuline. Ainsi, il existe un facteur intestinal capable d'étre
libéré en réponse au glucose et stimuler la sécrétion d'insuline. Une dizaine d'années plus
tard furent définies et découvertes les incrétines. Le GIP est la premiére incrétine a avoir été
découverte a partir d'extrait d'intestin de porc [661]. Cet extrait utilisé chez le chien a
permis de montrer qu'il inhibait les sécrétions gastriques d'ou son premier nom : gastric
inhibitory peptide. Plus tard, on lui attribua un nouveau nom correspondant au nom actuel,
pour une nouvelle fonction qu’on lui associa : cette hormone induit la sécrétion d'insuline
chez 'homme et d'autres animaux.

Cependant quelques années plus tard, une étude montre que les personnes, dont
certaines parties intestinales sont réséquées, présentent une réponse insulinémique
différente suite a une charge orale en glucose en comparaison a des sujets sains, bien qu'ils
aient des niveaux plasmatiques identiques de GIP. Ceci suggéra qu'il existerait une ou
plusieurs autres hormones intestinales ayant cet effet incrétine [662].

La découverte du GLP-1 a été initiée par deux mouvances majeures des années 70-
90 : les modifications post-traductionnelles et I'effet incrétine. En effet, on découvre que la
diversification génétique de la cellule peut se faire autrement que par mutation de I'’ADN.
Elle peut se faire au niveau de I'ARN par épissage alternatif impliquant qu'un ARN peut
donner plusieurs protéines et au niveau de la protéine par modifications post-
traductionnelles impliquant qu'un fragment peptidique peut donner différentes protéines

actives. On découvrit également qu’un méme géne peut coder différentes protéines selon
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le tissu. Ces phénomeénes concernent les neurotransmetteurs, les hormones, les cytokines et
les facteurs de différenciation cellulaire. Dans un premier temps, des études avaient montré,
a partir de dosages protéiques spécifiques, que lintestin contenait des protéines
assimilables au glucagon. De la méme facon, des cellules contenues dans I'épithélium
intestinal étaient assimilables aux cellules o pancréatiques car elles étaient immuno-
positives pour le glucagon ; elles furent appelées les cellules L. Il a été finalement montré
que la libération du glucagon intestinal était induite par le glucose. Cependant, les dosages
protéiques ont révélé une hétérogénéité tres importante des résultats. Ce fit notamment
les travaux de Holst et de Moody qui mirent en lumiére les raisons de ces résultats.
L'intestin produisait deux fragments protéiques assimilables au glucagon : I'oxyntomoduline
et la glicentine. Les études sur la séquence protéique du glucagon et des différents
fragments intestinaux ont montré que le glucagon était produit a partir d'un précurseur
protéique, le proglucagon, par le pancréas et que la glicentine et I'oxyntomoduline étaient
des peptides dérivés du méme précurseur protéique mais sécrétés au niveau de l'intestin
[663, 664]. Les analyses du géne et de I'ARNm codant le glucagon ont montré que ce géne
pouvait produire deux autres protéines biologiquement actives appelées plus tard le GLP-1
et le GLP-2 [107, 665]. Le GLP-1 est donc découvert. Son effet sur la sécrétion d'insuline fut
découvert au méme moment : en injectant la protéine dans un pancréas isolé perfusé ou en
mettant en contact des cellules pancréatiques avec I'hormone, le GLP-1, mais pas le GLP-2,
induit la sécrétion d'insuline [666, 667].

Ainsi, l'intestin, en réponse a un repas, sécrete des hormones capables de réguler le
métabolisme énergétique de la périphérie. Les incrétines ont pour réle majeur de stimuler
la sécrétion d'insuline. Pour cela, elles sont devenues trés vite d'un grand intérét pour le
traitement du DT2. Les mécanismes d'action du GIP et du GLP-1 différent. En effet, bien
que les deux hormones stimulent la sécrétion d'insuline et inhibent la vidange gastrique en
condition d’hyperglycémie postprandiale, le GIP a plutét une action endocrine en agissant
directement sur la cellule B et I'estomac tandis que le GLP-1 recrute plutét I'axe nerveux
intestin-cerveau-périphérie pour induire ces deux actions. Le nerf vague exprime le GLP-1r
mais pas celui du GIP [648]. Le GLP-1 et le GIP possédent des demi-vies relativement
courtes : elles sont estimées a 1,5-2min chez le rongeur (GIP : 5-7minute, GLP-1: 3-5min
chez I'homme). L'enzyme dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) les dégrade sur leur site de
sécrétion et dans la veine porte. Cependant, lorsqu’on infuse les deux hormones dans le
sang, 40% du GIP reste intact versus 20% pour le GLP-1 montrant une moindre
susceptibilité du GIP vis a vis de l'activité de la DPP4 et une demi-vie plasmatique plus
importante [668-670]. D’autre part, l'action principale et majoritaire du GIP dans le
métabolisme glucidique est la stimulation de la sécrétion d'insuline et de la vidange
gastrique tandis que le GLP-1 régule également la prise alimentaire et la vidange gastrique
et de maniere minoritaire la production hépatique de glucose, la sensibilité a l'insuline, ...
De plus, le GIP active la lipogenése ce qui contribue a augmenter la prise de poids. Enfin,

au cours du DT2, lorsque I'on infuse les deux hormones en intraveineux en présence de
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glucose, la stimulation de la sécrétion d'insuline par le GIP n’est pas maintenue tandis que
celle du GLP-1 I'est, reflétant le maintien de |'action endocrine du GLP-1 [671]. Ainsi, le
développement du GIP en tant que traitement antidiabétique a cessé. Les chercheurs et les
entreprises pharmaceutiques ont vu dans le GLP-1 une nouvelle stratégie thérapeutique
antidiabétique notamment par la diversité de ces actions sur le contréle de la glycémie.

La compréhension des mécanismes de régulation de 'expression, de la maturation
post-traductionnelle et de la sécrétion du GLP-1 a été permise par des techniques in vivo
chez |'animal via I'ingestion de différents nutriments, molécules ou différents traitements,
des techniques ex vivo sur des fragments d'intestin isolés ou bien des techniques in vitro sur
des modeéles cellulaires divers. Le premier modéle de cellule a été créé, en 1987, par le
groupe de Brubaker, pionnier dans |'étude des mécanismes régulateurs de la production
GLP-1. lls ont isolé des cellules intestinales a partir de foetus de rat qu'ils ont mises ensuite
en culture. Cependant, la population cellulaire extraite était trés hétérogene. Plus tard, en
1994 seront développées par Drucker, initiateur des études sur la production et I'action du
GLP-1, les cellules GLUTag, Ces cellules murines expriment le géne du préproglucagon en
trés grande quantité et ont été immortalisées par I'antigene T de SV40. En 2008, le groupe
de Gribble et Reimann a développé des souris exprimant la GFP (green fluorescent protein)
sous le promoteur du préproglucagon, permettant d'isoler les cellules L par FACS
(fluorescence-activated cell sorting) puis de les maintenir en culture. Enfin, il existe deux
autres modeéles cellulaires d’étude du GLP-1, les cellules humaines NC1-H716 et les cellules
murines STC-1 [482-484]. Toutes ces cellules différent en termes de sécrétion de GLP-1, soit
au niveau de la sensibilité au glucose, soit sur les co-sécrétion hormonales, soit sur leur état
de différenciation, mais ont permis de gagner en connaissance sur les mécanismes régulant
la sécrétion de GLP-1.

2. L’expression intestinale du préproglucagon

Le géne du préproglucagon (PPG) est commun au glucagon et au GLP-1. Il est
exprimé a la fois au niveau des cellules a pancréatiques mais aussi au niveau des cellules L
intestinales et des neurones du tronc cérébral et de I'hypothalamus. L'expression de ce
géne permet la production d'un seul et unique ARNm qui est ensuite traduit en une
séquence peptidique précurseur, le proglucagon, composé de 180 acides aminés.

L'expression du géne codant le préproglucagon dépend de la voie de signalisation
impliquant I’AMPc, la PKA et EPAC2 [672, 673]. En effet, cette voie permet I'activation de la
MAPK qui régule I'expression du gene. Le facteur de transcription PAX6 est important [674].
Les nutriments sont déterminants pour son expression. En effet, les expériences de jelne
puis renutrition chez le rongeur, ont montré qu’a jeun l'expression du gene était diminuée
d'environ 20-40% selon les régions de l'intestin gréle et qu'elle ré-augmentait apres
renutrition [675]. Les triglycérides en infusion intra-intestinale augmentent également

I'expression du PPG notamment au niveau du jéjunum [675].
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Le microbiote semble déterminant pour I'expression du PPG. En effet, les souris
axéniques montrent des altérations de son expression sur tous les fragments intestinaux
[676]. Le traitement prébiotique et les métabolites microbiens tels que les AGCC
augmentent |'expression du PPG [677-680]. Les autres hormones intestinales comme le GIP
et le GRP peuvent également réguler l'expression du PPG. L'insuline est capable
d'augmenter son expression [681]. Enfin, les cytokines modulent également I'expression de

I'hnormone : le TNFa diminue I'expression de I’ARNm [526] et I'lL6 'augmente [525].

3. La maturation post-traductionnelle intestinale du proglucagon

La séquence peptidique précurseur, le proglucagon, subit une importante
modification post-traductionnelle : elle est clivée en différentes protéines actives ou
inactives. Le clivage de ce précurseur dépend de |'expression de certaines proconvertases
exprimées de facon tissu-spécifique. En effet, au niveau des cellules L de l'intestin, il y a
expression de PC1/3 alors qu’au niveau des cellules a il s'agit de |'expression de PC2. Ainsi,
les séquences peptidiques produites et donc les protéines sont différentes suivant les tissus.

Au niveau des cellules L, la PC1/3 permet la production de la glicentine (1-69), de
I'oxyntomoduline (33-69), du GLP-2 (76-107/108), de I'lP2 (intervening peptide 2) et du GLP-
1 (126-158). lls sont tous co-sécrétés et ont tous une activité biologique démontrée sauf
I'IP2. L'oxyntomoduline peut inhiber les sécrétions gastriques, les sécrétions exocrines
pancréatiques et limiter le transport d'ions et de certains nutriments comme le glucose au
niveau de I"épithélium intestinal [682]. Le GLP-2 régule également le transport intestinal
d’ions et de glucose [683], réduit la prise alimentaire [657], module la contractilité intestinale
et gastrique en agissant sur des neurones cholinergiques et nitrinergiques localisés au
niveau du duodénum [684], possede un réle anti-inflammatoire protégeant les neurones
entériques et diminuant I'endotoxémie [472, 685] et stimule la prolifération des cellules
épithéliales [686]. Le GLP-1 joue un réle sur le métabolisme périphérique et le maintien de
I'intégrité intestinale (actions décrites dans la suite du chapitre). La glicentine aurait un effet
trophique sur I"épithélium intestinal [687]. Parmi tous ces peptides actifs, seuls le GLP-1 et le
GLP-2 sont connus pour posséder des récepteurs spécifiques.

L'expression des proconvertases est essentielle dans la production des différentes
hormones. Les souris invalidées pour la PC1/3 ne produisent ni de GLP-1, ni de GLP-2 et
sont décrites comme ayant une taille diminuée (elles font 60% de la taille normale) associée
a une obésité marquée. Les souris hétérozygotes pour la délétion sont intolérantes au
glucose [688]. Certains patients possédent également une mutation sur I'enzyme la rendant
inactive ou absente. lls sont obeses, hyperphagiques et possedent une dysfonction des
sécrétions entéro-endocrines et du transit intestinal [689].

Certaines modulations sont possibles pour les expressions de PC1/3 et PC2. En
effet, dans certains contextes, les cellules a peuvent exprimer PC1/3 et sécréter du GLP-1.
Ceci est observé au cours du développement embryonnaire du pancréas, lors de la

destruction des cellules B comme au cours du diabéte ou induite par |'exposition a des
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cytokines pro-inflammatoires comme I'IL6 [525, 690]. Le microbiote peut également
contréler I'expression de ces enzymes. En effet, un traitement prébiotique (FOS) augmente

son expression [680].

4. La sécrétion du GLP-1

Les stimulateurs de la sécrétion de GLP-1 sont divers : nutritionnels (glucose, acides
gras mono-insaturés, acides aminés essentiels, fibres alimentaires, golts), nerveux
(neurotransmetteurs tels que I"’Ach), hormonaux, cytokiniques ou microbiens.

Chez 'homme et chez le rongeur, la sécrétion de GLP-1 est biphasique : le premier
pic est atteint 10-15min apres une prise alimentaire alors que le second a lieu tardivement
30 a 60min apres. Dans le sang systémique, la concentration plasmatique de GLP-1 actif est
de 5 a 10pmol/L chez 'homme et augmentée de 2-4 fois aprés la prise d'un repas. Le
pourcentage d’augmentation peut varier suivant le type et la proportion de certains
nutriments. Chez I'homme, il est difficile de déterminer la quantité de GLP-1 au niveau de la
veine porte, veine récoltant les hormones intestinales mais on admet que 25% du GLP-1
sécrété atteint la veine porte et que 5 a 10% atteint le sang systémique [691]. Ainsi, apres
un repas, chez 'hnomme, on peut estimer que la concentration portale du GLP-1 actif oscille
entre 50 et 100pM. Chez la souris, 15 minutes aprés un gavage de glucose, la concentration
portale est d’environ 2pM.

La premiére phase de sécrétion du GLP-1 ne peut pas étre induite par le contact
direct des nutriments sur les cellules car ces cellules sont localisées dans 'intestin distal et le
chyme n'a pas le temps d'y arriver. Comme cité plus tot dans ce chapitre, des études ont
montré que des hormones duodénale (5-HT, GIP, CCK, apeline, ...) pouvaient contréler la
sécrétion de GLP-1 soit directement, soit par la modulation de I'activité du SNE, soit par
I'intermédiaire d'un axe intestin-cerveau-intestin via le relai du nerf vague. On parle de
boucle régulatrice duodéno-iléale [520]. Le nerf vague ou méme le SNE sont déterminants
dans la genése de cette boucle puisqu’inhiber les récepteurs muscariniques empéche la
sécrétion de GLP-1 induite par les nutriments (glucose, lipides, ...), tandis que les agonistes
de ces récepteurs la stimulent [523, 692]. D'autre part, un travail récent a montré que le
SNC et le SNA pouvaient augmenter la sécrétion de GLP-1 et PYY par l'intermédiaire de
I'aMSH (a-melanocyte-stimulating hormone) et de ses dérivés - ACTH, yYMSH (y-melanocyte-
stimulating hormone), ... - qui agissent alors sur le récepteur MC4R (melanocortin 4
receptor) exprimé par les cellules L. Ce récepteur est le second récepteur couplé aux
protéines G le plus exprimé par ces cellules [693]. La seconde phase plus tardive, est, quant
a elle, due au contact direct des nutriments ou méme des acides biliaires libérés pour la
digestion des lipides sur les cellules L.

Comme vu précédemment, le glucose module la sécrétion de GLP-1 via SGLT1/3,
GLUT2 ou les récepteurs au go(t sucré T1R [486, 488]. Une publication récente a d’ailleurs
montré que l'ingestion de certains édulcorants comme I'erythritol ou le xylitol induisait la

sécrétion de GLP-1 modifiant la vidange gastrique [694]. D'autres sucres comme le fructose
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peuvent également, chez I'homme et le rat, augmenter la sécrétion de GLP-1 via sa
métabolisation et la production d’ATP [695]. Les autres nutriments peuvent également
stimuler la sécrétion de GLP-1 : les peptides via les transporteurs aux peptides PEPT [696],
les acides gras libres de moyenne a longue chaine via GPR40 et GPR120 [697, 698] ou
méme des dérivés lipidiques comme les monoacylglycérol via GPR119 [699]. La glutamine
via un symport glutamine/Na*, I'ornithine via GPRC6A ou la phénylalanine via CaSR sont des
acides aminés capables chez le rongeur et chez I'homme de stimuler la sécrétion de GLP-1
[489, 700, 701].

Les bactéries peuvent également contréler la sécrétion de GLP-1. Les souris
axéniques possédent des altérations d'expressions et de sécrétions du GLP-1 [676]. Les
stimulations bactériennes peuvent se faire par les AGCC qu’elles produisent a partir de
fibres alimentaires et qui vont alors activer les récepteurs FFAR2 et FFAR3 stimulant la
sécrétion de GLP-1 [493, 702]. De plus, des traitements prébiotiques modifient la sécrétion
de GLP-1 [680, 703]. Un autre métabolite bactérien a été suggéré comme régulateur de la
sécrétion de GLP-1: l'indole [704]. Ce métabolite est produit a partir du tryptophane par
certaines bactéries et module |'activité des canaux voltage-dépendant. Des fragments de la
paroi bactérienne de type LPS peuvent également stimuler la sécrétion de GLP-1. En effet,
I'endotoxémie peut induire une augmentation de la sécrétion d'insuline en réponse au
glucose oral que I'on explique par I'augmentation de la sécrétion de GLP-1 [498, 705].
Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la sécrétion de GLP-1 induite par
les LPS reste aujourd’hui a éclaircir : mécanismes dépendants des TLR ? Par l'intermédiaire
des cytokines ? Par I'intermédiaire de modifications d’expressions de protéines senseur des
nutriments ? Ces différentes possibilités ont été en partie démontrées. Les fragments
bactériens peuvent effectivement influencer la sécrétion de GLP-1 en modifiant |'expression
de certains récepteurs aux nutriments comme le récepteur GPR120 [502] ou en modifiant le
contexte cytokinique en induisant par exemple I'augmentation de I'lL6 ou de TNFa [525,
526, 705]. D'autre part, les expressions des récepteurs T1R3, SGLT1, GPR40, 41, 43, et 120
peuvent étre altérées chez les souris axéniques [492, 503]. Enfin, une étude récente a
montré qu’une protéine bactérienne, la ClpB (caseinolytic protease B) était un mimétique
de 'aMSH et pouvait moduler la sécrétion de GLP-1. Cette protéine est augmentée en
période postprandiale [706].

Certaines hormones périphériques peuvent également controler la sécrétion de
GLP-1. La leptine stimule la sécrétion de GLP-1 via son récepteur, in vivo et in vitro, chez le
rongeurs et I'hnomme [522]. L'insuline est également capable de stimuler la sécrétion de
GLP-1 via la voie PI3K/Akt et via la voie MAPK [707, 708]. Enfin, le glucagon semble
inhibiteur de la sécrétion de GLP-1. En effet, les souris invalidées pour le récepteur au
glucagon montrent une augmentation de la sécrétion de GLP-1 [709]. L'AMPK semble,

comme le glucagon, inhibitrice de la sécrétion de GLP-1 [710].
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Le GLP-1 est capable de stimuler sa propre sécrétion. En effet, les cellules L
expriment a leur surface le GLP-1r [711] et les souris invalidées pour le récepteur montrent
une diminution de la sécrétion de GLP-1 en réponse au glucose [519].

La régulation de la sécrétion de GLP-1 par ces différentes molécules peut se faire de
deux maniéres (Figure 6) : soit en modifiant le potentiel de membrane qui induit alors
I'entrée de Ca** extracellulaire, soit en mobilisant le Ca®* en provenance du RE. Les
mécanismes impliquent des changements de polarisation au niveau de la membrane qui
peuvent étre dépendants de lactivation des Karr activés apres métabolisation des
nutriments comme c’est le cas du fructose ou alors directement par les flux de Na* induit
par I'entrée de glucose via SGLT1/3 ou l'entrée de glutamine via son transporteur ; ou
encore par l'activité de PEPT et le flux de H*. Les protéines senseurs peuvent étre
également couplées aux protéines G de type Gas (GPR119) activant la voie AC/AMPc/PKA
modulant, entre autres, l'activité du canal Karp, de type Gai (FFAR2/3, somatostatine)
inhibant cette voie, ou de type Gaq (FFAR1/2, GPR120, CaSR, GPRC6A ...) ou encore
couplées a la gustudicine (T1R) activant la voie PLC/IP; permettant la libération de Ca**
provenant du RE.

Différentes formes de GLP-1 sont sécrétées : GLP-1 (1-37), (1-36) NH,, GLP-1 (7-37)
ou (7-36) NH: et elles sont toutes biologiquement actives. Les formes amides sont les plus
représentées chez 'homme et la présence d'un amide les rend plus stable. Le GLP-1(1-37) a

la capacité de reprogrammer les CEE en cellules sécrétrices d'insuline [712].

5. La dégradation sanguine du GLP-1

La demi-vie du GLP-1 sécrété est estimée a 2 minutes, chez le rongeurs et 3-5
minutes chez I'homme. En effet un fois libéré, il est dégradé rapidement par une serine
protéase, la DPP4, aussi appelée CD26. Cette enzyme coupe des dipeptides en terminaison
amine des protéines ayant en position 2 une alanine ou une proline. Le dipeptide libéré
inhibe en retour la DPP4. Cette enzyme transforme donc le GLP-1 actif en GLP-1(9-37) ou
(9-36)NH; [668]. Cette enzyme existe sous deux formes : soluble ou transmembranaire. Elle
est exprimée par de nombreux tissus dont les lymphocytes, les macrophages circulants dans
le sang ou résidants dans l'intestin et les cellules endothéliales. Ainsi, une fois sécrété, le
GLP-1 se trouve rapidement en contact de la DPP4 présente dans la lamina propria puis
dans les vaisseaux mésentériques et dans le systeme porte. Cette dégradation fait que la
concentration de I'hormone décroit rapidement de son site de sécrétion a la circulation
systémique [670, 713]. Des souris invalidées pour la DPP4 montrent une meilleure tolérance
au glucose et une augmentation de la sécrétion d'insuline par I'augmentation de la demi-
vie du GLP-1 actif [713]. Ainsi, une fois sécrété par les cellules L, on estime que 25% du
GLP-1 reste actif en rejoignant le foie. Cependant, le foie posséde une forte capacité de
dégradation du GLP-1 et on estime alors que seulement 5-10% de GLP-1 actif sort du foie
et rejoint les organes cibles par la circulation sanguine [691]. Une autre enzyme a été

démontrée comme déterminante dans la dégradation du GLP-1: la NEP24.11. Cette
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enzyme est une métalloprotéase liée a la membrane des cellules et trés concentrée au
niveau du rein. Elle n'a pas de spécificité particuliére. Elle permet I'épuration du GIP et du
glucagon [714].

Les produits de dégradation du GLP-1 actif sont rapidement éliminés par voie rénale
(demi-vie estimée a 5min). Des patients atteints d'insuffisance rénale présentent une

augmentation des métabolites de dégradation du GLP-1 au niveau plasmatique [715].

6. L’'homéostasie des cellules L

Le nombre de cellules L croit selon un axe antéro-postérieur avec une forte
abondance dans le célon. Les bactéries intestinales jouent un réle trophique sur ces cellules.
En effet, les souris axéniques présentent une augmentation du nombre de cellules L dans
I'iléon, dans le colon et également dans le caecum [492, 676]. La recolonisation de ces
souris avec de la flore de souris contréles suffit pour diminuer leur nombre [676]. De plus, un
traitement prébiotique augmente le nombre de cellules L suggérant que les AGCC
pourraient jouer un réle [716]. Ceci parait paradoxal puisque les AGCC proviennent du
microbiote, or les souris dépourvues de microbiote possedent également une
augmentation du nombre de cellules L. Les facteurs modifiant les cellules L, chez les souris
axéniques ou chez les souris traitées aux prébiotiques, semblent donc provenir de voies
différentes.

Le GLP-1 et les autres hormones dérivées du glucagon semblent également exercer
un effet trophique sur les cellules L. En effet, les souris invalidées pour le récepteur au
glucagon montrent une augmentation de 2-3 fois des cellules L dans I'iléon tandis que la
quantité des autres CEE reste inchangée. Cet effet semble étre médié par le GLP-1 puisque
les souris invalidées pour le récepteur au glucagon montrent une augmentation de GLP-1
plasmatique et I'utilisation de |'exendine 9-39, antagoniste du GLP-1r, chez ces souris
diminue I'effet de I'invalidation génétique sur les cellules L [709].

A linverse, 'AMPK semble empécher la prolifération des cellules L. En effet,
I'invalidation de la kinase chez le rongeur induit I'augmentation de la quantité de cellules L
et suffit a améliorer la tolérance au glucose [710]. Ceci pourrait passer par la voie
proliférative mTORC inhibée par 'AMPK.

Enfin, chez les rongeurs ayant subi une chirurgie bariatrique, le nombre de cellules L
semble augmenter dans l'intestin gréle. Ceci pourrait suggérer qu’un contact précoce et
plus important de I'épithélium iléal avec les nutriments induit une prolifération de cellules L
[717].

Le précurseur des cellules L provient du méme précurseur que les cellules sécrétant
la CCK, le PYY, le GIP ou la sécrétine. Les cellules épithéliales intestinales et donc les CEE
sont en renouvellement perpétuel. Les voies de différenciation de ces cellules pourraient
dépendre de I'environnement immédiat : bactéries, cytokines, hormones ou nutriments

[718]. Cependant les mécanismes restent encore a éclaircir.
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7. Le GLP-1 au cours du DT2

Pour son réle sur la glycémie et notamment sur la sécrétion d'insuline, la mesure de
la concentration plasmatique du GLP-1 au cours du DT2 a été primordiale afin d'étudier une
possible dérégulation de son métabolisme dans la pathologie. Cependant, les difficultés de
mesure font qu’aucun consensus n’est aujourd’hui établi et sa concentration plasmatique au
cours du diabéte est trés controversée. En effet, certaines études, chez 'homme et les
rongeurs, ont montré une augmentation de la concentration [719-721], d'autres une
absence de variation [634, 722] et d'autres une diminution [723]. Ces variations peuvent
dépendre de différentes choses : I'dge et I'avancée du diabete, |'état de jeline ou I'état
nourri, le contexte cytoplasmique ou également le fait que le sang soit prélevé en veine
systémique et non pas en veine porte, lieu ou le GLP-1 est le plus concentré. Pour limiter
ces biais, il faudrait suivre des patients ou des animaux a différents stades du diabéte et
étudier la valeur du GLP-1 plasmatique de |'état prédiabétique a I'état diabétique avancé,
induire le méme stimulus nutritionnel et enfin mesurer le sang en veine porte. La résistance
a linsuline et a la leptine observée au cours des maladies métaboliques, ['état
inflammatoire, I'augmentation des senseurs au glucose ou les altérations nerveuses sont des
facteurs confondants et expliquent aussi I'hétérogénéité des quantités de GLP-1 mesurées.

La variation du nombre de cellules L au cours du DT2 semble aussi controversée.
Dans certains cas, la quantité de cellules L semble augmenter dans tous les fragments
intestinaux [724], tandis que dans d'autre cas et notamment chez I'homme, elle ne semble
varier [725]. De la méme maniére, la quantité et I'activité de la DPP4 ne sont pas clairement
déterminées. En effet, au cours du DT2, la quantité et l'activité de la DPP4 dans le sang
augmentent dans certain cas [726], diminuent dans d’autres cas [727] et varient suivant |'état
d'avancée du diabete [728]. Ainsi, ces études semblent mettre en évidence un manque de
consensus sur des dérégulations de la production et de la dégradation de GLP-1 au cours
du DT2.

Dans des expériences in vitro, des cellules GLUTag ont été mises au contact d'un
milieu riche en glucose et en lipides pendant plusieurs heures. Les cellules ne résistent pas a
ce contexte au méme titre que les cellules B. En effet, on observe une augmentation du
stress oxydant, du stress du RE qui méne a terme a |'apoptose. La sécrétion de GLP-1 est
diminuée sans variation de l'expression du geéne du préproglucagon [729, 730]. Le
probléme majeur de |'analyse in vitro est qu’elle restreint le champ d'analyse. En effet, le
DT2 est associé a un changement du contexte nutritionnel au niveau plasmatique certes,
mais également a des variations hormonales, cytokiniques et bactériennes. Les LPS, les
cytokines IL6 ou TNFa modulent la sécrétion de GLP-1 en exposition aiglie mais qu’en est-il
en exposition chronique ? Ces questions restent a éclaircir et permettront de définir les

possibles altérations associées au DT2.
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C. Actions nerveuses et endocrines du GLP-1

1. Introduction

Comme nous l'avons vu, le GLP-1 est une hormone intestinale impliquée dans la
régulation du métabolisme glucidique dont I'action principale est de diminuer la glycémie.
Le GLP-1 agit de deux maniéres: nerveuse ou endocrinienne. Une fois sécrété par les
cellules L, il se retrouve dans la lamina propria. |l peut y activer les afférences du nerf vague
également présentes dans la paroi de la veine porte. Il active alors un axe nerveux intestin-
cerveau. Le nerf vague véhicule alors un message intestinal au tronc cérébral puis a
I'nypothalamus qui, aprés avoir intégré I'information, la véhicule vers des organes cibles en
périphérie. Une fois dans la lamina propria, il peut rejoindre la circulation sanguine générale
via les capillaires présents dans les villosités intestinales, puis la veine porte. En rejoignant la
circulation sanguine ; il active de maniére endocrine directement les organes cibles
exprimant le GLP-1r. Comme expliqué précédemment, |'activité de la DPP4 & proximité des
cellules L et au niveau de la circulation limite I'action endocrine du GLP-1. On estime que
I'action du GLP-1 est a 80-90% nerveuse et a 10-20% endocrinienne [691].

Le GLP-1 posséde 3 actions principales : stimuler la sécrétion d'insuline, diminuer la
vidange gastrique et la prise alimentaire. Par ces trois mécanismes, il garantit la diminution
de la glycémie particulierement en état postprandial. Il posséde également des réles plus
modestes : la régulation de la production hépatique de glucose, l'augmentation de la
sensibilité a I'insuline, des effets trophiques sur les cellules B, les neurones, I'endothélium et
I"épithélium intestinal, le contréle du transit intestinal, le contréle des autres sécrétions
entéro-endocrines, le contréle de la fonction cardiaque et de la vasodilatation, ...

L'importance du GLP-1 dans le contréle de la glycémie a été mise en évidence sur
des modeles murins invalidés pour son récepteur ou par I'utilisation d’antagonistes du GLP-
1r, I'exendine 9-39. Les souris invalidées pour le GLP-1r montrent une hyperglycémie a
jeun, des intolérances orales et intra-péritonéales au glucose associées a un défaut de
sécrétion d'insuline [731]. Chez des personnes saines, |'utilisation de I'exendine 9-39 induit
une hyperglycémie a jeun, une augmentation du glucagon, une baisse de la production

d’insuline induite par le glucose [732].

2. Le GLP-1r, ses voies de signalisation, son action endocrine.

Le GLP-1r est un récepteur couplé aux protéines G tout comme celui du glucagon,
du GLP-2, du GIP et de nombreuses hormones intestinales. Ce récepteur posséde une
affinité pour toutes les formes de GLP-1, soit GLP-1(1-37), GLP-1(1-36) NHz, (7-36) NH, et
le GLP-1(7-37), mais également pour I'oxyntomoduline. Ce récepteur est caractérisé par
une longue extrémité N-terminale cytosolique avec une région hélice o et 7 domaines
transmembranaires. La région N-terminale joue un role essentiel dans la liaison avec les
différentes molécules affines pour le récepteur via leur extrémité C-terminale.

Dans quels tissus le GLP-1r est-il exprimé ?
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Depuis la découverte du GLP-1, beaucoup de scientifiques ont cherché a définir les
tissus ou est exprimé ce récepteur. Comme pour la plupart des récepteurs et protéines, les
analyses d'expression du GLP-1r se sont basées sur des techniques d’'immunohistologie ou
de western blot utilisant des anticorps ciblés contre le GLP-1r. Cependant, tous les
anticorps actuellement disponibles commercialement ont montré des cellules ou des tissus
positifs chez les souris invalidées pour le GLP-1r remettant en cause leur spécificité pour le
récepteur. Des techniques d’hybridation in situ ciblant ’ARNm du GLP-1r ont été utilisées
mais montrent une faible sensibilité surtout lorsque la cible cellulaire est faiblement enrichie
en ARNm cible. L'utilisation de ligands marqués (fluorescence ou radioactivité) a été
envisagée mais bien que fonctionnelle, cette technique montre, comme pour I'hybridation
in situ, une sensibilité limitée [733]. Suite a cette controverse, notamment sur le manque de
spécificité des anticorps, certains chercheurs ont proposé I'existence de différentes
isoformes de GLP-1r. En 2014, le groupe de Fiona Gribble a créé une souris exprimant une
protéine fluorescente sous le promoteur du GLP-1r ([734],commenté dans [735]). Gréce a ce
modele, on a pu définir pour la premiere fois les lieux d’expression du GLP-1r : les cellules
et & pancréatiques (tres faible au niveau des cellules a), I'endothélium et les cellules
musculaires lisses des vaisseaux, le pylore et I'antrum gastriques, les neurones entériques, le
nerf vague, les afférences sympathiques sensitives émanant de la moelle épiniere,
I'hnypothalamus, le tronc cérébral et les tissus nerveux cardiaques. Il y avait une importante
controverse sur |'expression du GLP-1r au niveau des hépatocytes. Cette étude révele que
les hépatocytes murins n'expriment pas le GLP-1r. Sa présence sur les cellules immunitaires
n'a pas été analysée dans cette étude.

Le GLP-1r est un récepteur couplé a de nombreuses protéines G, Gas, Gai/o ou
Gaq [736, 737]. La voie la plus décrite est celle associée a la cellule B impliquant la protéine
Gas. Chez les souris invalidées pour le GLP-1r KO, on observe une altération de la
production d’AMPc induite par les GLP-1 et une altération de la réponse calcique au niveau
des cellules B [738]. De maniere globale, le GLP-1r une fois activé permet l'activation de la
PKA, la PKC, la PI3K, I'AKT, EPAC2 ou des voies MAPK (ERK1/2, extracellular signal-
regulated kinases 1/2) et induit des modifications de la concentration intracellulaire de Ca?*
[739-741]. Cependant, le GLP-1r est capable d'induire une voie indépendante des protéines
G impliquant la B-arrestine, protéine d'ancrage a la membrane, également capable de
stimuler la production AMPc et d’activer la voie ERK, CREB et IRS2 [742, 743]. Le GLP-1
peut avoir différents effets suivant le recrutement de la protéine G ou de la B-arrestine. Par
exemple, lorsque la protéine G est recrutée, la PKA est activée et active a son tour les
protéines ERK. Ces derniéres transitent alors vers le noyau ou elles régulent |'activation ou
I'inhibition de facteurs de transcription. Dans le cas ou la B-arrestine est recrutée, alors les
ERK activées restent dans le cytoplasme et modulent par phosphorylation l'activité des

substrats cytosoliques.
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a) Effet direct sur la cellules B

En plus de stimuler la sécrétion d'insuline induite par le glucose [666], le GLP-1
garantit I'homéostasie des cellules B et des granules d'insuline. Le contréle de la sécrétion
d’insuline est permis grace a la production de 'AMPc et 'activation de la PKA et de EPAC2.
De plus, I'activité du GLP-1r promeut la trans-activation du récepteur EGFR (epidermal
growth factor receptor) menant a l'activation de la PI3K, IRS2, AKT et de la PKC impliquées
aussi dans la production et la sécrétion d'insuline. De la méme fagon, son interaction avec la
B-arrestine favorise la sécrétion d'insuline [742].

L'activation de I'ensemble de ces voies permet de maintenir la dépolarisation
membranaire induite par le glucose et une augmentation plus intense de la concentration
intracellulaire en Ca?* via 1) le maintien de la fermeture de canal Karr potentialisant I'effet
du glucose sur la dépolarisation membranaire, 2) |'activation des canaux calciques au niveau
du RE, 3) l'inhibition des canaux K* permettant la repolarisation et 4) 'augmentation de la
production d’ATP au niveau de la mitochondrie [744]. D'autre part, le GLP-1 peut avoir des
effets a plus long terme sur la sécrétion d'insuline. Il stimule I'expression de la sous-unité
Kir.6.2 du canal Karp, des transporteurs au glucose GLUT2 et de la GK [745].

Le GLP-1 a également une influence sur l'expression de l'insuline: il stimule
I'expression du géne codant l'insuline et stabilise ’ARNm, contribuant ainsi a I'homéostasie
des granules de réserve [739]. Ces régulations passeraient par l'augmentation de
I'expression de PDX-1 et sa fixation sur son promoteur ou par la potentialisation de I'effet
du glucose sur la production d'insuline [131, 746, 747].

Enfin, le GLP-1 contribue a la survie et a la prolifération des cellules B : il inhibe les
voies pro-apoptotiques et active des facteurs de transcription impliqués dans les voies de
différenciation et de prolifération. En effet, dans un contexte cytotoxique (cytokines pro-
inflammatoires, glucotoxicité, stress du RE, ...) le GLP-1 limite I'apoptose des cellules f [743,
748-750]. Les effets anti-apoptotiques du GLP-1 sont associés a une baisse des protéines
apoptotiques (Bcl2) ou de leur état activé phosphorylé (bad) dans le cytosol. L'induction de
la prolifération par le GLP-1 passe par la voie dépendante de PDX-1. En effet, chez les
animaux invalidés pour PDX-1, le GLP-1 ne peut plus induire la prolifération des cellules B
[131]. L'effet prolifératif peut passer par l'induction de la voie EGFR activant alors la PI3K
puis ERK et la PKC. Ces protéines activent a leur tour |'expression de protéines impliquées
dans le cycle cellulaire, Iinhibition de FOXO1 inhibiteur de I'expression de PDX-1 [751].

b) Effet direct sur les cellules endothéliales et les neurones

entériques

Le GLP-1r est tres exprimé au niveau de I'endothélium. Il semble que son effet soit
multiples : il favorise la prolifération des cellules endothéliales, leur protection dans des
contextes lipotoxiques ou inflammatoire et I'angiogenese [751-755] et la vasodilatation
[756-758]. Pour cela, le GLP-1 active la eNOS par phosphorylation et la production de NO.

Les phosphorylations seraient médiées par différentes kinases: dépendante de [|'Akt
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(phosphorylation de la eNOS sur la Ser 1177), dépendante de I'’AMPK, dépendante de la
PKC ou encore dépendante de la PKA (phosphorylation de la eNOS sur la Ser 1177) [753,
754,756, 759-761]. Les effets vasodilatateurs seraient responsables de I'augmentation de la
sensibilité a I'insuline en périphérie et de la capture du glucose par le muscle [758, 760]. Les
petits vaisseaux de l'intestin semblent exprimer en trés grande quantité le GLP-1r suggérant
que le GLP-1 pourrait jouer un réle non négligeable sur I'absorption des nutriments [734].

Le GLP-1 est capable de réguler la vidange gastrique et la motilité intestinale. Pour
la vidange gastrique, le GLP-1 contribue a la relaxation de I'estomac proximal et a une
diminution de la contractilité antrale et duodénale favorisant ainsi I'entrée du bol
alimentaire dans le duodénum, zone d'absorption du glucose, et le pic glycémique
postprandial. Ce pic est nécessaire pour une sécrétion correcte de l'insuline en période
postprandiale. Son effet sur la motilité gastrique est diminué chez des patients atteints de
gastroparesie [762]. La régulation de la vidange gastrique par le GLP-1 est, comme au
niveau endothélial, dépendante du NO [762, 763]. Les souris possédant le GLP-1r
fluorescent ont permis de mettre en évidence qu'au niveau du tube digestif le récepteur
était exprimé en trés grande quantité sur des neurones positifs pour NOS et connus pour
induire la relaxation des muscles lisses du tube digestif. La méme étude a d'ailleurs montré
que le GLP-1 était capable d’exciter les neurones entériques en augmentant le nombre de
potentiels daction [734]. D'autre travaux ont également montré que le GLP-1 pouvait
ralentir le transit de I'intestin gréle et du gros intestin via la production de NO [676, 764].

Ainsi, le GLP-1, en activant la NOS, peut produire du NO et réguler des mécanismes
endothéliaux et neuronaux.

c) Effet direct sur les neurones centraux

Le GLP-1 est une molécule produite en périphérie par les cellules L et au niveau
central par des neurones hypothalamiques ou du tronc cérébral (NTS, LHA, PVH, ..). Le
GLP-1r est présent au niveau hypothalamique [734]. Le GLP-1 est une molécule relativement
petite capable, une fois dans le sang, de traverser la BHE et de stimuler directement les
neurones cérébraux pour essentiellement réguler la prise alimentaire [765-767]. Les
neurones impliqués dans la régulation de la prise alimentaire au niveau central sont de type
a-MSH (ou a melanocyte stimulating hormones) /POMC (propiomelanocortin) et de type
neuropeptide Y (NPY) pour ceux situés au niveau de I'’ARC, de type neurotensin au niveau
du PVN, et de type ghreline au niveau de I'ARC, PVN et PVH [768]. Il a été également
montré que le GLP-1 cérébral pouvait stimuler la sécrétion d‘insuline et favoriser le stockage
du glycogene au niveau hépatique [238, 769].

Quelle est la voie intracellulaire impliquée ? Dans un premier temps, il a été montré
que l'activation des neurones hypothalamiques induisait une augmentation de I'"AMPc
intracellulaire et une activation de la PKA [768] mais une étude récente a décrit la voie que
le GLP-1 pouvait activer au niveau des noyaux hypothalamiques, notamment pour le

contréle de la prise alimentaire. Ce travail a montré que le GLP-1 injecté en ICV active la
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PKA dans les neurones du NTS. La voie PKA active alors la voie des kinases ERK1/2 et
inhibe la voie AMPK. Les deux voies induites pourraient activer les voies de transcription
dépendantes de CREB. Pour la premiere fois, une voie neuronale induite par le GLP-1 est
ainsi décrite [770]. D’ailleurs, au niveau cérébral, ces voies semblent capables de moduler
la production de NO via I'activation ou l'inhibition de la nNOS [771-773].

Le GLP-1 possede également un effet protecteur et neurotrophique sur les
neurones. |l permet la prolifération mais aussi I'inhibition de l'apoptose des cellules
neuronales, favorise le développement des dendrites et protege contre le stress oxydatif
[774, 775] ou réduit I'accumulation des plaques d'amyloides au cours de la maladie
d'Alzheimer [775]. Il posséde des propriétés neuro-protectives dans les neuropathies
périphériques comme la neuropathie diabétique [776]. Le GLP-1r est exprimé au niveau de
I'nippocampe, et semble favoriser les processus d'apprentissage et de mémoire [777]. En
plus, de favoriser les connexions et la survie neuronales, le GLP-1 est également capable de
moduler la libération de neurotransmetteurs tels que le glutamate [778] et le niveau
d’excitation des neurones [779]. Par quels mécanismes peuvent passer ces régulations ? Il
est possible que les voies soient identiques a celles observées au niveau de la cellule B. En
effet, le GLP-1 module, au niveau de I'hippocampe, |'activation de canaux Ca®* voltage-
dépendant [780]. Cependant, cela ne reste que de I'analogie et les mécanismes impliqués
restent a éclaircir. D'autre part, il semble que l'effet protecteur sur les dysfonctions
nerveuses périphériques diabétiques soient dépendantes de la voie ERK activable par le

GLP-1[781]. La question des effets du GLP-1 sur les neurones entériques reste entiere.

d) Effet direct sur les cellules o. controversé

L'effet inhibiteur sur la sécrétion de glucagon reste aujourd’hui controversé. Les
cellules a semblent exprimer le GLP-1r mais tres peu d'entre elles (10%) |'expriment [734].
L'effet du GLP-1 sur la sécrétion du glucagon pourrait passer par l'action inhibitrice de
I'insuline. En effet, 'absence de cellule B induite par invalidation génétique de PDX-1
empéche l'effet inhibiteur du GLP-1 sur la sécrétion de glucagon [131]. Cependant, chez
des patients diabétiques de type | caractérisés par |'absence de cellules B, le GLP-1
conserve sa capacité d'inhibiteur de la sécrétion de glucagon suggérant un role
indépendant de l'insuline [782]. L'effet du GLP-1 sur la sécrétion du glucagon reste

aujourd’hui a éclaircir.
e) Les autres cellules cibles

(1) Les tissus métaboliques

Les données a partir d’expériences in vitro montrent que le GLP-1 influence I'activité
métabolique des muscles, du tissu adipeux ou du foie. En effet, le GLP-1 permet la
production de glycogéne et la capture du glucose au niveau des hépatocytes, des

adipocytes et des myocytes en culture primaire. D'autre part, chez I'homme, le GLP-1 inhibe
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la néoglucogenése hépatique [783]. La capture du glucose dans les tissus périphériques
induite par le GLP-1 est en fait une potentialisation de I'effet insuline [784].

Le GLP-1 a aussi des effets sur le métabolisme lipidique du tissu adipeux et du foie
mais les effets restent contradictoires. En effet, dans certains cas, il diminue la lipolyse et
dans d’autres cas, il active la lipolyse et diminue la lipogenese. Ceci pourrait dépendre de la
provenance des adipocytes ou des hépatocytes (animaux ou humains, lignées cellulaires). |l
réduit aussi la stéatose hépatique des souris ob/ob et cet effet serait lié¢ a une augmentation
de I'AMPc dans les hépatocytes, montrant qu'il passerait par I'action du GLP-1 sur son
récepteur [744].

In vivo, il est plus difficile d'étudier le réle direct du GLP-1 dans les régulations du
métabolisme de ces tissus. En effet, on observe un effet confondant avec l'activation de
I'axe intestin-cerveau qui peut également contréler la néoglucogenése hépatique [785]. |I
peut y avoir également I'effet confondant de la modulation de la sécrétion des hormones
telle que I'insuline ou le glucagon [786]. Une maniére d’'aborder la question est de savoir si
ces organes expriment le GLP-1r. Chez les souris possédant le GLP-1r fluorescent, les
hépatocytes ne semblent pas |'exprimer. Dans cette méme étude rien n'a été rapporté sur
les muscles squelettiques et le tissu adipeux [734]. Les effets observés sur les cultures in
vitro pourraient étre dii 1) a I'existence d'un autre récepteur au GLP-1, 2) a I'affinité du GLP-
1 pour le récepteur au glucagon et une voie induite différente. Ces propositions restent

cependant hypothétiques.

(2) Le coeur

Le GLP-1 semble agir sur le cceur : il augmente la fréquence cardiaque, la pression
diastolique et systolique et la moyenne de la pression sanguine. Ceci est spécifique au GLP-
1 et a lieu indépendamment des régulations adrénergiques puisque les effets sont abolis
lorsque I'on injecte I'exendine 9-39 en périphérie comme au niveau central suggérant un
axe cerveau-cceur induit par le GLP-1 [787, 788]. Le GLP-1r est exprimé au niveau des
vaisseaux cardiaques mais également au niveau des oreillettes [734]. Il a été également
démontré que le GLP-1 pouvait jouer un réle protecteur en cas d'ischémie ou d'insuffisance
cardiaque : il réduit la taille de la zone infarctée, augmente la fonction cardiaque, favorise la
capture de glucose et inhibe le stress oxydatif [788-793]. Les souris invalidées pour le GLP-
1r montrent une baisse de la contractilité ventriculaire, une baisse de la fréquence
cardiaque et une hypertrophie cardiaque [794]. Les voies intracellulaires impliquent
I'augmentation d’AMPc, l'activation de la PKA/EPAC, la voie PI3K/AKT et les kinases
ERK1/2.

(3) L’intestin — Effet trophique et contréle du systeme
immunitaire

Le GLP-1, par son récepteur, peut controler la prolifération de cellules épithéliales

notamment en régulant FGF7, dans l'intestin gréle comme le gros intestin. FGF7 et son
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récepteur FGFR2 sont trés présents au niveau des neurones entériques [795]. FGFR2 est
augmenté dans les cancers du célon et favorise la prolifération des cellules épithéliales
[796]. Ainsi, le GLP-1 via une action paracrine sur le SNE et la production du facteur FGF7
pourrait contrdler la prolifération des cellules épithéliales intestinales et favoriser I'intégrité
de la barriére [797].

Le GLP-1 pourrait également jouer un réle dans la tolérance du systéme immunitaire
intestinale vis a vis du microbiote. En effet, le GLP-1r est exprimé au niveau des
lymphocytes intra-épithéliaux. Lorsqu’ils sont mis en culture et stimulés avec le GLP-1,
I’AMPc augmente dans leur cytoplasme ce qui réduit la production de cytokines par les
lymphocytes activés. Cette action est inhibée chez les souris invalidées pour le GLP-1r ou
lors d'un traitement avec |'antagoniste Ex9-39. Les souris invalidées pour le GLP-1r ont plus
d'espéces bactériennes dans leurs féces et sont plus sensibles aux altérations intestinales
induites par le dextran sodium sulfate. Ces résultats suggérent un réle anti-inflammatoire du

GLP-1 et dans la tolérance au microbiote [798].

f) Modulation de [I'expression du GLP-1r a la membrane

cellulaire

L'expression du GLP-1r a la membrane peut étre modifiée dans certaines conditions.
En effet, une exposition chronique a des agonistes du GLP-1r — le GLP-1 ou I'exendine 4 —
induit une perte de production d’AMPc [799]. Le contexte hyperlipidémique ou
hyperglucidique altere également la réponse au GLP-1 au niveau de la cellule  [800, 801].
Ce contexte est particulierement retrouvé au cours du diabete associé a I'obésité et il a
d'ailleurs été démontré qu'au cours de ces pathologies, I'action du GLP-1 pouvait étre
altérée [802]. A défaut de pouvoir évaluer grace a un anticorps spécifique, I'expression a la
membrane du GLP-1r, il est admis que mesurer I'expression de son ARNm permettait
d’évaluer de fagon simple et succincte I'état de la voie de signalisation au GLP-1. Au cours
de ces pathologies métaboliques, son expression est diminuée au niveau des ganglions du
nerf vague, de I'estomac, de I'hypothalamus et de la cellules 8 [720, 802, 803]. L'expression
a la membrane du récepteur pourrait étre également modulée par la prise alimentaire car a
I"état nourri, le GLP-1r se trouve exposé de maniére importante a la membrane [804].
Cependant, le biais de cette étude est qu’elle utilise un anticorps ciblant le GLP-1r dont la
spécificité est aujourd’hui contestée.

Les mécanismes de désensibilisation sont de deux types, homologue et
hétérologue. On parle de désensibilisation homologue lorsqu’il y a découplage entre le
récepteur et sa protéine G aprés stimulation avec |'agoniste. Ce phénomene est induit par
I'interaction du récepteur avec deux protéines: la kinase des récepteurs couplés aux
protéines G (GRK) qui phosphoryle le récepteur, puis la B-arrestine. La contrainte stérique
empéche alors l'interaction avec la protéine G. La désensibilisation hétérologue implique
que la voie d'un autre récepteur induit la phosphorylation du récepteur d'intérét pour

empécher l'interaction avec la protéine G. Ces phosphorylations peuvent impliquer la PKA,
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la PKC ou les MAPK de type ERK. Elles ont lieu au niveau de I'extrémité C terminale du
récepteur, notamment sur des sérines [805]. Elles peuvent induire a terme I'endocytose du
récepteur via des interactions avec les clathrines ou les calvéolines [805-807]. Deux avenirs

sont alors possibles : il est recyclé ou alors dégradé.

3. Les actions nerveuses du GLP-1

La voie la plus décrite pour médier les actions du GLP-1 est la voie nerveuse via un
axe intestin-cerveau-périphérie [808]. Cette voie implique les afférences vagales présentes
dans l'intestin et la veine porte capable de réceptionner l'information véhiculée par le GLP-
1. En effet, les ganglions nodaux du nerf vague expriment le GLP-1r [648, 734]. D'ailleurs
I'invalidation partielle du GLP-1r au niveau du nerf vague suffit a déréguler le métabolisme
glucidique et notamment la prise alimentaire, la sécrétion d'insuline et la vidange gastrique
[809]. Des expériences de vagotomies chimiques ou mécaniques ou des mesures
électrophysiologiques de l'activité du nerf vague induite par le GLP-1 ont également permis
de mettre en évidence l'importance du nerf vague dans le transport de l'information
véhiculée par le GLP-1. Chez 'homme ayant subi une vagotomie troncale, le métabolisme
du glucose est altéré par modification de la vidange gastrique, de la sécrétion d'insuline
induite par le glucose, ... [659]. L'information véhiculée par le nerf vague suffit a activer des

noyaux du tronc cérébral et de I'hypothalamus [234].

(1) La stimulation de la sécrétion d’insuline

Lorsque l'on infuse du GLP-1 dans la veine porte, veine récoltant toutes les
sécrétions intestinales, on observe une augmentation de la sécrétion d'insuline [200, 653,
654, 810]. De la méme fagon, I'infusion d’un inhibiteur de DPP4 dans la veine porte, permet
de stimuler la sécrétion d'insuline [811]. Cette augmentation de la sécrétion d'insuline par le
GLP-1 est médiée par le nerf vague puisque des vagotomies réalisées a I'aide de capsaicine
— molécule détruisant les fibres afférentes pauvres en myéline — ou de maniere mécanique,
ou alors |'utilisation d'un antagoniste des récepteurs cholinergiques, inhibent I'effet du GLP-
1 sur la cellules B [653, 654, 810]. Les mémes résultats sont obtenus si le GLP-1 est injecté
de maniére intra-péritonéale [654]. A de trés fortes doses de GLP-1, I'effet de la vagotomie
est absent, supposant que le GLP-1, a de telles doses, réalise plutét son action endocrine
[810]. Les effets nerveux semblent bien médiés par le GLP-1r puisque la co-infusion dans la
veine porte avec |'exendine 9-39 annule I'effet du GLP-1 [200, 659]. D'autres expériences
ont également montré qu’un inhibiteur de la DPP4 administré oralement pouvait stimuler
I'activité électrique du nerf vague et que cet effet était annulé lorsque de I'exendine 9-39
était co-injecté ou que l'expérience était effectuée chez des souris GLP-1rKO [812]. Ainsi,
I'activation de la sécrétion d'insuline par le GLP-1 est médiée par son récepteur exprimé au
niveau des afférences vagales intestinales et portales. Le nerf vague retransmet I'information
au niveau cérébral qui, par les efférences vagales et la sécrétion d’Ach, la retransmet au

niveau du pancréas pour induire la sécrétion d'insuline.
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2) L’inhibition de la vidange gastrique

Bien que le GLP-1r soit exprimé au niveau stomacal, le GLP-1 est capable d'inhiber
la vidange gastrique via un axe intestin-cerveau-périphérie [813]. En effet, I'administration
exogéne de GLP-1 chez des rats dénervés du nerf vague empéche I'action inhibitrice de
I'hnormone [651]. Chez les patients ayant subi une vagotomie troncale ou les patients
diabétiques atteints de neuropathie autonome, le GLP-1 n’a aucun effet inhibiteur sur la
vidange gastrique [659, 814]. L'injection périphérique d’exendine 9-39 inhibe I'effet du GLP-
1 périphérique sur la vidange gastrique tandis que l'injection cérébrale de I'antagoniste
n'induit aucun effet suggérant I'absence d'un réle cérébral du GLP-1 périphérique dans
cette fonction [651]. L'invalidation du GLP-1r au niveau du nerf vague inhibe également
I'action du GLP-1 périphérique sur la vidange gastrique [809]. L'activation du DMVx par le
GLP-1 engendre une réponse vagale efférente contrélant I'activation de la nNOS au niveau
stomacal contribuant a I'inhibition de la vidange gastrique [815]. Une étude chez 'homme a
montré |'importance du contréle de la vidange gastrique pour I'effet insulinotropique du

GLP-1 [816], montrant le lien étroit entre ces deux actions du GLP-1.

(3) La régulation de la prise alimentaire

La prise alimentaire est a la fois médiée par le GLP-1 périphérique et le GLP-1 du
SNC. Le GLP-1 central peut avoir deux origines : une origine périphérique puisque le GLP-1
peut traverser la BHE et une origine centrale puisque I'hypothalamus possede des neurones
sécréteurs de GLP-1. Chez le rongeur, l'administration d’agonistes du GLP-1r tel que
I'exendine 4 par injection ICV, par injection intrapéritonéale ou dans la veine porte induisent
la baisse de la prise alimentaire [234, 817, 818]. De la méme facon, l'infusion d'un inhibiteur
de DPP4 au niveau de la veine porte réduit la prise alimentaire [811]. Lorsque le GLP-1 est
injecté ou protégé en périphérie (inhibiteur de DPP4), son effet satiétogene est aboli par la
vagotomie ou l'injection intra-péritonéale de I'exendine 9-39. Ceci démontre I'importance
du nerf vague, de I'axe intestin-cerveau et du GLP-1r périphérique dans |'effet satiétogene
du GLP-1 [234, 817]. Cependant, lorsque |'antagoniste du GLP-1r est injecté au niveau
cérébral, I'effet du GLP-1 périphérique n’est pas aboli. Ceci révele que I'effet du GLP-1
périphérique est uniquement vagale et pas du tout cérébral [819]. L'activation des noyaux
cérébraux par le GLP-1 périphérique pour le contréle de la prise alimentaire s'effectue au
niveau du NTS, de I'AP, et de I'amygdale, différents centres impliqués dans la régulation de
la prise alimentaire et contenant les neurones POMC et AgRP [234, 235]. L'influence du
GLP-1 périphérique sur la prise alimentaire est caractérisée par une diminution de la
quantité ingérée au cours d'un seul repas [234]. Le GLP-1 cérébral peut étre sécrété suite a
une distension gastrique comme au cours d'un repas [765]. La régulation de la prise
alimentaire par le GLP-1 cérébral est essentiellement due, chez le rongeur, a une baisse du
nombre de repas [770]. Ainsi, suite a l'ingestion d'un repas, le GLP-1 périphérique dont la

sécrétion est induite par les nutriments, puis le GLP-1 cérébral dont la sécrétion est induite
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par la distension gastrique, jouent en synergie pour diminuer la prise alimentaire par la

quantité ingérée et par l'intervalle entre les repas et le nombre de repas.

4. BILAN

Les nutriments, les bactéries, le SNA, le systeme entéro-endocrinien et le systeme
immunitaire sont tous des facteurs intestinaux capables de moduler I'homéostasie du GLP-1
en période de jeline comme en période postprandiale. Les mécanismes impliqués dans la
régulation de l'expression, la sécrétion et la dégradation du GLP-1 restent aujourd’hui a
éclaircir notamment au cours des maladies métaboliques comme le DT2. Existe-t-il une
dérégulation ou une cinétique dans la dérégulation ? L'action du GLP-1 est médiée par un
récepteur spécifique dont I'exposition a la membrane et la sensibilité a I'hormone sont
particulierement régulées et semblent modifiées dans des contextes inflammatoires et lipo-
et glucotoxiques que I'on pourrait retrouver au cours des maladies métaboliques. Tous ces

points sont encore largement méconnus et restent donc a explorer.
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Figure 8 : Les actions du GLP-1. Le GLP-1 est sécrété entre autres apres |'ingestion d'un repas ou sous
I'influence des bactéries. Une fois libéré, il peut rejoindre la circulation sanguine ou agir de maniére
paracrine sur les cellules présentes sur son site de sécrétion (les cellules immunitaires, les neurones
entériques, les afférences vagales, les CEE). Par ces différentes voies, il agit sur ces différents organes
cibles. Les actions notées avec un point d'interrogations sont aujourd’hui controversées. Les actions du
GLP-1 ont pour but de réduire la glycémie, a court terme en période postprandiale ou a long terme
notamment en favorisant la survie cellulaire. En agissant sur le systéme cardiovasculaire il optimise la
distribution des nutriments et des hormones dans tous les tissus. En agissant sur l'intestin, il optimise la
digestion, 'absorption des nutriments, la tolérance vis a vis du microbiote, |'étanchéité de I'épithélium. Au
niveau cérébral, or ses actions métaboliques, il protege les neurones et optimise leur activité.

L'action du GLP-1 est essentiellement de diminuer la glycémie postprandiale via
I'augmentation de la sécrétion d'insuline, I'inhibition de la prise alimentaire et de la vidange
gastrique de maniere endocrine au niveau du pancréas, de |'estomac et du SNC ou via
I'activation d'un axe nerveux intestin-cerveau périphérie. Le GLP-1 régule également la
vasodilatation des vaisseaux et la fonction cardiaque permettant un meilleur
approvisionnement en nutriments des organes, une imperméabilité de ['épithélium
intestinal et une modulation de l'immunité protégeant I'héte des antigenes extérieurs et
enfin facilite le transit de nutriments. Le GLP-1 présente également des effets protecteurs et

anti-apoptotiques sur la cellule B, les neurones, les vaisseaux sanguins et le coeur (Figure 8).
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D. L'intestin - site de symbiose — relation héte/microbiote

1. Introduction

La symbiose est une association constante, durable, étroite et obligatoire entre deux
organismes issus d'especes différentes, ne pouvant vivre I'un sans I'autre et dont chacun tire
un bénéfice de cette association. Ce terme est utilisé pour les associations entre les
procaryotes et les eucaryotes végétaux et animaux. Nous vivons en symbiose avec des

procaryotes a la fois au niveau cellulaire mais également au niveau de notre organisme.

a) « Symbiose intracellulaire » [820]

Dans les années 1960, Lynn Margulis a émis I'hypothese de I'endosymbiose : les
organites, tels que les mitochondries, dont sont pourvues les cellules eucaryotes, sont des
systémes semi-autonomes disposant de leur propre patrimoine génétique et dont la
duplication est indépendante de la cellule. Ainsi, ils seraient d’origine procaryotique,
auraient été ingérés par phagocytose par d'autres cellules procaryotes et seraient conservés
au sein de leur cytoplasme. Cette théorie est appuyée par le fait que : 1) les mitochondries
comme les chloroplastes possedent leur propre génome, sous forme de plasmides sans
compartimentation nucléaire et leur propre machinerie de transcription, 2) leur réplication
se fait par division et clonage sans reproduction sexuée, 3) ils posseédent des proximités
génétiques et biochimiques avec certaines bactéries (chloroplaste et cyanobactérie,
mitochondrie et a-proteobactérie).

Au cours de I"évolution, un embranchement des procaryotes s’est dissocié, il s'agit
des archées. Ces procaryotes ancestraux possedent des points communs avec les
eucaryotes qui les différencient des procaryotes : la présence d’histones pour protéger
I’ADN, l'absence de paroi cellulaire, un cytosquelette, 'existence d'un protéasome, des
voies de signalisation calcique, des protéines de surface glycosylées. Pour ces raisons, il a
été établi que les archées pouvaient constituer le nucléocytoplasme ancestral, avant
endosymbiose, des cellules eucaryotes.

Ainsi grace a I'étude du génome des eucaryotes et procaryotes, il a été établi que
les eucaryotes étaient issus de |'endocytose d'un procaryote par une archée. Pour les
eucaryotes animaux, possédant des mitochondries, ce procaryote était une a-
protéobactérie. Mais pour quelles raisons et par quels mécanismes ? Plusieurs théories co-
existent :

1) une infection parasitaire du cytonucléoplasme par une a-protéobactérie qui au
cours des générations s'est transformée en mutualisme bénéfique : la mitochondrie
ancestrale obtenait des nutriments d'origine cytoplasmiques (pyruvate) et en retour
produisait de |'énergie disponible pour la cellule,

2) un systeme syntrophique qui définit une symbiose mutuelle, c’'est a dire qu’un
élément produit par un organisme est toxique pour lui-méme mais peut étre dégradé par

un autre organisme qui en tire un bénéfice. Ainsi, le cytonucléoplasme fermente pour
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produire son énergie et se trouve en contact de 'O, toxique pour la cellule. Il s’est associé
avec une a-protéobactérie aérobie qui consomme de I'O; par oxydoréduction. En échange,
le cytonucléoplasme fournit a la bactérie les nutriments correspondant aux produits de
fermentation tels que le pyruvate.

3) un autre systéme syntrophique a été envisagé dans lequel, le cytonucléoplasme,
en fermentant, produit des acides organique (lactate, pyruvate, glutamate, ...) toxiques
pour lui-méme. lls sont métabolisés par une a-protéobactérie qui libere alors du CO,. Cette
théorie ne peut cependant étre validée puisqu’une bactérie, quelle qu'elle soit, préfere
consommer le glucose environnant que les acides organiques.

4) La syntrophie méthanogénique dans laquelle I'a-protéobactérie produit du CO; et
de I'H; a partir d'éléments organiques. Le nucléoplasme méthanogéne modifie H2 en CHa.
Cette hypothése n’est pas privilégiée car un organisme méthanogéne est anaérobie strict,
or les cellules eucaryotes sont aérobies et aucune évidence montre des modifications
évolutives d'un état a l'autre.

5) La syntrophie sulfurique dans laquelle le couple ions sulfure/H:S est le couple
redox pour le transfert d'énergie entre I'archée et |'a-protéobactérie. Cette hypothése reste
privilégiée. En effet, il a été établi que la mitochondrie partage des points communs avec
des bactéries sulfuriques et I'archée, notre ancétre eucaryote, est capable de réduire le
sulfure en HzS. Ceci a été vérifié in vitro par le laboratoire de Wolf et Plenning. Il a été
également montré |'existence ancestrale d'une protéine eucaryote : la rhodanese, une
sulfure transférase qui dans notre cellule actuelle est sans fonction réelle. D'autre part, la
cellule eucaryote peut aussi produire de I'H:S au sein de son cytoplasme a partir d'ions
sulfure et la mitochondrie est capable d'oxyder I'H.S (a proximité du complexe lIll) en
utilisant les électrons de la chaine respiratoire.

Ainsi, il existe une relation de symbiose eucaryote/procaryote a I'échelle cellulaire.
Cette relation est basée sur une aide et un bénéfice mutuel entre les deux organismes
notamment en termes de production d'énergie. Ces théories d’endosymbiose sont
actuellement admises pour tous les organites qui composent la cellule eucaryote moderne.
En effet, le noyau proviendrait de I'endosymbiose avec une eubactérie thermophile, le

cytosquelette viendrait de I'endosymbiose avec une spirochaetes, ...

b) « Symbiose intercellulaire »

Chez les organismes pluricellulaires comprenant les mammiféres, une autre
forme de symbiose existe : la relation hote/microbiote. En effet, sur notre peau, dans notre
bouche, nos intestins, sur les organes génitaux, nous vivons avec des milliards de bactéries.
Notre intestin en est particulierement enrichi. Les premiéres colonisations bactériennes de
I'intestin datent d'il y a environ 600 millions d’années, soit bien antérieur a la naissance de
I’étre humain (-300 millions d’années). Chez 'homme, on estime que notre intestin contient
10" bactéries soit 10 fois plus que de cellules eucaryotes. Cela représente 1,5kg et

constitue la plus large population procaryotique au sein de notre organisme. En colonisant
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les intestins, les bactéries trouvent un écosystéme non-hostile et un approvisionnement
régulier en nutriments. Inversement, I'héte en tire un bénéfice : comme il ne peut pas
digérer certains nutriments (absence d’enzymes), les bactéries en les consommant
produisent des molécules métabolisables et stockables dans I'unique but pour I'héte de
tirer le maximum d’énergie provenant a partir de son alimentation. C'est le cas pour les
fibres alimentaires (polysaccharides végétaux, cellulose, xylanes, inuline, ...), source
principale de nutriments pour le microbiote qui en les digérant, libere des AGCC et des
sucres simples absorbables au niveau de notre intestin. Ce méme processus symbiotique
est observé chez le termite : il se nourrit de bois mais ne peut en digérer les fibres et vit
donc en symbiose avec un procaryote qui les dégrades en molécules consommables par le
termite.

Ainsi, au cours de [|'évolution, I'héte et le microbiote qui le compose ont di
s'adapter I'un a l'autre pour que I'un et |'autre puissent survivre, on parle de mutualisme ou
d’'écologie mutualisée [821]. Ainsi, leur génome a évolué conjointement pour que |'un tire
un bénéfice de l'autre. Les études réalisées sur le microbiote ont montré que l'influence du
microbiote est bien plus subtil que I'apport en certains nutriments : il aide & la maturation
du systeme immunitaire, du SNC et du SNP, des systemes endocriniens, il régule le
comportement et les fonctions cognitives, le métabolisme, la reproduction et la production
d’hormones sexuelles, la croissance via la régulation de I'hormone de croissance [822].

Le microbiote de notre intestin peut étre subdivisé en 4 phyla principaux qui sont
les Firmicutes, les Bacteroidetes, les Actinobacteria et les Proteobacteria avec 9 autres
moins représentés [821]. De la bouche au célon, notre flore est tres différente et reliée aux
caractéristiques de la niche écologique de la partie intestinale concernée : au niveau de la
bouche, on distingue des bactéries aérobies et anaérobies ; au niveau de |'estomac, des
bactéries acidophiles et vers l'intestin gréle distal et le célon des bactéries anaérobies
strictes (Streptococcus, Lactobacillus, Clostridium et Bacteroides) et méthanogéniques. De
plus, le long du tractus digestif le nombre de bactéries croit passant de 10*/mL au niveau de
I'estomac a 10'?/g de féces au niveau du célon.

Au cours de notre vie foetale, nous vivons dans un environnement dit stérile et notre
intestin est dépourvu de microbiote vivant. Cependant, le placenta et le liquide amniotique
semblent riches en ADN microbien [823-825] suggérant un possible réle des fragments
bactériens dans la maturation des différents organes en période prénatale. Lorsque I'on nait
par voie naturelle, dés les premiers instants, nous acquérons un microbiote provenant du
vagin, de l'anus et de I'air environnant. Ce microbiote est aérobie et anaérobie, de type
Gram positif. |l s'agit des bactéries violettes a la coloration de Gram. Ces bactéries sont
unimembranées avec une épaisse couche de peptidoglycanes a la surface de la membrane
plasmique. L'intestin d'un nouveau-né jusqu'au sevrage est riche en Lactobacillus et
Bifidobacterium, des bactéries fermentescibles. Lors du sevrage, en nous nourrissant
d'aliments variés, notre flore s’enrichie en bactéries Gram- roses a la coloration de Gram,

bimembranées et possédant une paroi. Ainsi, nous acquérons progressivement une flore
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stable et diversifiée. Cette composition bactérienne peut évoluer en fonction de notre
hygiene de vie : nos régimes alimentaires, les antibiothérapies orales, les infections ou les
inflammations intestinales.

L'importance de la flore intestinale a pu étre définie en étudiant des organismes
dépourvus de celle-ci a la naissance, notamment les souris axéniques. Ces souris possédent
un systeme immunitaire intestinal inné et acquis atrophié avec une faible capacité de
réponse [826-828] et un SNE dont la fonction est altérée [829, 830]. Les souris axéniques
ont des fonctions cognitives, la mémoire, I'anxiété, le comportement social ou la réponse au
stress différents d'une souris conventionnelle [831]. Les sécrétions hormonales sont
modifiées (hormones sexuelles, intestinales, pancréatiques, du stress, de croissance, ...)
[822] et leur métabolisme est différent (poids faible, glycémie faible, prise alimentaire
accrue, faible taux d’AGCC, faible quantité de glucose et triglycérides hépatiques, taux de
leptine, de ghréline ou de GLP-1 différentes, ...). Ces données révélent I'importance de la
flore des notre naissance sur les développements endocriniens, nerveux ou immunitaires
nécessaires a terme pour la régulation du métabolisme, des fonctions cognitives, du stress,

de la reproduction ou de la réponse a une infection par un pathogene.

c) La ligne de défense intestinale

La relation de symbiose entre notre intestin et le microbiote intestinal est un état
stable et pacifique : on parle de tolérance. Cette tolérance intestinale est possible grace a la
fonction de notre systéeme entéro-épithélial et de notre systeme immunitaire. Le microbiote
toléré est dit commensal et est acquis trés précocement, en période post-natale. C'est au
cours de cette période que se fait la tolérance aux antigénes luminaux nutritionnels et
microbiens. La premiere ligne de défense intestinale est réalisée par I'épithélium. 1) Il
produit un mucus épais contenant des mucines, des défensines et des immunoglobulines A
empéchant les bactéries de traverser la barriere épithéliale. D'ailleurs, la partie du mucus la
plus proche des cellules épithéliales est considérée comme stérile. 2) Il posséde des
jonctions serrées imperméables aux bactéries dont |'ouverture est particulierement
contrélée. 3) Il possede un systéme immunitaire inséré entre les cellules épithéliales et
directement au contact du lumen. Ce systéme immunitaire comprend les cellules
dendritiques, les macrophages ou encore les lymphocytes intra-épithéliaux. Ces cellules
immunitaires jouent alors le réle de senseurs et de vigilance. Leur activation contréle le
recrutement dans la lamina propria de cellules immunitaires de I'immunité innée et acquise.

Les immunoglobulines de type A dirigées contre la flore commensale sont plutét
tolérogénes. En effet, elles sont sécrétées par des lymphocytes de type B indépendamment
d'une activation par des lymphocytes de type T et possedent des épitopes différents que
ceux des immunoglobulines de type A dirigées contre les bactéries pathogénes. D’ailleurs,
dans le cas de bactéries pathogénes, les immunoglobulines de type A sont produites en
réponse a des lymphocytes T activés [832]. Les bactéries commensales peuvent agir

directement sur I'épithélium en activant certaines voies tolérogénes plutoét décrites comme
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anti-inflammatoires ou méme parfois des voies stimulant la régénération de I"épithélium
[833, 834]. Les bactéries agissent alors tel un probiotique leur permettant ainsi de vivre en
état de paix, en symbiose avec I'héte [833].

Cette relation symbiotique n’est pas hostile mais peut le devenir. En effet, le
microbiote commensal, que notre intestin tolére, peut devenir pathogéne suite a une
infection par une bactérie étrangéere ou alors par une perte de tolérance de notre systeme
immunitaire. Des bactéries commensales telles que les Lactobacillus et les Bifidobacterium,
nous protégent contre l'infection par des bactéries pathogénes [835]. Les maladies
inflammatoires intestinales telles que le syndrome du célon irritable, les colites ou la
maladie de Crohn sont dues a une trop grande activation du systéeme immunitaire dans le
cblon. Cette suractivation est due, en partie, a une perte de tolérance vis a vis de notre
microbiote commensal, modifiant alors soit l'intégrité de la barriere épithéliale favorisant
I'entrée des bactéries, soit une perte de I'activation de I'immunité mucosale [836, 837].

Le microbiote a deux fagons d'influencer I'organisme : via les métabolites qu'il
produit ou via les fragments bactériens qui le composent (ADN, lipides, glucides, protéines,
...). Parmi les fragments bactériens, on distingue les LPS, fragments de la paroi bactérienne
Gram- et composés de lipides et de sucres ; les peptidoglycanes, fragments de la paroi
bactérienne Gram+ et composés de sucres et de fragments peptidique; les
glycoprotéines ; les lipoprotéines ; les fragments d’ADN ou d’ARN double brin et simple
brin.

Parmi les métabolites bactériens produits a partir des aliments de la nutrition [838],

on distingue :

- Les molécules produites a partir des protéines et des acides aminés :
Elles sont métabolisées principalement par les Bacteroides et les Clostridium dans le célon.

o] Les indoles et les phénols, issus de la dégradation de la tyrosine et du
tryptophane, le méthane ou les acides organiques. La détoxification des phénols
est réalisée par le foie et les colonocytes, cellules épithéliales du célon. Ces
composés augmentent la perméabilité. Les indoles diminuent les bactéries
productrices d‘acide lactique. Le p-Crésol ou le 4-methylphenol sont tres
toxiques pour les cellules.

0 L'ammoniac. || est issu de la déamination des acides aminés et il est absorbé
puis convertit en urée par le foie. Il posséde une influence sur la durée de vie
des cellules et favorise la multiplication des cellules endommagées.

0 Les composés N-nitrosés. Ills sont issus de la nitrosation des composés
organiques tels que les amines par des nitrites, du NO, de |'acide nitrique, des
nitrosothiols. lls ont une influence sur le transit ou sur I'athérosclérose [839],
quelques-uns ont des effets carcinogénes en réalisant des interactions avec
I’ADN.

o Les composés sulfurés (H:S ou ions sulfide, thiazoles, thiophenes, ...) lls sont

produits par certaines bactéries comme les Desulfomonas, Desulfovibrio,
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Escherichia coli ou les Clostridium. lls alterent la physiologie intestinale par
I'induction de processus inflammatoires intestinaux et une diminution de la
perméabilité [840].

- Les molécules produites a partir des sucres, des saccharides ou des fibres

alimentaires :
Elles sont produites par les bactéries fermentescibles telles que les Lactobacillus, les
Bifidobacterium, les Bacteroides. Les molécules produites sont plutét bénéfiques et sont les
AGCC (propionate, butyrate et acétate), le méthane, le CO,, et parfois de |'éthanol. Leurs
effets sont multiples et dans la plupart des cas bénéfiques : ils assurent le contréle du
transit, sont les supports nutritionnels des colonocytes ou des neurones ou peuvent

contrbler des sécrétions entéro-endocriniennes, ...

Globalement, les métabolites bactériens jouent trois roles: la détoxification, la
signalisation et I'apport nutritionnel. lls peuvent réguler quelques fonctions : la perméabilité
intestinale, la prolifération épithéliale ou le transit. Mais lorsqu'ils se retrouvent en trop
grande quantité ils deviennent délétéres : carcinogénese, augmentation de la perméabilité,
de la mort cellulaire, surstockage énergétique, au niveau intestinal comme au niveau du foie
et du rein.

Il a été démontré que quelques métabolites bactériens pouvaient mimer ou produire
certaines hormones comme des mimétiques de I'aMSH (ClpB), de la 5-HT, de la dopamine,
de la noradrénaline ou du NO [706, 841-843]. Ainsi ils peuvent directement influencer les
cellules de I'héte via les récepteurs aux hormones et aux neuro-transmetteurs. Inversement,
les hormones de I'héte peuvent aussi influencer les bactéries. Par exemple, I'adrénaline et la
noradrénaline augmentent la virulence et favorisent la prolifération bactérienne alors que les
hormones sexuelles diminuent la virulence [822]. Par exemple, Salmonella, sous I'influence
de l'adrénaline, diminue I'expression de ses facteurs de résistance vis-a-vis des peptides
antimicrobiens de [I'hdte, ou modifie le stress oxydatif dans le milieu intracellulaire.
L'utilisation d’antagonistes des récepteurs adrénergiques o et B annule l'effet de

I'adrénaline sur Salmonella.

(1) Reconnaissance des fragments bactériens

Pour reconnaitre les fragments bactériens, les cellules de I'organisme disposent a
leur surface de récepteurs spécifiques appelés PRR (pattern recognition receptor) dont les
ligands bactériens sont appelés les MAMP (microbial associated molecular patterns). Ce
groupe de récepteurs et subdivisé en 4 sous-groupes : les TLR membranaires, les NLR
cytosoliques (récepteur NOD), les RLR (RIG-I like receptors) et la famille des lectines de type
C (Regllly). Ces récepteurs sont principalement exprimés a la surface des cellules
immunitaires et épithéliales, mais peuvent aussi étre exprimés par d'autres cellules comme

les neurones ou les CEE. Les voies intracellulaires qu'ils activent sont de type pro- ou anti-
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inflammatoires, pro ou anti-apoptotiques dépendantes de NFkB, MAPK, des ERO, ou des
caspases [844].

Chacun de ces récepteurs bactériens est spécifique d'un type de MAMP. Au sein des
TLR, on distingue : 1) TLR1, 2, 4, 5 et 6, transmembranaires (membrane cytoplasmique) qui
reconnaissent plutoét des fragments de la paroi bactérienne (TLR1 et lipopeptides, TLR2 et
peptidoglycanes, TLR4 et LPS, TLR5 et flagelline, TLRé et lipoprotéines) et 2) les TLR3, 7, 8
et 9 cytosoliques qui reconnaissent plutot des fragments d’ARN et d’ADN. Les récepteurs
de type TLR, une fois associés avec les MAMP, se complexent avec deux protéines
intracellulaires différentes permettant la transduction du signal : Myd88 et TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-B) qui modulent ensuite les voies MAPK/JNK et
NFkB stimulant la transcription de cytokines et d'interférons pro-inflammatoire. Les
récepteurs NOD1/2 sont cytosoliques. Une fois activés par les MAMP de type
peptidoglycanes, ils s'oligomérisent, recrutent la protéine RIP2 (receptor-interacting protein
2) et modulent les voie NFkB et MAPK. Ces voies peuvent étre activées au niveau des
cellules présentatrice d'antigénes mais également d'autres cellules intestinales. La
production de cytokines induite permet le recrutement des lymphocytes T et B.

Ces voies ont longtemps été décrites comme étant essentielles dans l'initiation des
mécanismes de défense par le systeme immunitaire inné pour la défense contre les
infections. Hormis ces actions immunitaires, il a été montré que ces récepteurs jouent un
role déterminant sur I'homéostasie intestinale. Les fragments des bactéries commensales,
contrairement aux bactéries pathogénes ne sont pas équipés de facteurs de virulence.
L'activation des récepteurs épithéliaux par les facteurs de virulence permet I'ouverture des
jonctions serrées et leur passage dans la lamina propria ou ils accedent a tous les types
cellulaires [845]. Les études sur des souris invalidées pour les récepteurs PRR ou des souris
axéniques ont montré des réles non immunitaires de ces récepteurstels que le
renouvellement et la protection épithéliale, 'homéostasie neuronale et gliale, le transit, le

contrble des sécrétions entéro-endocriniennes, ...

(2) Utilisation et reconnaissance des métabolites bactériens

Les bactéries peuvent aussi influencer notre organisme par les métabolites qu’elles
produisent. Les plus connus et les plus décrits sont les AGCC libérés au niveau colique et
répartis de la fagon suivante : 60% acétate, 25% propionate, 15% butyrate dans le célon et
les feces. 95 a 99% de ces derniers sont absorbés soit par diffusion passive suivant le
gradient de concentration s'ils sont sous forme non ionique/protonée et donc liposolubles,
soit a l'aide d'un co-transport avec des ions bicarbonates, des ions Na* (transporteurs
SMCT) ou des ions H* (transporteurs MCT) s'ils sont sous forme ioniques. Ces transports
dépendent du fonctionnement de transporteurs ioniques antiport Na*/K*, Na'/ions
bicarbonates ou Cl7/ions bicarbonates. Ceux qui ne sont pas absorbés sont éliminés dans les
feces. Ces AGCC constituent 5 a 10% d'apport en énergie quotidienne de |'organisme. lls

sont a 70% consommés par les colonocytes. S'il est présent en quantité suffisante, les
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colonocytes utilisent préférentiellement le butyrate qui est alors transformé en corps
cétoniques tels que le B-hydroxybutyrate ou l'acétoacétate utilisables comme substrat
néoglucogénique par le foie ou comme source énergétique par les tissus périphériques.
D'ailleurs, le métabolisme du butyrate dans les colonocytes inhibe celui du glucose, de la
glutamine et des autres AGCC. Lorsqu'ils ne sont pas consommés, ils rejoignent la
circulation portale et sont traités par le foie: le propionate est un substrat de la
néoglucogenése hépatique. La moitié de 'acétate échappe au foie et est utilisé par les
autres organes (muscle, coeur, rein). Dans les tissus périphériques, |'acétate est un substrat
de la lipogenése de novo puisqu’il est un précurseur des acides gras a longue chaine mais
peut étre également transformé en glutamine et en B-hydroxybutyrate, substrat de la
néoglucogenése.

Les AGCC sont également des molécules de signalisation via les récepteurs
FFAR2/3. Les deux récepteurs possédent environ 40% d’homologie et reconnaissent les
fragments carbonés de 2 a 5 carbones. Comme précisé plus tét, FFAR2 est plutdt affin pour
les fragments carbonés C»-C3 et FFAR3 pour C3-Cs et ces deux récepteurs influencent les
sécrétions entéro-endocriniennes, la fonctionnalité des neurones entériques et I'activation
de l'axe intestin-cerveau [493, 583, 585].

D’autres métabolites peuvent étre produits par le microbiote comme les indoles. Ils
sont capables de moduler I'activité de canaux ioniques tels que le canal Kare [704]. D'autres
métabolites peuvent également servir a mimer les hormones de |'h6te et dans ces cas-la, ils
sont reconnus par les récepteurs spécifiques de I'hote [706, 841-843]. Enfin, les acides
biliaires primaires sont métabolisés par le microbiote pour donner les acides biliaires
secondaires qui peuvent donc étre considérés, de maniére secondaire, comme des
métabolites bactériens. Les acides biliaires sont sécrétés au cours d’'un repas pour faciliter
I"émulsion et la digestion des lipides et servent également de molécules de signalisation,
notamment dans la régulation du métabolisme lipidique, via le facteur nucléaire FXR
(farnesoid X receptor) et le récepteur TGR5 ou Gpbarl (G-protein-coupled bile acid
receptor Gpbar1) au niveau intestinal comme hépatique. La modification de leurs structures

par le microbiote influence leurs activités [846].

2. Influence du microbiote sur le métabolisme, la détection des

nutriments et les maladies métaboliques

a) Microbiote et métabolisme

Le gain de connaissance sur le lien entre métabolisme et microbiote a été permis par
la- manipulation de ce dernier chez le rongeur: souris axéniques, souris axéniques
recolonisées avec différentes flores, souris traitées aux antibiotiques, souris traitées aux
prébiotiques, aux probiotiques ou aux symbiotiques (association de bactéries et de leur
substrat) et I'analyse de ce dernier chez 'homme (analyses de I'ADN 16S, analyse du

métabolome, ...).
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Une souris axénique du méme fond génétique et du méme &age est plus mince (40%
de moins) qu’une souris dite colonisée ou conventionnelle. Lorsqu’une souris axénique est
recolonisée avec une flore normale, elle prend rapidement du poids (augmentation de 60%
de la masse grasse) et développe une |égére résistance a l'insuline malgré une baisse de la
prise alimentaire. Ce changement métabolique est induit par différents
mécanismes permettant la mise en disponibilité de métabolites stockables. En effet, il a été
montré, par les travaux de Fredrick Backhed, que chez la souris axénique, I'intestin produit
une grande quantité d'un inhibiteur de la LPL dont |'expression est normalement induite par
le jeine [847] la protéine FIAF (fasting-induced adipocyte factor). La sécrétion de FIAF est
induite par le tissu adipeux et l'intestin. Cette étude montre également que lorsque la souris
axénique est recolonisée, alors on observe une baisse de I'expression de cet inhibiteur
facilitant ainsi le stockage des acides gras libres. De plus, chez la souris axénique
recolonisée, on observe une augmentation de I'absorption intestinale de glucose ou du
fructose, substrat de la lipogenése de novo, et une augmentation d'insuline stimulant la
lipogenése de novo. D’ailleurs, le foie d'une souris axénique recolonisée possede une
activité lipogénique accrue [848]. Cette étude de Fredrick Backhed a été une étude
précurseur dans le lien entre microbiote et métabolisme. D'autre part, les souris axéniques
présentent une faible quantité d’AGCC, substrats néoglucogéniques et lipogéniques. Ceci
est associé a une diminution de la glycémie a jeun, un faible taux d'insuline inducteur de la
lipogenese de novo. Le faible taux d'insuline est associé a une baisse du nombre de cellule
B. De plus, la souris axénique est caractérisée par une meilleure tolérance orale au glucose.
Ces derniers résultats suggerent un role essentiel du microbiote sur la gestion de la
glycémie [676]. De plus, la souris axénique posséde une augmentation de la
phosphorylation activatrice de I'AMPK, senseur énergétique des cellules musculaires et
hépatiques, contribuant a la diminution de lipogenése de novo et l'augmentation de
I"'oxydation des acides gras [849].

D’autre part, au sein du laboratoire, nous avons montré que gaver des souris avec
des prébiotiques de type FOS induisait une baisse de masse du tissus adipeux, une baisse
de la prise alimentaire, une amélioration de la triglycéridémie, de la sensibilité a l'insuline,
de la glycémie et de linsulinémie a jeun, de la tolérance au glucose, une baisse de la
production hépatique de glucose chez des rats ou des souris nourries avec HFD ou des rats
traités a la streptozotocine [679, 680, 850]. Ces effets semblent médiés par le GLP-1
puisque lorsque I'on utilise de |'exendine 9-39 ou les souris invalidées pour le GLP-1r alors
les effets des FOS sur le métabolisme sont annulés. De plus, le traitement prébiotique
augmente |'expression du PPG, le nombre de cellules L, la quantité de GLP-1 actif au niveau
intestinal et portal [679, 680, 716, 850]. Au cours d’une étude chez I'homme sain, il a été
déterminé que les FOS étaient satiétogenes constituant un des effets du GLP-1 pour le
contréle de la glycémie [851]. Enfin, des souris invalidées pour les récepteurs aux AGCC,
FFAR2/3, sont moins tolérantes au glucose oral car elles sécrétent moins d'insuline et moins

de GLP-1 [493, 852]. Hormis leurs expressions au niveau de l'intestin, il a été démontré que
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ces récepteurs étaient fortement exprimés au niveau du tissu adipeux. lls stimulent
I'adipogenese et inhibent la lipolyse [853, 854] contribuant a diminuer la quantité d’acides
gras libres dans le sang.

Les souris invalidées pour le récepteur au TLR4 ou une protéine soluble permettant
I'activation de TLR4, CD14, sont protégées contre |'obésité et le diabéte induit par un
régime gras. Ceci s'explique par une baisse de |'adiposité et une augmentation de la
consommation d’oxygéne et de la sensibilité a I'insuline [477, 855, 856]. Au laboratoire,
nous avons montré que l'infusion de LPS dans le sang était suffisant a induire des
déréglements métaboliques [857, 858] et que les LPS étaient augmentés au niveau sanguin
(endotoxémie métabolique) au cours des maladies métaboliques. Les souris ob/ob, traitées
aux antibiotiques montrent une baisse de I'endotoxémie et une amélioration du phénotype
diabétique obese [477]. Chez 'homme, la quantité de LPS est associée a une augmentation
de la prise alimentaire [857]. Ces résultats restent cependant difficiles a confirmer
notamment due a la méthode de dosage des LPS qui est aujourd’hui trés controversée
[859]. D’autre part, il a été montré récemment que les récepteurs NOD1/2 étaient aussi
déterminants pour le métabolisme [481, 860, 861]. Au cours d'un régime gras, l'invalidation
de NOD?2 induit une augmentation de la translocation bactérienne, une inflammation du
tissu adipeux et du foie menant a une importante résistance a l'insuline. D'autre part,
I'activation de NOD1 au niveau de cultures d’explants adipeux humains favorise la

résistance a l'insuline des adipocytes par activation des voies inflammatoires [861].

b) Détection intestinale des nutriments et influence du

microbiote

Au niveau intestinal, les bactéries influencent le fonctionnement de tous les types
cellulaires et dans un premier lieu, le systeme immunitaire et la muqueuse intestinale,
premiers remparts entre le milieu extérieur et le milieu intérieur. Cependant, le microbiote
peut également moduler les sécrétions entéro-endocriniennes et |'activité nerveuse du SNA
de maniére directe via des fragments et des métabolites bactériens, ou indirectement via
I'activation du systeme immunitaire.

Les cellules épithéliales expriment des récepteurs aux bactéries type TLR. Les
récepteurs TLR1, 2 et 4 et les récepteurs FFAR2/3 sont exprimés par les CEE [501, 862, 863]
ou ils peuvent induire différentes voies pour moduler : la perméabilité intestinale [472], les
sécrétions entéro-endocriniennes [493, 501] ou la production de cytokines pro- et anti-
inflammatoires [501, 862, 863].

Le SNE (neurones et cellules gliales), le nerf vague et méme le SNC (neurones et
cellules gliales) expriment les récepteurs TLR 2, 3, 4, 5, 7, 9 [864, 865] et FFAR2/3 [866]. lls
régulent alors leurs activités (axe intestin-cerveau ou transit) [604, 867-869] et leur
homéostasie (nombre de neurones, de dendrites ou d'axones)[611, 868-870]. Il a
également été montré que le récepteur NOD2 pouvait étre exprimé dans la microglie et

contréler sa fonctionnalité immunitaire [867]. La souris axénique est caractérisée par une
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tres faible excitabilité basale au niveau des neurones myentériques de type IPAN et la
colonisation par de la flore saine restore I'excitabilité neuronale [829, 871]. Ceci est di au
faite que le potentiel de membrane déja trés haut est résistant aux stimuli. Le traitement
pendant quelques jours de rats avec un Lactobacillus améliore |'excitabilité des neurones
entériques [872]. Cet effet peut s'expliquer par le fait que certains fragments bactériens,
comme les polysaccharides, notamment en provenance de Lactobacillus ou de Bacteroides,
sont capables de moduler I'excitation des neurones entériques [873]. De plus, certaines
bactéries telles que les Lactobacillus peuvent produire du NO ou des catécholamines,

neurotransmetteurs modulant I'activité neuronale intrinséque ou extrinséque [706, 841-843].

3. Microbiote et maladie métabolique

Dans le principe du mutualisme héte / microbiote, il semble facile de concevoir que
si I'un évolue différemment de |'autre alors I'autre s’en retrouve impacté. Ainsi, lors d'un
changement de notre régime alimentaire (enrichissement en gras et en sucre) ou une forte
antibiothérapie, |'écosysteme procaryotique de notre intestin, ayant la capacité de se
reproduire, de se développer et de s'adapter trés rapidement, se trouve complétement
modifié et cette modification non contrélée et rapide peut impacter notre santé intestinale
et générale [821]. Dans nos sociétés actuelles, I'hygiéne de vie (régime enrichi en gras et en
sucre et privé de fibres, trop grande utilisation des antibiothérapies) et le rythme de vie ont
changé plus rapidement que nos capacités adaptatives. Ces changements ont modifié
profondément notre flore intestinale plus rapidement que le reste de notre organisme.

Les travaux du groupe de J. Gordon ont permis de mettre en évidence un lien de
causalité entre la flore et les maladies métaboliques. Il a montré dans un premier temps que
chez les patients obéses, la flore est bien différente des patients sains : le rapport des phyla
Bacteroidetes / Firmicutes est diminué par la réduction de la quantité de Bacteroidetes sans
variation de celle des Firmicutes. Ce rapport s'inverse si le patient adopte un régime pauvre
en sucre et en graisse et cette inversion est associée avec une perte de poids. Puis il a
montré que la baisse du rapport Bacteroidetes / Firmicutes est aussi observée chez les
rongeurs obeses, souris ob/ob, dont le gene de la leptine est invalidé [874, 875]. En réalité,
il a été montré que ce microbiote modifié est responsable d’une forte capacité de stockage
de I'énergie provenant du régime de I'héte [847, 875, 876]. Enfin, en colonisant une souris
axénique avec de la flore de souris ob/ob, il a montré que ces souris, sous régime normal,
devenaient obéses notamment par une capture plus importante de I'énergie présente dans
les nutriments associée a une baisse de la quantité de calories dans les feces [876].

Or, le biais génétique d'une souris ob/ob sur sa flore n’est pas négligeable et ne
reflete pas ce qui se passe en réalité chez 'hnomme : un régime enrichi en gras et en sucre
induit des changements métaboliques. Cependant, chez des rongeurs nourris avec un
régime gras, on observe également une augmentation de masse grasse associée a une
baisse du rapport Bacteroidetes / Firmicutes [877, 878]. En fait, une étude récente montre

que 1) deux types de phénotypes pouvaient étre observés au cours de l'ingestion d'un
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régime gras chez le rat : résistants et sensibles a I'obésité ; 2) seul le groupe des rats obéses
posséde un rapport Firmicutes / Bacteroides augmenté ; 3) lors du transfert de la flore de
ces groupes dans des souris axéniques, les phénotypes des deux groupes sont conservés :
les souris conventionnalisées avec de la flore de rat obése devenaient hyperphagiques, avec
une masse grasse augmentée et une lipogenése de novo accrue ; 4) le microbiote des rats
obéses est caractérisé par certaines bactéries telles que Clostridium ou Oscillibacter activant
des voies pro-inflammatoires et favorisant I'adipogenése [877]. Une autre étude a montré
qu’au cours de l'obésité, il y avait une augmentation de bactéries opportunistes et
pathogénes telles que les Enterobacterium (Escherichia coli) et les Mollicutes (Mycoplasma)
et une baisse des bactéries productrices d’AGCC [858]. Ainsi, I'ensemble de ces études
montre que la dysbiose associée a I'obésité contréle la prise alimentaire, les mécanismes
d'adipogenése et de lipogenése observés chez les patients obeses. Ces mémes études
laissent suggérer que les bactéries associées a la dysbiose pourraient augmenter
I'inflammation de bas bruit par leur pouvoir inflammatoire. Des souris traitées avec des
antibiotiques a faible dose au cours des stades précoces de la vie, possédent une adiposité
accrue et une augmentation de I'expression des génes favorisant la lipogenése au niveau
hépatique. Ces modifications sont associées a une diminution du rapport Bacteroidetes /
Firmicutes [879]. Cette derniere étude montre que les traitements antibiotiques peuvent
étre aussi déterminants que l'ingestion d'un régime gras. Enfin, au cours du DT2, il a été
observé au sein de cohortes de patients : une augmentation de bactéries opportunistes et
une baisse de la quantité des bactéries Gram+, productrices d’AGCC [880, 881].

Le DT2 et I'obésité sont associés a I'augmentation des acides gras libres et a une
augmentation de la quantité de cytokines (IL6, TNFa, IL1B, ...) reflétant une inflammation de
bas bruit qui participent toutes deux a la mise en place de la résistance a l'insuline. Pendant
de nombreuses années, cette inflammation de bas bruit a trouvé son origine dans le tissu
adipeux. Elle est induite par la nécrose du tissu adipeux, son infiltration par les
macrophages, leur stimulation par les acides gras libres et le recrutement d'autres cellules
du systeme immunitaire acquis et inné. Le laboratoire a trouvé une autre origine a
I'inflammation de bas bruit : le microbiote. En effet, les bactéries Gram -, comme les
Bacteroides dont la quantité est diminuée chez les patients obéses diabétiques, possedent
a la surface de leur paroi un fragment inflammatoire, les LPS. En se fixant sur son récepteur
spécifique, le TLR4, les LPS activent les voies inflammatoires spécifiques au TLR4,
participant au recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammé. Le laboratoire et
d'autres groupes ont montré au cours du diabéte une augmentation de ces fragments
bactériens dans le sang. Cette augmentation est observée deux semaines seulement aprés
I'ingestion d'un régime gras, a la fois chez I'nomme et les rongeurs. D'autre part, I'infusion
sanguine seule de LPS peut détériorer le métabolisme du glucose et la sensibilité a I'insuline
tandis que 'absence de TLR4 ou de CD14, protéine soluble dans le sang fixant les LPS et
permettant I'activation du TLR4, limite l'installation de maladies métaboliques sous régime

gras [477, 855-858, 882]. Une fois dans le sang, les LPS contribuent a I'inflammation a bas
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bruit et favorisent la résistance a l'insuline périphérique. De plus, des travaux récents ont
montré que les LPS favorisaient le recrutement de macrophages au niveau du tissu adipeux
[883].

Comment les LPS parviennent-ils a entrer dans |'organisme ? Est-ce une translocation
ou un transport ? Les LPS sont des molécules hydrosolubles mais dont la partie active, le
lipide A est liposoluble. Sa détoxification est réalisée au niveau du foie. Pour cela, ils sont
pris en charge par les macromolécules plasmatiques telles que les lipoprotéines (VLDL ou
chylomicrons) qui sont ensuite capturées par le foie. L'injection intraveineuse de LPS
radioactifs a montré que la majorité des LPS se retrouvait au niveau du foie mais que 37%
pouvait rester dans la circulation sanguine. Il semble cependant que la proportion restante
ne possede plus les mémes caractéristiques physicochimiques, les LPS ne sont alors plus
toxiques. Ceci est la conséquence de leur détoxification par le foie. La prise en charge des
LPS en période postprandiale est réalisée en grande partie par les chylomicrons dont la
quantité augmente chez les personnes obeses [884]. Cette forme d'absorption semble
protectrice de l'inflammation car elle permet de masquer les épitopes antigéniques des LPS
jusqu'au foie [885]. D'autre part, dans certaines maladies inflammatoires (VIH, maladies
inflammatoires intestinales, maladies cirrhotiques, ...), la translocation de LPS est plus
importante par une augmentation de la perméabilité intestinale et un défaut immunitaire.
Au cours du DT2, on observe une augmentation de la perméabilité intestinale, favorisant
d’une part I'absorption nutritionnelle mais également le passage des LPS, I'endotoxémie et
I'inflammation & bas bruit [472, 886, 887].

Pour valider I'importance de la qualité du microbiote, des études ont été réalisées
sur des souris axéniques placées sous régime gras ou des souris obéses diabétiques placées
sous probiotiques ou prébiotiques. Les souris axéniques placées sous régime gras et sucré
gagnent moins de poids et développent moins d'altérations glycémiques en comparaison
des souris conventionnelles placées sous le méme régime. Ceci s’explique entre autres par
la surexpression de l'inhibiteur de la LPL, le FIAF, limitant les mécanismes de lipogenése et
d'adipogenése chez la souris axénique [849]. D'autres études ont montré que traiter des
souris ob/ob ou nourries avec un régime gras, par des cocktails antibiotiques permet la
baisse de la glycémie a jeun et une meilleure tolérance au glucose, une augmentation de la
sensibilité a l'insuline, une baisse du taux de triglycérides hépatiques, une augmentation de
la quantité de glycogene hépatique et une baisse de l'inflammation a bas bruit [849, 888,
889].

Il a été démontré que les bactéries fermentescibles, productrices AGCC, de type
Lactobacillus et Bifidobacterium, sont diminuées au cours des maladies métaboliques. Ainsi,
il a été envisagé des traitements prébiotiques, fibres alimentaires substrats de ces bactéries,
puisque les régimes gras et sucrés en sont pauvres ou des traitements probiotiques, qui
consistent a apporter par gavage ces bactéries vivantes. L'utilisation de traitement
prébiotiques et leurs effets sur les maladies métaboliques ont été clairement étudiés au

cours des travaux de Patrice Cani. En effet, il a montré dans un premier temps que
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I'utilisation des FOS améliorait le phénotype diabétique des rongeurs sous régime gras ou
traités a la streptozotocine via la production d’AGCC, |'amélioration du métabolisme du
GLP-1 et le contréle de I'adipogenése et de la lipolyse [679, 680, 716, 850]. En réalité, le
traitement prébiotique est associé a I'augmentation de bactéries Gram + fermentescibles,
productrices d’AGCC telles que les Bifidobacterium [478]. Traiter des animaux diabétiques
avec des Bifidobacterium améliore la sensibilité a I'insuline et limite l'inflammation de bas
bruit liée a IL6 notamment par une baisse de la translocation bactérienne [890, 891]. De la
méme maniére, Akkermansia municiphila est diminuée au cours de I'obésité. Lorsqu’elle est
administrée en tant que probiotique a des souris nourries d’un régime HFD, elle diminue la
perméabilité via le GLP-2 et les endocannabinoides, et limite ainsi la translocation
bactérienne et I'endotoxémie [887].

Les Lactobacillus, bactéries Gram+ et fermentescibles, sont largement utilisés en
tant que probiotiques dans nos yaourts notamment pour induire un meilleur transit
intestinal. D’ailleurs une étude a montré que la consommation quotidienne de yaourt était
associée avec un moindre de risque de DT2 [892]. Ce sont également, dans certains cas,
des bactéries capables de produire du NO, particulierement en situation anaérobie comme
c'est le cas dans le lumen intestinal (notamment Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum et Lactobacillus farciminis) [841, 843, 893]. Nous avons préalablement vu que ce
métabolite, produit entre autre par les Lactobacillus, est clé dans la contréle de la fonction
intestinale notamment en terme de transit, perméabilité, translocation bactérienne, systeme
immunitaire et inflammation intestinale [473, 843, 894]. D’ailleurs, les Lactobacillus activent
le nerf vague et le SNE [590, 872]. Une supplémentation en Lactobacillus améliore le statut
diabétique chez le rongeur et I'hnomme : meilleure sensibilité a I'insuline, meilleure tolérance
au glucose. Ces effets seraient liés a différents processus: une baisse de la stéatose
hépatique, une meilleur effet incrétine, la production de NO et |a baisse du stress oxydant
ou encore l'inhibition des glucosidases de la bordure en brosse intestinale limitant
I"absorption du glucose [895-899].

4. CONCLUSION

De par sa localisation et son réle sur la fonction intestinale globale, le microbiote est
déterminant dans la physiologie et dans la physiopathologie de I'héte. Notre mode de vie a
changé de maniére rapide et nos cellules procaryotiques intestinales ont modifié leur
écologie ce qui a eu une incidence non négligeable sur le développement de maladies
nutritionnelles et métaboliques. L'étude du modeéle de souris axéniques a permis de mettre
en évidence que le microbiote jouait également un réle déterminant dans la mise en place
et le fonctionnement des différents systémes nerveux et immunitaires. Pour ces raisons,
I'implication du microbiote dans certaines pathologies inflammatoires, nerveuses ou

psychologiques est aujourd’hui étudiée.
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E. Les traitements du DT2

Au cours des précédents chapitres nous avons pu constater la complexité des
maladies métaboliques et nutritionnelles telles que I'obésité ou le DT2. Elles touchent
I'ensemble des organes et se traduisent par I'augmentation du taux de sucres dans le sang
ou de I'hémoglobine glyquée (Hb1Ac) responsables des aggravations de la maladie. Ainsi,
les stratégies thérapeutiques envisagées ont essentiellement pour but de diminuer la
glycémie et donc I'Hb1Ac. Elles different suivant le stade du DT2 : lorsqu’une intolérance au
glucose ou un DT2 sont découverts, les médecins orientent surtout vers un changement des
habitudes hygiéno-diététiques du patient. Si le controle glycémique ne s'améliore pas, les
recommandations sont d'utiliser des agents pharmacologiques anti-diabétiques reposant
sur des mécanismes d’action différents, administrées seules ou associées entre elles, tels
que : 1) les biguanides, comprenant la metformine, qui modifient la sensibilité a I'insuline, 2)
les sulfonylurées qui augmentent la sécrétion d'insuline, 3) les glitazones (interdit en France)
qui augmentent la sensibilité a I'insuline mais par contre sont liés a une prise de poids, 4) les
inhibiteurs des a-glucosidases qui inhibent "absorption du glucose au niveau intestinal 5)
les inhibiteurs de SGLT2 qui inhibent la réabsorption rénale du sucre, 6) les traitements
basés sur le GLP-1 qui stimulent la sécrétion d'insuline, inhibent la prise alimentaire et
inhibent la vidange gastrique. Dans les stades trés avancés du DT2, pour pallier
I'insulinopénie et l'insuffisance pancréatique, I'insuline est utilisée. Dans les cas d’obésités
morbides sont utilisées les chirurgies bariatriques contribuant a une perte de poids massive
et une amélioration du contréle glycémique. Le but thérapeutique peut varier suivant le
traitement, I'dge du diabéte ou les pathologies associées mais il est globalement
d'atteindre une Hb1AC<6,5-7%.

Chacun de ces traitements est cependant associé a différents effets secondaires :
prise de poids (insuline, glitazones, sulfonylurées), nausées et mal-étre intestinal (traitements
basés sur le GLP-1, metformine), rechute et dépression (chirurgie bariatrique) ... De plus, les
patients ne sont pas égaux par rapport a leur réponse aux traitements et le taux d’'Hb1Ac
reste parfois trés élevé.

Les traitements basés sur le GLP-1 sont aujourd’hui trés diversifiés. On distingue les
inhibiteurs de DPP4 et les agonistes du GLP-1r. Dans ces deux groupes, il existe différentes
molécules qui selon leur structure physico-chimique possédent des actions différentes dans
I'organisme. Bien que la thérapie soit prometteuse, comme pour les autres traitements, on
observe une grande hétérogénéité de réponse en terme d’'Hb1Ac.

Dans ce cadre-la, j'ai eu I'occasion d'écrire une revue en francais « Traitement du
diabéte par les agonistes du récepteur au GLP-1 - Bases mécanistes justifiant la
réévaluation » dans le journal Diabete et Obésité, en Novembre 2015 (Volume 10 ; Numéro
92 ; page 180-186). Elle résume les différentes molécules basées sur le traitement au GLP-1,

leurs actions et en quoi aujourd’hui elles nécessitent d'étre discutées et réévaluées.
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THERAPEUTIQUE

TRAITEMENT DU DIABETE

PAR LES AGONISTES

DU RECEPTEUR AU GLP-1

Bases mécanistes justifiant la réévaluation

Selon U'Organisation mondiale de la Santé, les maladies métaboliques, incluant
Uobésité et le diabéte de type 2, se répandent de maniére pandémique pour
atteindre 30 % de la population mondiale d’ici 2050.

Le diabete de type 2 (DT2) se ca-
ractérise par une dérégulation du
métabolisme glucidique induite
principalement par une altération
d’une part de la sécrétion d’insu-
line en réponse a Uhyperglycémie
(rapport insuline/glucose trop bas,
évoluant vers une insuffisance
pancréatique] et, d’autre part, de
son action (résistance périphé-
rigue a Ulinsuline) générant un
hyperinsulinisme, cependant in-
suffisant pour normaliser la glycé-
mie. Lhyperglycémie (supérieure
a 5,6-7 mmol/L & jeun), modifiant
Ihémoglobine en hémoglobine
glycquée (HbA1lc, taux supérieur a
6,5-7 %), est responsable de com-
plications microvasculaires telles
que la cécité ou la neuropathie au-
tonome. De multiples traitements
ont été proposés allant de la mise
en place de recommandations hy-
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giénodiététiques, aux traitements
pharmacologiques comprenant
metformine (insulinorésistance),
sulfonylurées (insulinosécrétion),
insulinothérapie, jusqu’a la chirur-
gie bariatrique (dans les cas d'obé-
sités morbides). Cependant, dans
la plupart des cas, lamélioration
thérapeutique obtenue est transi-
toire (de quelques mois a quelques
années) et n’atteint que minori-
tairement lobjectif thérapeutique
d’une HbA1c a 6,5 %. D’'autre part,
ces traitements n'agissent que peu
ou pas sur le poids, voire méme
augmentent la prise de poids,
notamment pour linsuline et les
sulfonylurées. De plus, aucun trai-
tement n‘améliore la fonctionna-
lité des cellulesB. Enfin, des effets
secondaires indésirables et parfois
dangereux peuvent survenir, tels
que la prise de poids et des hypo-
glycémies séveres.

Cette derniére décennie a été
caractérisée par la mise sur le
marché d'une nouvelle stratégie
thérapeutique basée sur la décou-

verte plus ancienne des incrétines.
Il s'agit de deux hormones intesti-
nales, le GLP-1 (glucagon-like pep-
tide 1) et le GIP (gastric insulinotro-
pic peptide), capable de stimuler la
sécrétion d'insuline en présence
d'une hyperglycémie uniquement.
Cette caractéristique physiolo-
gique majeure a permis d’éviter les
hypoglycémies iatrogénes sévéres
observées au cours d'autres traite-
ments antidiabétiques. Cependant,
une peptidase, la DPP4 (dipeptidy!
peptidase 4), réduit la demi-vie des
hormones a moins d'une minute
ce qui rend impossible lutilisation
des peptides natifs en thérapeu-
tique. Ainsi, il a été créé d’'une part
des agonistes des récepteurs aux
incrétines qui soient résistants a la
dégradation par la DPP4 et, d’autre
part, des inhibiteurs de cette en-
zyme. Pour des raisons d’efficaci-
té, seul le GLP-1 a donné lieu a des
développements thérapeutiques.
Ces deux classes de molécules,
agonistes du récepteur au GLP-1
(aGLP-1r]) et inhibiteurs de la DPP4
(iDPP4), ont également des effets
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thérapeutiques supplémentaires :
en plus de contréler la glycémie,
elles diminuent la prise de poids en
favorisant la satiété et n’induisent
pas d’hypoglycémie iatrogéne.

Cependant, si les activités insu-
linosécrétagogues et hypoglycé-
miantes du GLP-1 sont clairement
admises, les modes d’action des
différents traitements sont encore
mal compris. De plus, les analyses
épidémiologiques montrent des
résultats controversés a proposer
des traitements par aGLP-1r et
iDPP4. En effet, en monothérapie,
suivant le type de traitement, seu-
lement 40 a 65 % des diabétiques
atteignent une HbATc inférieure
a7 % (1, 2). De plus, ces théra-
pies sont souvent associées a des
risques de pancréatites sévéres
et des effets secondaires intesti-
naux indésirables (nausées, pro-
blémes de transit). Loptimisation
des traitements pourrait passer
par une meilleure compréhension
des modes d’action et des profils
physiopathologiques des patients,
afin d'optimiser les thérapies en
fonction des patients DT2.

La notion d’incrétine vient de l'ob-
servation que suite a une ingestion
de glucose, les concentrations d'in-
suline sont de 3a 5 fois supérieures
a celles obtenues lors d'une injec-
tion intraveineuse de glucose, sug-
gérant lexistence d’hormones in-
testinales produites en réponse au
glucose et capables de décupler la
sécrétion d'insuline en conditions
d’hyperglycémie. Ces incrétines
(GIP et GLP-1) sont synthétisées
respectivement dans les cellules K
(duodénum et jéjunum) et L (iléon
et colon) de U'épithélium intestinal.

Ces hormones se lient chacune a
un récepteur spécifique : le récep-
teur au GLP-1 (GLP-1r) localisé
dans le systéme nerveux central
et périphérique, dans le pancréas
et dans le tractus digestif, et le
récepteur au GIP (GIPr) possédant
une distribution plus ubiquiste
incluant le tissu adipeux, le foie et
le systeme nerveux. Une fois libé-
rées, leur demi-vie est trés courte,
moins d'une a deux minutes. En
effet, ces peptides sont rapidement
dégradés par la DPP4 et la neutral
endopeptidase ce qui suggere que
leur mode d’action est essentiel-
lement local et donc intestinal (3).
Ainsi, laction du GLP-1 est princi-
palement nerveuse, médiée par le
systéme nerveux entérique et par
le nerf vague innervant lintestin,
plutét que de maniére endocri-
nienne. D'autre part, le GLP-1 et le
GIP peuvent traverser la barriére
hématoencéphalique pour agir
directement sur les cellules céré-
brales. Ils peuvent également étre
sécrétés par quelques neurones du
systéme nerveux central et y agir
localement.

Le GLP-1 et le GIP stimulent tous
deux la sécrétion d'insuline en
conditions d’hyperglycémie (supé-
rieure a 4,5 mmol/l) et peuvent
également favoriser la synthése
d’insuline. Le GLP-1 se distingue
du GIP en inhibant la prise ali-
mentaire, la vidange gastrique
et la sécrétion du glucagon par
les cellules a contribuant a dimi-
nuer fortement la glycémie. Pour
la sécrétion d’insuline, ces deux
hormones constituent une bonne
stratégie thérapeutique dans le
cadre du DT2. Cependant, par la
diversité de ses actions pour le
contréle de la glycémie, le GLP-1
semble plus intéressant comme
stratégie thérapeutique.
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La physiologie des incrétines chez
les patients DT2 est encore mal
connue. Ces patients sont carac-
térisés par une forte augmentation
plasmatique de la sécrétion du GIP,
alors que celle du GLP-1 est soit
augmentée, soit inchangée, soit
réduite (4, 5). De plus, par compa-
raison a des sujets normaux, les
patients diabétiques ont une baisse
de leur capacité a stimuler la sé-
crétion d'insuline de 30 % pour le
GLP-1 et de 50 % pour le GIP (6, 7).
La perte d’action du GIP s’explique
par une baisse de lexpression du
GIPr par la cellule B (8, 9). Chez les
DT2, l'effet insulinotropique du GIP
est réduit. Ceci est di a la dimi-
nution du nombre de récepteurs
et a la réduction de lactivation du
signal intracellulaire.

Le GLP-1 a ainsi un potentiel thé-
rapeutique important. En plus de
stimuler la synthése et la sécré-
tion d’insuline en hyperglycémie,
il inhiberait la prise alimentaire,
la vidange gastrique et la sécré-
tion de glucagon ce qui contri-
buerait a la baisse de Uhypergly-
cémie.

La DPP4 est présente a la surface
des capillaires sanguins et des
lymphocytes et existe aussi sous
forme soluble dans le sang. Elle
dégrade les incrétines des leur
sécrétion réduisant ainsi forte-
ment leur demi-vie a quelques
minutes. Au cours du DT2, lex-
pression, la quantité et lactivité
de cette enzyme sont augmentées
(10). Des modéles animaux invali-
dés pour cette enzyme montrent
une résistance au développement
de lobésité et du DT2 induite par
un régime riche en graisses et
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Chez les patients diabétiques, il
améliore la fonction des cellules B
pour la sécrétion d'insuline et di-
minue ainsi la glycémie et 'HbA1c
(inférieure & 7 % pour 46 % des
patients traités [2]). Cependant,
ces actions ne sont pas mainte-
nues apres arrét du traitement.
Des données précliniques confir-
ment ces effets et montrent que
leffet hypoglycémiant nécessite-
rait, entre autres, laugmentation
de la masse des cellules B (15).
Chez les patients obeses, il réduit
le poids par diminution de la prise
alimentaire (16).

Le lixisenatide :
jour).

Malgré une demi-vie plus courte
que les autres et bien qu’il ne passe
pas la barriere hématoencépha-
lique, il possede une forte affinité
pour le GLP-1r (plus importante
que lUexénatide et le liraglutide) et
diminue UHbA1lc. Son action sur
la glycémie postprandiale est plus
intense que celle des autres molé-
cules (jusqu’a 75 % de diminution),
car il agit fortement sur la réduc-
tion de la vidange gastrique (17).

(1-2 injections/

Les agonistes de longue du-
rée
Le liraglutide : (1 injection/jour).
Son interaction avec lalbumine
ralentit sa dégradation par la
DPP4 et favorise le passage de la
barriere hématoencéphalique. Il
améliore la glycémie postprandiale
et a jeun sans risque d’hypoglycé-
mie permettant d’obtenir un taux
d'HbA1c inférieur a 7 % chez 47 %
des patients (2). Cette action glycé-
mique est médiée par laugmen-
tation de la sécrétion d’insuline,
Uinhibition de la vidange gastrique
et la diminution de la sécrétion du
glucagon, ce qui contribuerait a un
bon contréle de la glycémie a jeun

comme postprandiale. D’autre
part, il induit une perte de poids
importante ce qui serait d@ a Ueffet
satiétogéne et sur la dépense éner-
gétique de cette molécule en agis-
sant directement sur le cerveau
(18-21). Des études précliniques
sur rongeurs diabétiques ont mon-
tré que le liraglutide contrdlait le
métabolisme glucidique notam-
ment en augmentant la masse des
cellules B (22). De plus, elles ont
montré que sa bonne accessibilité
au cerveau favoriserait l'activation
directe du noyau arqué induisant
la baisse de la prise alimentaire
sans variation de la dépense éner-
gétique et expliquerait la perte de
poids (23).

Le taspoglutide : (1 injection/se-
maine).

Chez des patients DT2, il permet
de diminuer la glycémie a jeun et
en postprandial, mais également
le poids (24). En effectuant un re-
pas-test chez des patients diabé-
tiques, il diminue la glycémie et la
glucagonémie et augmente la sé-
crétion d’insuline (25). In vivo, chez
des rongeurs diabétiques, in vitro,
dans des cultures d'ilots et ex vivo,
sur du pancréas perfusé de rats
ZDF, le taspoglutide augmente la
sécrétion d’insuline induite par
le glucose (26). Contrairement au
liraglutide, sa stabilité est compa-
tible avec un effet thérapeutique
sur la base d'une injection heb-
domadaire favorisant une bonne
observance des patients.

Lalbiglutide : (1 injection/se-
maine).

Chez 'Homme, il baisse égale-
ment la glycémie a jeun et post-
prandiale (27). Son action chez
les souris saines est a la fois péri-
phérique et centrale : la molécule
améliore la tolérance au glucose
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par la stimulation de la sécrétion
d’insuline sans modification de la
glucagonémie, inhibe la vidange
gastrique et la prise alimentaire
via l'activation des noyaux hypo-
thalamiques (28).

Lexénatide-LAR : (1 injection/
semaine).

Il agit comme lexénatide, mais
s'en démarque par une meilleure
régulation journaliére de la glycé-
mie a jeun et postprandiale (29).
Son effet est marqué sur la baisse
de UHbATc (inférieure a 7 % pour
63 % des patients traités [2]).

Les agonistes de courte durée
(exénatide, lixisenatide) ont un
temps d’exposition de quelques
heures et sont souvent adminis-
trés juste avant ou pendant un re-
pas. Leur action sur la glycémie
est essentiellement prandiale en
ciblant des mécanismes tels que
la vidange gastrique ou la sécré-
tion d’insuline induite pendant ou
juste aprés un repas.

Les agonistes de longue durée
(liraglutide, taspoglutide, albi-
glutide, exénatide-LAR) ont un
temps d’exposition de un jour a
une semaine favorisant une meil-
leure observance des patients.
Leurs actions hypoglycémiantes
opérent quotidiennement a la fois
sur la glycémie postprandiale
et sur la glycémie a jeun par le
controle de la sécrétion journa-
liere d'insuline et du glucagon
permettant ainsi des régulations
dépendantes de ces hormones
plus profondes comme la néoglu-
cogenése hépatique ce qui facilite
le contrdle de la glycémie a jeun.

Injectées de maniére chronique,

ces molécules ont pour action
commune une augmentation de
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la masse des cellules B et un ef-
fet insulinotropique plus impor-
tant les démarquant de tout autre
traitement utilisé dans le DT2.
Cependant, bien qu’observés
chez lanimal de laboratoire, les
effets rémanents des incrétines
postaction thérapeutique ne sont
pas observés chez lHomme.

Les molécules pouvant passer
la barriére hématoencéphalique
agissent directement sur Uhypo-
thalamus pour diminuer la prise
alimentaire et ont une meilleure
action sur la perte de poids (Fig. 7).

Le DT2 est une maladie multior-
ganique, associée a l'obésité, avec
une évolution différentielle des
parameétres physiopathologiques
au cours du temps (Tab. 1). Les
traitements avec les aGLP-1r et
les iDPP4 doivent donc étre adap-
tés a chaque patient en fonction
des caractéristiques physiopa-
thologiques qui peuvent rendre
compte de lefficacité d'une stra-
tégie thérapeutique plutot qu’une
autre.

L'hyperglycémie a jeun, régulée par
la production hépatique de glucose
sous linfluence du glucagon et de
linsuline sera diminuée par les
aGLP-1r de longue durée (liraglu-
tide, albiglutide, exénatide-LAR)
qui controlent la sécrétion jour-
naliere des ces hormones. Lhy-
perglycémie postprandiale sera
abaissée par les aGLP-1r de courte
durée (exénatide, lixisenatide) ou
les iDPP4 puisqu’ils régulent la sé-
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FIGURE 1 - Action des iDPP4 et des aGLP-1r. Les iDPP4, en protégeant les
incrétines endogénes, activent le nerf vague pour la régulation de la glycé-
mie prandiale via Uinhibition de la vidange gastrique et la sécrétion d’insu-

line. Les aGLP-1r injectés en sous-

é agi sur la glycémie a jeun et

prandiale suivant leur demi-vie plus ou moins longue. Leur action est a la
fois vagale et endocrinienne, pour la sécrétion d’insuline et Uinhibition de

la vidange gastrique. Par leur capacité a traverser la barriére hématoencé-
phalique, certains des aGLP-1r contrdlent la satiété et la dépense énergé-

tique et induisent une perte de poids.

crétion d'insuline postprandiale, la
vidange gastrique, la prise alimen-
taire et laction nerveuse rapide du
GLP-1. En associant ces deux types
d'aGLP-1r, voire en les combinant
avec des iDPP4, Uhyperglycémie
pourrait étre plus aisément contro-
lée. Une thérapie associant les
inhibiteurs de SGLT2 (diminuant
l'absorption intestinale et rénale de
glucose)/aGLP-1r peut &tre aussi
intéressante pour le contréle de la
glycémie.

A des stades avancés de DT2, la
quantité d’'insuline sécrétée est
fortement réduite par des méca-
nismes non élucidés, mais relatifs
au contexte glucolipotoxique. On
privilégiera donc des traitements
aux aGLP-1rciblant lavidange gas-
trique ou la prise alimentaire. Plu-
sieurs études ont montré qu’'une

bithérapie aGLP-1r/insuline pou-
vait pallier le manque d'insuline
et améliorer la glycémie, le taux
d'HbA'c et la perte de poids sans
risque d’hypoglycémie (30).

Pour réduire linsulinorésistance
périphérique, notamment due a
lobésité et aux hyperlipidémies,
les aGLP-1r traversant la barriére
hématoencéphalique (liraglutide)
seront privilégiés, car ils per-
mettent dans un premier temps de
diminuer la prise de poids, ce qui
favorisera a terme une augmen-
tation de la sensibilité a Uinsuline.
Les aGLP-1r (lixisénatide) contré-
lant la vidange gastrique pourront
aussi étre utilisés pour favoriser
l'envoi de messages de satiété.

Enfin, lorsque le diabéte se caracté-
rise par une neuropathie autonome
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— TRAITEMENT DU DIABETE PAR LES AGONISTES DU RECEPTEUR AU GLP-1 —

marquée, des aGLP-1r de longue
durée seront envisagés pour favo-
riser le réle endocrinien plutét que
nerveux du GLP-1 (Tab. 1].

TRAITEMENTS BASES
SUR LE GLP-1:
NOUVELLES STRATEGIES
THERAPEUTIQUES ?

In vitro, une exposition chronique
au GLP-1 ou a Uexénatide induit
une désensibilisation de son
récepteur (31, 32). D'autre part,
la perfusion sanguine de GLP-1
a forte dose induit une diminu-
tion de son action inhibitrice sur
la vidange gastrique lors d'une
seconde exposition a la molécule
ce qui est défini par la tachyphy-
laxie. Ces effets seraient médiés
par une désensibilisation au GLP-
1 du nerf vague (33). On peut ainsi
envisager une certaine alternance
thérapeutique lorsque la perte
d'efficacité est constatée au cours
du temps. D'autre part, une com-
binaison dans le temps de plu-
sieurs molécules pourrait aussi
étre plus favorable.

La signalisation du récepteur peut
étre perturbée par Uhyperlipidé-
mie plasmatique observée dans
le DT2. En effet, au niveau de la
cellule B, la lipotoxicité engendre
une perte d'action du GLP-1
pour la sécrétion d'insuline (34).
Le contréle de Uhyperlipidémie
pourrait améliorer la réponse aux
aGLP-1r et iDPP4.

La signalisation du GLP-1r [(no-
tamment nerveuse] est encore
méconnue, tout comme la sen-
sibilité au GLP-1 des personnes
diabétiques. Méme si lefficacité
des traitements aGLP-1r ou iDPP4
chez ces patients est reconnue, le
fonctionnement moléculaire du

TABLEAU 1 - DIFFERENTS ETATS DE DT2. Différents
parameétres peuvent étre mesurés pour évaluer létat
du DT2. Chaque parameétre peut étre associé a des
caractéristiques physiopathologiques garantissant la
plus ou moins bonne efficacité de chaque traitement.

Pour chaque patient, évaluer ces paramétres permettrait
d’associer un traitement garantissant une meilleure
efficacité via un controle coordonné de plusieurs fonctions
physiopathologiques, c’est-a-dire sécrétion d’insuline, de
glucagon, vidange gastrique, satiété etc.

Parameétres mesurés

Caractéristiques physiopathologiques

Hyperglycémie a jeun Production hépatique de glucose
modérée excessive

Hyperglycémie a jeun Insulinorésistance hépatique/
marquée périphérique et sécrétion d’insuline

.“é réduite

'&; Hyperglycémie prandiale = Défaut de sensibilité hépatique,

® | modérée périphérique et défaut de sécrétion

d’insuline
Hyperglycémie prandiale = Défaut de sensibilité hépatique,
marquée périphérique et défaut de sécrétion
d’insuline
Obésité androide Risque de lipotoxicité et inflammation

" (action et sécrétion d’insuline

- réduites)

& Obésité gynoide Stockage du glucose et des lipides
Habitudes alimentaires Systéme nerveux central
Hyperinsulinisme a jeun Insuline : action réduite mais
adapté a la glycémie sécrétion maintenue

-"E' Hyperinsulinisme prandial ' Insuline : action réduite mais

] adapté a la glycémie sécrétion maintenue

""% Hyperinsulinisme a jeun Insuline : action et sécrétion réduites

£ | inadapté a la glycémie
Hyperinsulinisme prandial ' Insuline : action et sécrétion réduites
inadapté a la glycémie
Signe de neuropathie Problémes cardiovasculaires,
autonome diabétique sécrétions d’insuline/de glucagon

inadaptées
Dyslipidémies Risque de lipotoxicité et inflammation

o (action et sécrétion d'insuline

g réduites)

=

< | Glucagon élevé Hyperglycémie a jeun et prandiale
Age/sexe/ménopause Risque de dysfonctionnement multi-

organique
Durée du diabéte, Risque de dysfonctionnement multi-
complications associées organique
Etc. Etc.
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GLP-1r reste encore a éclaircir
d'un point de vue fondamental
et pourrait ouvrir d'autres pistes
dans le traitement du DT2.

Le lien de causalité entre le mi-
crobiote intestinal ou buccal et
les maladies métaboliques est
aujourd’hui  clairement admis.
En effet, en gavant le microbiote
provenant de patients diabétiques
et obéses a une souris axénique,
c'est-a-dire dépourvue de bacté-
ries, la souris devient diabétique
et obése. D'autre part, le lien
entre le microbiote et 'homéos-
tasie neuronale intestinale est
de plus en plus reconnu (35, 36).
Le microbiote joue également un
role important sur la sécrétion du
GLP-1 :via les lipopolysaccharides

— THERAPEUTIQUE —

et via les métabolites qu’il produit
(type acides gras a chaine courte
comme butyrate, propionate), il
stimule la sécrétion de 'hormone
(37, 38). Ainsi, mettre en place une
stratégie thérapeutique ciblant le
microbiote (probiotique, prébio-
tique) et le GLP-1 pourrait étre
également envisagé.

CONCLUSION

La thérapie antidiabétique basée
sur laction du GLP-1 n’est pas
satisfaisante puisque 50 % des
patients n’atteignent pas lobjectif
thérapeutique de 6,5 % d’HbATc.
Elle doit étre potentialisée soit en
associant plusieurs aGLP-1r, soit
en associant aGLP-1r/iDPP4, soit
en les combinant a d'autres traite-

ments antidiabétiques (inhibiteurs
de SGLT2, insuline...), afin d’adap-
ter la thérapie a chaque patient
selon son stade de développe-
ment du diabéte, ses parameétres
métaboliques, physiologiques et
anthropomorphiques. De plus, la
compréhension des mécanismes
de fonctionnement du GLP-1r d'un
point de vue fondamental, a la fois
en physiologie et en physiopatho-
logie, est aujourd’hui nécessaire
pour développer de nouvelles stra-
tégies permettant d'améliorer les
thérapies basées sur le GLP-1. ®

R Liens d'intéréts.

] LES

Diabéte de type 2, Incrétines, GLP-1,
DPP4
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VIl. PROBLEMATIQUE

Par cette étude bibliographique, nous avons mis en évidence que la régulation de la
glycémie a I'échelle cellulaire, tissulaire, puis de I'organisme entier est précise, fine et
essentielle pour le bon fonctionnement de I'organisme. De nombreux organes sont clés
dans cette régulation. Le foie, le tissu adipeux et les muscles assurent le
stockage/déstockage des nutriments. Le foie, le rein et I'intestin assurent la production de
glucose et de lipides en période de carence nutritionnelle. Le SNC, le SNA et le pancréas
contréle de maniére nerveuse et endocrinienne 'activité de ces tissus.

Le DT2 est une pathologie caractérisée par une mauvaise régulation de la glycémie.
C’est une maladie essentiellement d’origine nutritionnelle et environnementale. Elle est tres
complexe puisqu’elle touche de nombreux tissus et est a |'origine de graves complications
physiologiques et d'une détérioration importante de la qualité de vie. Tous les mécanismes
impliqués dans sa mise en place et sa physiopathologie restent encore a éclaircir. Elle est
également d'un enjeu sociétal majeur car elle touche de plus en plus de monde et est de
plus en plus colteuse pour les différents états a travers le monde. Longtemps associée a
une obésité, elle est caractérisée aujourd’hui par un nouveau phénotype non associé a
I'obésité. De nombreuses stratégies thérapeutiques ont été envisagées depuis plusieurs
dizaines d'années avec, aujourd’hui comme les plus efficaces, la metformine dont le
mécanisme d’action reste encore a éclaircir, les thérapies basées sur le GLP-1 ou encore la
chirurgie bariatrique lorsque le DT2 est associé a une obésité morbide. Malheureusement,
une partie des patients traités ne voient pas leur niveau d’Hb1Ac atteindre I'objectif < 6,5-
7%. Ces réponses différentielles peuvent s’expliquer par le phénotype et le génotype du
patient qui différent entre chaque individu suivant I'age du diabéte, I'observance et plus
récemment le microbiote intestinal.

Le GLP-1, hormone intestinale contrélant la glycémie, ne nous a pas encore révélé
tous ses secrets. Beaucoup d'inconnues persistent quant a la régulation de son expression,
de sa sécrétion, de sa dégradation et de son action. En effet, bien qu'aujourd’hui il est
clairement démontré que le GLP-1 active un axe intestin-cerveau via le nerf vague, les voies
de signalisation nerveuses impliquées notamment au niveau intestinal restent a éclaircir.
Aujourd’hui l'influence du microbiote sur le métabolisme, la physiologie intestinale
(immunité, systéme endocrinien, nerveux, axe intestin-cerveau) n'est plus a démontrer. La
proximité entre les cellules L sécrétant le GLP-1, les neurones entériques, les afférences
vagales et le microbiote suggére que ce dernier pourrait influencer la réponse au GLP-1
comme il module sa sécrétion.

Ainsi, dans ce contexte, nous nous sommes posés les questions suivantes : quels
mécanismes moléculaires peuvent expliquer les absences de réponse au GLP-1 chez
certains patients diabétiques ? Quelles sont les voies de signalisation du GLP-1 au niveau
entérique et vagal ? Quels sont les acteurs modulant ces voies pouvant expliquer les

différentes réponses aux traitements basés sur le GLP-1 ?
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Pour I'ensemble de |'étude nous avons travaillé sur différents modéles de souris
méles adulte C57/B6 ou sur les neurones en culture primaire issus de ces souris. Le DT2 a
été induit de maniere nutritionnelle a I'aide d'un régime gras et sucré noté HC-HFD (high-
carbohydrate high-fat diet) ou a l'aide d'un régime uniquement enrichi en gras noté HFD

(high-fat diet), pendant 3 mois.
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VIIl. CHAPITRE 4 : ARTICLE - La dysbiose associée au diabéte
de type 2 induit une perte de la réponse au GLP-1 par des

mécanismes dépendants du NO et de |'axe intestin-cerveau

A. Résumé

Au cours de cette étude, nous avons montré que des souris rendues diabétiques
apres 3 mois de régime riche en gras (HFD) et dépourvu de sucre, présentent une baisse de
sensibilité au GLP-1 pour la sécrétion d’'insuline, I'inhibition de la vidange gastrique et de la
prise alimentaire. Cette perte de sensibilité est associée a une neuropathie entérique
caractérisée par une baisse des marqueurs neuronaux et gliaux en RT-gPCR et en
immunohistochimie et a une baisse de |'expression du GLP-1r intestinal et vagal. Nous
avons étudié la voie de signalisation du GLP-1 dépendante du NO et montré que
I'utilisation d'inhibiteur (L-ANAME) ou d’activateur (L-Arginine) de la NOS module I'action du
GLP-1 pour le contréle de la sécrétion d'insuline et la vidange gastrique. Sur des cultures
primaires de neurones entériques, nous avons montré que la production de NO induite par
le GLP-1 est diminuée chez les souris diabétiques. Lorsque I'on administre un donneur de
NO a des souris diabétiques (traitement aigu et chronique), nous améliorons la sécrétion
d’insuline en réponse au GLP-1.

Dans un second temps, nous avons évalué I'influence du microbiote sur la sensibilité
au GLP-1. Nous avons tout d'abord caractérisé le microbiote iléal des souris diabétiques.
Nous avons constaté que les Lactobacillus étaient diminués chez les souris diabétiques et
que leur fréquence est corrélée avec la quantité des ARNm iléaux codant le GLP-1r et la
nNOS. Ensuite, nous avons étudié des souris axéniques ou traitées avec des antibiotiques,
sous régime normal et nous avons observé : une neuropathie entérique marquée, une
baisse de I'expression du GLP-1r et de la NOS neuronale, entérique et vagale, et une baisse
de la production de NO induite par le GLP-1 sur des neurones entériques en culture.
Cependant, lorsque les souris diabétiques sont traitées aux antibiotiques, nous observons
une amélioration de l'action du GLP-1 et ceci est associé avec une augmentation des
marqueurs de neurones intestinaux et une augmentation de I'expression du GLP-1r et de |a
nNOS. Enfin, pour établir un lien moléculaire entre microbiote et action du GLP-1, nous
avons étudié I'action du GLP-1 chez des souris invalidées pour les récepteurs TLR4, CD14 et

NOD?2 et nous observons une baisse de la sécrétion d'insuline induite par le GLP-1.

Ce travail a été soumis au journal « Cell Metabolism » fin Juillet 2016. Nous sommes

invités a le resoumettre. Cet article est actuellement en cours de correction.
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Abstract

Glucagon Like Peptide-one (GLP-1) based therapies control glycemia in type 2 diabetic (T2D)
patients. However, in some patients the corresponding efficiency is reduced so that the treatment has
to be discontinued defining a state of GLP-1 unresponsiveness. Through different animal models we
identified that a specific gut microbiota dysbiosis impairs GLP-1-activated gut-brain axis. Notably, the
frequency of Lactobacilli in the ileum microbiota was tightly and positively correlated with GLP-1
responsiveness of the enteric nervous system (ENS). The dysbiotic gut microbiota induces enteric
neuropathy, impairs the gut-brain axis and reduces GLP-1 receptor and neuronal nitric oxide synthase
(nNOS) mRNA concentrations and GLP-1-induced nitric oxide production for the control of insulin
secretion and gastric emptying. Our data opens a novel route for the improvement of GLP-1 based

therapies for T2D patients.
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Introduction

The Glucagon Like Peptide-one (GLP-1) in an insulinotropic hormone secreted by enteroendocrine L
cells in response to a meal. The hormone plays a key role on the glucose control since it regulates
insulin and glucagon secretions, gastric emptying, food intake and blood flow, to cite a few [900].
Two modes of action co-exist to explain these physiological actions. The first one involves the
paracrine action of GLP-1 secreted by intestinal L-cells which binds locally to GLP-1 receptor (GLP-
1r) expressed by the enteric nervous system (ENS) and vagus nerves [734]. Through the triggering of
the gut-brain-periphery axis the enteric hormonal signal is transmitted to the brain. The latter organ
then redistributes the neuro-hormonal message to peripheral tissues that engages numerous
physiological functions involved in the control of glucose homeostasis [808]. The second mode of
action is endocrine where blood GLP-1 triggers receptors expressed by distant cells notably the 8 cells
from the Langerhans islets [734], to cite the most studied one [739, 901]. The respective contribution
of both pathways on the control of glycemia is unknown and could vary according to the physiology
of each individual. G proteins, adenylate cyclase, cCAMP, EPAC, PKA, CREB, PKC, Akt, ERK, nitric
oxide (NO), and NO synthase (NOS) are the main signaling molecules responsible for GLP-1
intracellular signaling and action [739, 743, 760, 902, 903]. Similarly, the respective contribution of
each signaling molecule on the triggering of a GLP-1-dependent function is not known but could

follow the rule of individual diversity leading to different sensitivity to GLP-1.

The insulinotropic action of the native GLP-1 has been the basis for strategies aiming at treating type 2
diabetes (T2D). However, the active peptide GLP-17.3; is rapidly degraded by the dipeptidyl peptidase
4 (DPP4), an amino-terminal peptidase largely distributed throughout the gut, into an inactive GLP-1,.
37 peptide [670]. To overcome this issue GLP-1 receptor agonists resistant to the DPP4 and DPP4
inhibitors (DPP4i) have been developed [904]. Both aim at increasing GLP-1r signaling and the
corresponding physiological functions. However, it is now currently observed in clinical practice that
not all T2D patients reach therapeutic target in response to GLP-1-based therapies, i.e. HbAlc lower
than 6.5%. Some of them even have to discontinue the treatment due to the lack of efficacy. Therefore,
various GLP-1 responsiveness are expected according to the T2D patient considered which could be
linked to the multifactorial origin of the disease. For instance, the lipo-glucotoxicity [800-802, 905]
and autonomic neuropathy [646, 906] could reduce the gut-brain axis hampering numerous GLP-1
dependent physiological functions. A more recent hypothesis concerns the importance of gut
microbiota dysbiosis in the development of metabolic diseases [848, 875, 907]. The mechanisms
discovered so far involve microbial-produced factors such as lipopolysaccharides (LPS),
peptidoglycans, short chain fatty acids (SCFA), and secondary bile acids. Regarding bacterial
recognition mechanisms microbial associated molecular pattern receptors TLRs and NLRs have been
described as important for the glycemic control [477, 481, 858, 908] and could therefore be involved

in the mechanisms responsible for GLP-1 physiology. To explore this issue, we generated two mouse
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models of T2D characterized by different signatures of gut microbiota dysbiosis. We studied GLP-1
induced enteric neuron-mediated nitric oxide (NO) production for the control of the gut-brain induced
insulin secretion. Gastric emptying and food intake were simultaneously studied. The differences in
GLP-1 responsiveness of the two high-fat diet (HFD)-fed mouse models allowed us to compare the
impact of specific gut microbiota dysbiosis separately from the direct impact of the fat-enriched diet
itself.
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Materials and Methods

Animals.

To generate metabolic abnormalities of T2D, six-week old C57BI6/J male mice were fed for three
months with a normal chow diet (NCD), or a high-fat high-carbohydrate diet (HC-HFD), or a high-fat
carbohydrate-free diet (HFD). After 2 months a sub group from these mice was treated for one

additional month with antibiotics.

Subdiaphragmatic vagotomy
To study the role of GLP-1 on the gut to brain axis, mice underwent a subdiaphragmatic vagotomy

[909]. They were allowed to recover for 3 weeks before analyses.

Glucose and insulin tolerance tests.

After 3 months of HFD, an intraperitoneal (i.p.) (IPGTT) and oral (OGTT) glucose tolerance test and
an i.p. insulin tolerance test (IPITT) were performed. Plasma insulin and GLP-1 concentrations were
assessed. A GLP-1 resistance index for each mouse was calculated as Glucose x GLP-1 concentration

/ insulin concentration 15 min after the oral glucose load.

In vivo GLP-1 dose-response procedures.

To evaluate GLP-1 sensitivity three GLP-1 regulated parameters were quantified: insulin secretion,
gastric emptying, and food intake (Figure 1). To prevent from the degradation of exogenous GLP-1, a
DPP4i (400ug/mouse, Sitagliptin) was given orally 30min before the GLP-1 challenge. The dose-
response curve was calculated by curve interpolation with 4-Parameter Logistic (4PL) sigmoidal
model using GraphPad Prism version 6.00 for Mac (GraphPad Software, San Diego, CA, USA,

www.graphpad.com) and the ECsx, calculated.

In vivo nitric oxide related procedures.

30min before all 3 GLP-1 challenge procedures, a NO synthase (NOS) inhibitor (L-NAME, Abcam)
was administered i.p. at different doses: 0, 50, 100, 200ug/kg (Figure 2A).

In a different set of mice, a NO donor (L-Arginine, 1g/kg, Sigma-Aldrich) was administered orally in
the presence or absence of the GLP-1r antagonist, Exendin 9 (Lnmol/mice, 100uL, i.p. injection,
Bachem) 30min before an oral glucose (2g/kg) or an oral acetaminophen (100ug/kg) and glucose
(2g9/kg) load or before refeeding (Figure 2B).

To study the chronic effect of L-arginine in GLP-1 sensitivity, the molecule was administered for one
week (0.5g/kg, 300uL, 1xgavage/day). Then, GLP-1-induced insulin secretion was quantified as

described on Figure 1.
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MRNA quantification
Total RNAs were extracted from the ileum and the nodose ganglion. The concentration of mRNAs

was evaluated by quantitative RT-PCR analysis.

Immunohistochemistry

Longitudinal muscle / myenteric plexus

A 3 cm of distal ileum longitudinal muscle / myenteric plexus (LMMP, i.e. ENS) obtained from mice
in a fed state was fixed with PFA 4% and kept in NaN3 0.1%. For HuC/HuD, nNOS and S1008
immunostaining, the samples were incubated overnight at room temperature (RT) with the 1%
antibodies, and then incubated 90min at RT with the 2" antibodies. For HUC/HuD and nNOS, we
quantified the number of positive cells per area and for S100B, we quantified the percentage of

fluorescent area.

c-FOS immunostaining in the brain stem

The activation of brain neurons was identified by quantifying cFOS immunostaining 90min following
the GLP-1-induced insulin secretion procedure described on Figure 1. We quantified cells from the
Nucleus Tractus Solitary (NTS) and dorsal motor nucleus of vagus nerve (DMNX) as defined on

mouse brain atlas [910].

Enteric neurons primary culture

The protocol was adapted from Smith and colleagues [911]. The outer layers containing muscular cells
and myenteric neurons (LMMP) were digested with firstly with collagenase Il and secondly with
trypsin. The digested cells were transferred to complete neuron media, filtered and maintained up to

one week in Poly-D-lysine and Laminin coated-glass coverslips in 24-wells plate.

Measurement of NOS activity in primary cultures of neurons

To record NO production by enteric neurons in response to GLP-1 (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 and
100nM), we incubated enteric neurons with NO specific probe, DAF-FM. The cells were fixed with
PFA 4%, and cells containing nNOS were identified by immunostaining. A region of interest (ROI)
corresponding to nNOS and DAF-FM positive cells was studied. The ratio of both values for each ROI

was then calculated.

Statistical analysis
Results are expressed as mean * standard error of the mean (SEM). Statistical significance was
evaluated by Student’s t test, One-Way Anova or Two-Way Anova (followed by post hoc Tukey’s

multiple comparisons tests), using GraphPad Prism version 6.00 for Mac (GraphPad Software, San
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Diego, CA, USA; www.graphpad.com). Linear regression was performed with Pearson correlation

coefficient. The level of significance was set at P<0.05.
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Results

Animal models of high-fat diet-induced GLP-1 resistance.

To identify whether gut microbiota regulates GLP-1 responsiveness in vivo, we have set up two
different mouse models previously characterized with a gut microbiota dysbiosis [912-914]. A first set
of mice was fed a high-carbohydrate high-fat diet (HC-HFD). The second one was fed a high-fat but
carbohydrate-free diet (HFD). Others and we have previously characterized the main metabolic
features of both animal models [887, 915]. Briefly, mice fed a HC-HFD are obese and diabetic
whereas mice fed a HFD are diabetic but remained mainly lean although the latter are characterized by
a slight increase of fat mass and decrease of lean mass (Figure 3A-C, Figure S1A,B). Both models
are characterized by a similar glucose intolerance and an impaired insulin resistance. However, the
major difference between both models is that 15min after an oral glucose challenge, plasma insulin
concentration was twice higher in HC-HFD-fed obese diabetic mice while reduced in HFD-fed lean
diabetic mice when compared with NCD-fed mice (Figure 3D). The mechanism responsible for the
impaired glucose sensitivity was not related to a reduced glucose-induced GLP-1 secretion since in
response to an oral glucose load we observed a dramatic increased portal vein plasma GLP-1
concentration 3-4 times higher in both diabetic mice than what observed when compared to NCD-fed
mice (Figure 3E). This was previously observed in response to high-fat diet [916] and we here
confirmed this result. However, the major novel observation was that despite the excessive plasma
GLP-1 concentration of both animal models, glucose-induced insulin secretion could be triggered only
in HC-HFD obese diabetic mice since plasma insulin concentration remained low in the HFD-fed lean
diabetic mice (Figure 3D). In our experimental conditions, where a DPP4i was administered to the
mice just before the glucose challenge, the portal concentration of GLP-1 reflects the actual secretion
of GLP-1, as described [812], preventing from putative differences of DPP4 activities between groups
which could have modified the concentration of GLP-1 (Figure 3E). Since at the 15 minute-time point
following the glucose challenge, NCD and HC-HFD-fed mice were characterized by the same
glycemia while HFD-fed mice glycemia was lower (Figure 3F) we then calculated a glucose-
dependent GLP-1 resistance index (Figure 3G). We showed that the HFD-fed lean diabetic mice were
characterized by a strong GLP-1 unresponsiveness, which was not the case for the HC-HFD-fed obese
diabetic mice (Figure 3G). To better estimate GLP-1-induced insulin secretion without the
confounding effect of endogenously released GLP-1, we administered GLP-1 intraperitoneally at
different doses rapidly followed an i.v. glucose injection and quantified plasma insulin concentrations
(Figure 3H and S1C). Plasma glucose concentrations increased in all groups generating a
hyperglycemic context required for GLP-1 responsiveness. The injection of 7nmol/kg of GLP-1
allows reaching the maximal percentage of insulin secretion in NCD and HC-HFD-fed mice.
However, this was not the case for the HFD-fed lean diabetic mice suggesting that GLP-1 sensitivity
was impaired. To further understand the corresponding kinetic features of GLP-1 sensitivity we

quantified the dose-response curves corresponding to the fold change of GLP-1-induced insulin
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secretion in all groups. This allows the calculation of EC50 (Figure 3H). The data show that the EC50
doubled in HC-HFD mice and dramatically increased in the HFD-fed lean diabetic mouse group when
compared to NCD mice demonstrating a state of resistance to GLP-1 in both models, although the
maximal efficacy of GLP-1 was for higher doses of the peptide in the HFD-fed mice (Figure 3l).
Altogether, our data show that the lean-diabetic mice are GLP-1 unresponsive. In humans, the change
in efficacy of incretin-based therapies is mostly evaluated on the change in HbAlc. This biomarker
integrates the overall glycemic profiles over a 2-3 month period that are the consequences of changes
in insulin and glucagon secretions, reduced gastric emptying, increased food intake, and insulin
resistance. Therefore, to determine whether GLP-1 unresponsiveness affected other GLP-1-regulated
physiological functions, we studied gastric emptying (Figure S1D, E) and food intake (Figure S1F-
H). Some degree of GLP-1 resistance was detected since the plasma concentrations of acetaminophen
remained elevated after GLP-1 administration in both diabetic mice (Figure S1D). Like insulin
secretion, gastric emptying is mediated through the activation of a nervous gut-brain-stomach axis.
GLP-1 secreted after a meal induces the ileum break through a reduction of gastric, pyloric and
duodenal motility [651, 917]. Therefore, our data show that GLP-1 resistance is upstream in the
cascade of events responsible for GLP-1 action and most likely concerns the gut-brain to periphery
axis. Data from our laboratory demonstrated in type 1 diabetic patients that the glucagonostatic action
of DPP4i was dramatically hampered in those with autonomic neuropathy preventing from the
activation by gut released GLP-1 of the gut-brain to o cell axis [906]. This conclusion is also
supported by the present data since the amount of energy intake during the feeding period (darkness
for 6 hours) and during refeeding following a period of fast was increased (Figure S1F, G) while
increasing doses of GLP-1 only modestly reduced energy intake in the both high-fat diet-fed mice
when compared to NCD-fed mice (Figure S1H). The control of food intake by GLP-1 is mediated by
the central and the peripheral nervous systems [918] showing that all nervous system-dependent
actions are affected, although to different extent, by GLP-1 unresponsiveness. Importantly, out of the
two fat-diet models, the HFD-fed lean diabetic mouse model was the most affected one and was
defined as GLP-1 resistant. Conversely, only very mild GLP-1 unresponsiveness was detected in HC-
HFD-fed obese diabetic mouse. We defined this second mouse model as “GLP-1 sensitive”. The
corresponding molecular mechanisms of this difference could affect directly the insulin-secreting
cell and indirectly the GLP-1 sensitive neural mechanism notably the gut-brain axis that involves the
action of GLP-1 on neurons from the ENS and the vagus nerve [641, 651, 653, 917]. To discriminate
between both hypotheses, we studied insights of neuropathy in the mouse and performed vagotomy in
NCD-fed mice.

High-fat diet alters the enteric nervous system to brain axis and induces GLP-1 resistance.
GLP-1 triggers the vagus nerve activity in response to an oral glucose challenge [651, 653, 812] that

could be linked to the presence of the GLP-1r on enteric and vagal neurons [734]. Therefore, we first
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quantified by immunohistochemistry the number of HUC/HuD positive cells, i.e. enteric neurons [618]
and observed that the GLP-1 resistant HFD-fed mice were characterized by a reduced number of
enteric neurons (Figure 4A1,A2) defining neuropathy [618]. Conversely, the number of S100B
positive cells i.e. glial cells [611], remained normal, or even slightly increased in the HC-HFD-fed
mice showing that HFD affects neurons only. To comfort the reduction of the number of enteric
neurons in the HFD-fed lean diabetic mice, we quantified the concentrations of ileum MRNA
encoding for neuronal proteins, i.e. PGP9.5, axonal protein, i.e. peripherin (prph) and glial proteins,
i.e. GFAP and S1008. PGP9.5 mRNA concentration was reduced in both animal models while prph,
GFAP and S100B mRNA concentrations remained unchanged (Figure 4B). The impact of the diet was
restricted to neurons from the ENS since the mRNA concentration encoding neuronal and glial
proteins from the nodose ganglion remained similar in all groups (Figure 4C). This result confirms
that diabetic autonomic neuropathy does not affect vagal neuron bodies but rather the vagal ends and
enteric neurons, as previously suggested [393, 618]. Therefore, the gut-brain axis could be impaired
by the fat-enriched diets. This is not due to the fat moiety itself since the quality of fat was similar in
both groups. This is in line with the concept that GLP-1 unresponsiveness also affects subsets of T2D
patients at different extent which fits the concept of personalized medicine. To demonstrate that, the
gut-brain axis was functionally affected, we then performed a functional bioassay. We recorded the
number of cFos positive cells in the brain stem in response to the administration of GLP-1 into the
peritoneal cavity at the active dose, i.e. 7nmol/kg. This dose is the lowest one triggering the maximal
response to GLP-1-induced insulin secretion in control mice (Figure 3H, S1C). The hindbrain
medulla includes the nucleus of the tractus solitarius (NTS) where primary visceral afferents end. It
also includes the dorsal motor nucleus (DMNXx) where preganglionic motor neurons innervating the
gastrointestinal tract are located. The data show that the number of cFos positive neurons increases in
response to GLP-1 in NCD mice but not in HFD-fed mice (Figure 4D1,D2) arguing for a functional
impairment of the GLP-1 dependent gut-brain communication in response to a fat diet. The activation
of brain stem neurons through enteric rather than systemic GLP-1 has been previously described [234,
919]. GLP-1, when directly infused in hepatoportal vein of rats activate cells from the NTS through
the vagal nerve, witnessing the direct GLP-1 dependent gut-brain connection, as reported also
elsewhere [234, 919]. The role of the molecular mechanisms of glucose sensing i.e. the GLP-1r and
the glucose transporter GLUT?2 were also reported on the gut-brain axis in NCD condition [197, 200].
Therefore, we here add to the knowledge that a fat-enriched diet hampers the gut-brain axis. We
further validated this observation by assessing GLP-1 sensitivity in NCD-fed mice following
subdiaphragmatic vagotomy (SDVx). This increases the GLP-1 resistance index 15min after a glucose
challenge as shown by an increase of GLP-1 concentration while a decrease of insulin concentration
(Figure 4E&S2A-C). GLP-1-induced insulin secretion at the active dose of 7nmol/kg was reduced by
the vagotomy procedure further demonstrating the importance of a functional gut-brain axis as the

mode of action of GLP-1 (Figure 4F). Interestingly, vagotomy induced GLP-1 resistance of gastric
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emptying (Figure S2D,E). Conversely, energy intake during the feeding period, in response to
refeeding and after GLP-1 administration was similar between sham and SDVx-operated mice (Figure
S2F-H) suggesting that the regulatory role of GLP-1 when administered pharmacologically is, at least
in part, direct on the brain and does not uniquely require the gut-brain axis for the control of food
intake.

Altogether, the impairment of GLP-1 physiological actions such as insulin secretion and gastric
emptying induced by vagotomy mimicked what observed in response to HFD i.e. the GLP-1 resistant
diabetic lean mouse model. This conclusion further reinforces the role played by an impaired ENS on
the induction of GLP-1 unresponsiveness through the gut-brain axis. Our results are also supported by
data from human clinical trials where it was reported an increased glucose-induced GLP-1 secretion,
an increased gastric emptying but a reduced incretin-induced insulin secretion suggesting a state of
GLP-1 resistance following trunk vagotomy [659]. Although GLP-1 triggers the vagus nerve [651,
653, 811, 812], some data show that the gut-brain axis is not required for GLP-1-based therapies to
induce insulin secretion [920]. This is most likely due to the large doses of GLP-1 receptor agonist
used allowing a direct action of exogenous GLP-1 on pancreatic 3 cells. It is noticeable that, in our
study we cannot definitely rule out that a state of 3 cells GLP-1r unresponsiveness exists.

To validate our hypothesis in human, specific clinical trials could be set up where non obese T2D
patients such as the mild onset diabetes of the youth (MODY) would be compared to obese diabetics.
As an example, the proportion of lean diabetic patients tends to increase particularly in developing
countries in which such study could provide insights for the treatment of such diabetic patients [300].
Similarly, the impact of autonomic diabetic neuropathy on the efficacy of GLP-1 based therapies in
T2D patient remains to be studied. Such results could help the clinician to determine the best

therapeutic strategy performing hence evidence-based precision medicine.

Enteric GLP-1 sensitivity requires the production of NO by enteric neurons and is impaired in
HFD-fed mice.

To identify the enteric neuron molecular mechanisms responsible for GLP-1 resistance, we first
quantified the concentration of GLP-1r mRNA in the ileum of the different mouse models. It is
noteworthy that recent data show that the expression of the GLP-1r gene is restricted in enteric
neurons within the ileum and in the left nodose ganglion [734]. We observed that in HFD-fed mice the
concentration of the GLP-1r mRNA was dramatically reduced in both the ileum and left nodose
ganglion whereas in HC-HFD obese diabetic mice the decrease of the GLP-1r mRNA concentration
was restricted to the nodose ganglion (Figure 5A). These results could explain GLP-1 resistance as it
mimics what observed in GLP-1r KO mice regarding insulin secretion, gastric emptying and food
intake (Figure S3A-D). The impaired GLP-1 signaling in the enteric neurons could be linked to nNOS
since the GLP-1r mRNA concentration is mainly located in nNOS positive enteric neurons [641, 734].

We and others we have previously demonstrated that a NO-dependent GLP-1 signaling controls blood
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flow and gastric emptying [760, 902, 921]. Both functions control glucose metabolism. Similarly,
GLP-1 triggers the ENS by decreasing the excitatory cholinergic neurotransmission through
presynaptic GLP-1r, which modulates NO release [641]. GLP-1r agonists such exendin-4 and
liraglutide can significantly increase phospho-Akt (p-Akt) and phospho-eNOS (p-eNOS)
concentrations indicating activation of the p-Akt/p-eNOS signaling pathways [752]. Eventually, data
show that in endothelial cells GLP-1 induces eNOS-mediated NO production through the triggering of
the AMP-activated Kinase (AMPK) pathway [756]. Therefore, we first measured the NNOS mRNA
concentration in the ileum and in the left nodose ganglion in all animal models and observed a
decreased concentration in the ileum that was even more marked in the left nodose ganglion of the
HFD-fed, GLP-1-resistant mice (Figure 5B). In HC-HFD mice, we observed a decrease of nNOS
mRNA concentration in left nodose ganglion only (Figure 5B). Interestingly, the number of nNOS
positive neurons in the ileum remained similar in all groups of mice (Figure 5C). Linear regression
analyses between nNOS and GLP-1r mRNA concentrations showed a strong correlation in both the
ileum and the nodose ganglion suggesting a causal relationship (Figure 5D,E). Altogether, the mRNA
concentration analyses suggested that HFD-induced GLP-1 resistance could be linked to an impaired
GLP-1r expression and the corresponding induction of NO production through nNOS signaling. To
further demonstrate this hypothesis, we treated mice with different doses of the nNOS inhibitor (L-
NAME). This procedure partially reduced GLP-1-induced insulin secretion in NCD mice (Figure 5F).
Similarly, the NOS inhibitor altered GLP-1-induced gastric emptying inhibition but not GLP-1-control
food intake (Figure S3E, F). Conversely, the oral acute treatment with the NO donor L-Arginine,
before an oral glucose challenge in NCD-fed mice, induced insulin secretion (Figure 5G). This
increased insulin secretion was specific to the action of GLP-1 since the co-treatment with Exendin 9
prevented the effect of GLP-1 (Figure 5G). Eventually, L-Arginine induced gastric emptying
inhibition through the GLP-1r but has no effect on food intake (Figure S3G). On HFD-GLP-1
resistant mice an acute and chronic (one week) oral administration of the NO-donor improved GLP-1-
induced insulin secretion in the diabetic mice (Figure 5H,1). Interestingly, L-arginine also improved
gastric emptying, another feature of the GLP-1-dependent ENS gut-brain axis (Figure S3H) but not
food intake since this function does not only require the gut-brain axis (Figure S3F-H). To ascertain
that GLP-1 directly increases NO production from enteric neurons, we incubated increasing doses of
GLP-1 with primary culture of enteric neurons from NCD and HFD-fed GLP-1-resistant mice. The
enteric neurons from the HFD-fed mice were dramatically resistant to GLP-1-induced NO production
(Figure 5J). We here show that enteric NO production is a signaling molecule of GLP-1 for the
control of GLP-1-regulated metabolic features and that this signaling pathway is impaired in HFD-fed
mice. Numerous mechanisms could be responsible for the impairment of NO production. NOSs are
notably substrates of the AMPK [756, 922, 923] that is considered as a master molecular switch in

energy sensing. In addition, high-fat diet-induced ileum microbiota dysbiosis could be responsible as
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we and others previously suggested [912-914]. HFD dramatically modifies the gut microbiota

ecology, which varies according to individuals.

Gut microbiota dysbiosis is responsible for the GLP-1 resistance.

To identify bacterial taxa associated with GLP-1 resistance, we performed targeted 16S sequencing of
the ileum microbiota since GLP-1 producing cells are mostly located in the ileum of the mouse
intestine. The discriminant analysis of differences (LefSe) showed taxonomic signatures specific for
each mouse group (Figure 6A) and identified, through linear regression analyses on all taxonomic
features, that the Lactobacillus genus was tightly correlated with the ileum GLP-1r and nNOS mRNA
concentrations (Figure 6B,C). These correlations are also observed at the family, class, and order
taxonomic levels (data not shown). The frequency of Lactobacillus among the overall taxa was
dramatically reduced in the ileum from the HFD-fed GLP-1-resistant mice while modestly reduced in
the HC-HFD-fed GLP-1 sensitive mice (Figure 6D). To demonstrate the causality of the role played
by gut microbiota we quantified GLP-1 resistance in germ free mice. The data showed that the
absence of microbiota prevented from GLP-1-induced insulin secretion demonstrating a strong state of
GLP-1 resistance (Figure 6E, S4D). This impairment was associated with a lack of activation of the
gut-brain axis since the number of cFos positive cells in the brain stem could not be increased by
GLP-1 i.p. administration (Figure S4A1, A2). It is further supported by the dramatic increased plasma
concentration of GLP-1 when compared to conventional mice, whereas plasma insulin concentration
remain lower (Figure S4B). This was previously reported as well in other instances and shows that the
overall GLP-1 physiology i.e. secretion and action is under the control of gut microbiota [489, 498,
676]. Although the bacteria responsible for the control of GLP-1 action remain unknown, we here
identified that the proportion of Lactobacillus genus was highly correlated with GLP-1r and nNOS
MRNA concentrations. Our data is supported by the concept that Lactobacillus and Bifidobacteria are
probiotics that could be suitable for metabolic management [924, 925]. Recent data also show that in
humans, Lactobacillus reuturi administration improves glucose-induced incretin and insulin secretion
[899]. The mechanism could be linked to the production of SCFA in the gut, through GPR41/43 i.e.
FFAR2/3 or LPS through TLR4/CD14 that could enhance GLP-1 secretion [493, 495, 498]. Other
evidence show that the FFAR3 and TLRs are also expressed in the neuronal cells of the submucosal
and myenteric ganglia suggesting that SCFA or LPS could directly trigger enteric neurons [865, 866].
Very convincing data show that acetate trigger insulin secretion through a parasympathetic gut-brain
axis [926]. However, following one-month prebiotic treatment, which increases SCFA production
[913], we did not restore GLP-1-induced insulin secretion, gastric emptying and food intake (data not
shown). Therefore, the mechanism has to be different from the production of SCFA by gut
microbiota. Conversely, it could be NO-dependent, as show previously [841, 843] since Lactobacillus
modulate intestinal NO synthesis. We validated this hypothesis by studying the production of NO by

enteric neurons from germ free mice and showed that NO production could not be stimulated by GLP-
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1 demonstrating that gut microbiota is a required feature for the activation of the gut-brain axis by
GLP-1 through the production of NO (Figure S4C). The GLP-1-resistant state in germ free mice can
be linked to a decreased number of enteric neurons (PGP9.5, prph), glial cells (S1008, GFAP), GLP-1r
and nNOS mRNA concentrations in the ileum but not in the nodose ganglion (Figure 6F-1).
Eventually, the antibiotic treatment induced a strong GLP-1 resistance to insulin secretion in NCD-fed
mice (Figure 6J & S4D) suggesting that some beneficial microbes were responsible for the
improvement of GLP-1 sensitivity. The antibiotic treatment of fat-enriched diet-fed mice conversely
improved GLP-1 sensitivity (Figure 6J) suggesting that some deleterious bacteria from the dysbiotic
microbiota were eliminated. The impact of antibiotics was also observed on neuron specific proteins
PGP9.5 and glial specific proteins S100p (Figure 6K). While the antibiotics reduced the expression of
the corresponding gene expression in NCD-fed mice, the treatment conversely increased the gene
expression in fat-enriched diet-fed mice (Figure 6K). Similar results were obtained for the GLP-1r
and for the nNOS mRNA concentrations in the ileum and the nodose ganglion (Figure 6M, N). This
last set of data strongly supports the notion that a eubiotic gut microbiota enhances GLP-1 sensitivity
while a dysbiotic microbiota reduces it. The impact of antibiotics was extended to the control of
gastric emptying by GLP-1 (Figure S4E,F). This set of data further reinforces the importance of the
ileum microbiota on the GLP-1 dependent gut-brain axis. The control of food intake in fat-enriched
diet fed mice, which is not under the control of the GLP-1-dependent gut-brain axis, remained
unaffected by antibiotics (Figure S4G,H).

Altogether, changes in ileum microbiota, putatively through changes in Lactobacillus, were
causally influencing GLP-1 responsiveness through the activation of the gut-brain axis and notably the
stimulation of insulin secretion. The precise identification of the Lactobacillus species responsible

remains too elusive and speculative to be envisaged here.

The microbial associated molecular pattern receptors NOD2, CD14, and TLR4 controls GLP-1
sensitivity.

The mechanisms ensuring a normal GLP-1 physiology and gut-brain axis control could be related to
the role played by the microbial associated molecular pattern receptors NOD2, TLR4 or CD14. We
previously demonstrated that NOD2, CD14 and TLR4 were involved in the glycemic control in
response to a high-fat diet [477, 481, 858, 908]. Therefore, since our data demonstrate the importance
of a change in gut microbiota on the control of GLP-1 responsiveness, we analyzed NOD2, CD14 and
TLR4 KO mice. The data show that GLP-1-induced insulin secretion was dramatically reduced in all
KO when compared to WT mice (Figure 7A). However, in all KO mice, the downstream effectors of
GLP-1 responsiveness, such as the number of enteric neurons and glial cells, as assessed by the
concentration of mMRNA for PGP9.5, prph, GFAP and S1008, in the ileum and the nodose ganglion,

and the mRNA concentrations encoding for the GLP-1r and nNQOS, remained similar to WT mice
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(Figure 7B-E). Gastric emptying was also impaired in all KO mice (Figure S5A) while food intake
remained unchanged (Figure S5B). This set of data further reinforces the role played by gut
microbiota on the control of GLP-1-induced insulin secretion and gastric emptying inhibition. We here

add to the knowledge that PRR signaling is important for the control of GLP-1 signaling.
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Discussion

We here identified in different mouse models of T2D that a gut microbiota dysbiosis,
associated with the reduced frequency of Lactobacillus in the ileum, is responsible for GLP-1
unresponsiveness of enteric neurons. Gut microbiota dysbiosis hampers GLP-1-induced NO
production by enteric neurons that prevent an efficient activation of the gut-brain to periphery axis.
Insulin secretion and gastric emptying but not food intake are directly under the control of this
mechanism.

To identify mechanisms responsible for the sensitivity of an individual patient to a given
incretin-based strategy, there is a need for a concept that could encompass the susceptibility of each
individual to develop a metabolic disease with the multiple etiologic origins. The discovery of the
major impact of gut microbiota on metabolic disease, of its diversity, and that T2D patients are
characterized by a gut microbiota dysbiosis is opening opportunities to gain knowledge about the
mechanisms of GLP-1 resistance or unresponsiveness [477, 848, 858, 875].

In healthy situation, a first molecular mechanism responsible for GLP-1 sensitivity would be
the capacity of Lactobacillus to ferment complex carbohydrate into SCFA [493, 716, 866, 926, 927].
However, we ruled out this hypothesis since changes in SCFA concentrations observed in prebiotic-
treated mice (data not shown) were not correlated with GLP-1 responsiveness. A second mechanism
would be that the peptidoglycans from the Lactobacillus are recognized by the PRR, NOD2. We
explored this second avenue and show that NOD2 is required to ensure GLP-1-induced insulin
secretion. NOD2 recognizes peptidoglycan motifs from the bacterial cell wall that consists of N-
acetylglucosamine and N-acetylmuramic acid. Precisely, NOD2 receptor can sense intracellular
muramyl dipeptide (MDP), typical for gram-positive bacteria such as Lactobacillus that regulate
intestinal inflammation homeostasis [475, 928]. Linked to that mechanism Lactobacillus could
produce NO favoring favor GLP-1 responsiveness [841, 843]. Numerous bacteria-related molecules
are detected by the host and influence GLP-1 physiology such as SCFA which bind to fatty acid
receptors FFAR2-3 [493] LPS when binding to CD14/MD2/TLR4 [498] or indole [704]. Intestinal
microbiota determinants and produced molecules through TLR and FFAR3 are also important to
regulate functions under the control of the ENS such as intestinal transit [611, 676, 866, 869, 929] and
gut-brain axis [927, 930]. In this context, we observe that CD14/TLR4 could be important receptors to
control GLP-1 sensitivity in mice. Such functions could be mediated by intestinal NO production and
on the control of intestinal transit [841, 843].

Another hypothesis is that the pro and anti-inflammatory cytokines produced by the gut
microbiota dysbiosis to host crosstalk would regulate glucose and GLP-1 effectiveness of the 3 cell
[931, 932]. The molecular mechanisms of GLP-1 resistance could be linked to the down regulation

and the desensitization of the GLP-1 receptor [799, 805] that will reduce the production of secondary
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messengers such as CAMP, and NO in different cell [739, 743, 760, 902, 903]. In the intestine, the
GLP-1r is localized mainly on nNOS positive neurons [734]. In animal models of T2D or in diabetic
patients, a reduced number of GLP-1r at the surface of B cells and hypothalamic neuronal cells has
been observed that was induced by hyperglycemia and hyperlipidemia [800, 801, 808, 905, 916, 933]
and that could hamper NO production. In human, the NO-donor L-arginine improves meal-induced
insulin secretion when administered orally in healthy, T2D patients, and diabetic mice [934, 935]. Our
results show that acute and chronic NO treatment in T2D mice restore the GLP-1 sensitivity for
insulin secretion and gastric emptying. Therefore, our data support the hypothesis that a reduced GLP-
1r signaling for the production of NO could exist in the ENS in response to gut microbiota dysbiosis
as induced by a fat-enriched diet. This hypothesis is supported by the following results. Furhtermore,
it was shown that germ-free mice are characterized by enteric and neuronal atrophy and that
conventionalization restores the neuronal function [871]. We also observed a state of neuropathy in
T2D mice as evidenced by the reduced number of neurons and neuronal proteins of the ENS showing
the importance of microbiota on the healthy development of the gut brain axis, as reported in other
instances [936].

In conclusion, we here show that in subsets of high-fat diet fed mice with T2D, a specific gut
microbiota dysbiosis hampers GLP-1-induced NO production through a NOD2/TLR4/CD14-
dependant mechanism preventing hence the activation of the gut-brain axis for the control of insulin-

secretion.
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Figure Legends

Figure 1: Summary of the experimental procedures performed to assess GLP-1 functions in
vivo. 1. Insulin secretion; 2. Gastric emptying; 3. Food intake phenotypes were quantified in different
sets of mice. The interventions and the corresponding time points are mentioned for each procedure
labeled 1,2,3.

Figure 2: Summary of the experimental procedures performed to assess GLP-1 functions in vivo
in the presence of A: a NOS inhibitor (L-NAME); B: a NO donor (L-Arginine).

Figure 3: Animal models of high-fat diet-induced GLP-1 resistance. Mice were fed 3 months with
NCD, HC-HFD or HFD. (A) i.p. glucose tolerance test (1g/kg); (B) i.p. insulin tolerance test
(0.75U/kg). Values are expressed in % of initial glycemia; (C) weight gain. (D) plasma insulin
concentration, (E) plasma portal GLP-1 concentration, (F) glycemia and (G) GLP-1 resistance index
15 minutes after an oral glucose challenge (2g/kg); (H) plasma insulin index (in % of vehicle-injected
mice) after GLP-1 injections (x axis represented as log of 0, 2.2, 7, 21, 63nmol/kg); (I) half maximal
effective concentration of GLP-1 (EC50). Values with similar superscript letters are not different,
p>0.05. Lowercase letters are used to compare individual values and capital letters are used to

compare curves. The values are compared between NCD and HC-HFD, and HFD-fed mice.

Figure 4: High-fat diet alters the enteric nervous system to brain axis and induces GLP-1
resistance.

A-D: Mice were fed 3 months with NCD, HC-HFD, or HFD. (A1) longitudinal muscular myenteric
plexus (LMMP) immunohistochemistry; (A2) quantification of the number of HUC/HuD positive cells
(as neuronal marker) and % of S100p fluorescent area (as glial marker); (B) ileum and (C) nodose
ganglion mRNA concentrations of neuronal markers (NeuN, PGP9.5 and peripherin-prph) and glial
markers (GFAP, S1008). Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. The values
are compared between NCD and HC-HFD, and HFD-fed mice for each set of mRNA. (D1)
immunohistochemistry of cFos positive cells; (D2) quantification of the number of cFos positive cells
per dotted area depicting the nucleus of the tractus solitarius (NTS) and the dorsal motor vagal nucleus
(DMNX) in NCD and HFD-fed mice stimulated with vehicle or with GLP-1 (7nmol/kg). Values with
similar superscript letter are not different, p>0.05. The values are compared between vehicle-injected
mice and GLP-1-injected mice. E-F: Mice were sham-operated or subdiaphragmatic vagotomy
(SDVx)-operated; (E) GLP-1 resistance index; (F) Plasma insulin index (in % of vehicle-injected
mice) after GLP-1 injections (x axis represented as log of 0, 2.2, 7, 21lnmol/kg). Values with similar
superscript letter are not different, p>0.05. The values are compared between Sham and SDVx-

operated mice.
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Figure 5: Enteric GLP-1 sensitivity requires the production of NO by enteric neurons that is
impaired in HFD-fed mice.

A-E: Mice were fed 3 months with NCD, HC-HFD or HFD. lleum and nodose ganglion mRNA
concentrations of (A) GLP-1r and (B) nNOS; (C) quantification of the number of nNOS positive cells
in the longitudinal muscular myenteric plexus (LMMP); pearson correlation analyses between GLP-1r
and nNOS mRNA concentrations in (D) ileum and (E) nodose ganglion. Values with similar
superscript letter are not different, p>0.05. The values are compared between NCD and HC-HFD, and
HFD-fed mice. F-I: Plasma insulin index (% of vehicle-injected mice); (F) after GLP-1 (0, 7nmol/kg)
and nNOS inhibitor injections (L-NAME, 0, 50, 100, 200ug/kg) in NCD mice, (G) after L-Arginine
(0, 1g/kg) and Exendin 9 (0, 1nmol/mouse) in NCD and (H) HFD-fed, (I) after chronic treatment with
L-Arg (0, 0.5g/kg/day, during 1 week) and GLP-1 injection (7nmol/kg). Values with similar
superscript letter are not different, p>0.05. The values are compared between all groups. (J) GLP-1-
induced NO production by enteric neurons from NCD and HFD mice expressed as percentage of NO
from control cells (cells without GLP-1 incubation). Values with similar superscript letter are not
different, p>0.05. Lowercase letters are used to compare individual values and capital letters are used

to compare curves. The values are compared between neurons from NCD and HFD-fed mice.

Figure 6: Gut microbiota dysbiosis is responsible for the GLP-1 resistance.

A-D: Mice were fed 3 months with NCD, HC-HFD or HFD. (A) LefSe analyses represented as
Cladogram for bacterial taxa from ileum microbiota. Taxa highlighted are significantly increased in
one group of mice when compared to the others (least discriminant analysis); Pearson correlation
analyses between (B) nNOS or (C) GLP-1r ileum mRNA concentrations and Lactobacillus genus
frequency; (D) Lactobacillus genus frequency in the ileum from NCD, HC-HFD, and HFD-fed mice.
Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. The values are compared between
NCD and HC-HFD and HFD-fed mice. E-I: Germ-free (GF) mice. (E) Plasma insulin index (% of
vehicle-injected mice) after GLP-1 injection (0, 7nmol/kg), (F) ileum and (G) nodose ganglion mRNA
concentrations of neuronal markers (NeuN, PGP9.5 and peripherin-Prph) and glial markers (GFAP,
S100B); (H) GLP-1r and (I) nNOS mRNA concentrations in the ileum and the nodose ganglion.
Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. The values are compared between
GLP-1-untreated mice and GLP-1-treated mice or between control (Ctrl) and germ-free. J-N: NCD,
HC-HFD or HFD mice were treated one month with antibiotics (Abx); (J) Plasma insulin index (% of
vehicle-injected mice) after GLP-1 injection (0, 7nmol/kg); (K) ileum and (L) nodose ganglion
MRNA concentrations of neuronal markers (NeuN, PGP9.5 and peripherin-Prph) and glial markers
(GFAP, S1008); (M) GLP-1r and (N) nNOS mRNA concentrations in the ileum and in the nodose
ganglion. The values are compared between GLP-1-untreated mice and GLP-1-treated mice or

between antibiotic-untreated mice and antibiotic-treated mice.

175



Figure 7: The microbial associated molecular pattern receptors NOD2, CD14, and TLR4 control
GLP-1 sensitivity. NOD2, TLR4 and CD14 KO mice were compared to wild type (WT) NCD mice.
(A) Plasma insulin index (% of vehicle-injected mice) after GLP-1 injection (7nmol/kg); (B) ileum
and (C) nodose ganglion mRNA concentrations of neuronal markers (NeuN, PGP9.5 and peripherin-
Prph) and glial markers (GFAP, S100p8); (D) GLP-1r and (E) nNOS mRNA concentrations in the
ileum and nodose ganglion. Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. The values

are compared between WT and KO mice.

Figure 8: Summary - Gut microbiota dysbiosis of type 2 diabetic mice induces GLP-1
unresponsiveness through an enteric NO-dependent mechanism.

In non-diabetic individuals a eubiotic ileum microbiota favors GLP-1 induced nitric oxide production
(NO) by enteric neurons. Microbial associated molecular pattern receptors NOD2, CD14, TLR4 are
required in this process. The enteric signal is sent to the brain via the vagus nerve, which reduces
gastric emptying and increases glucose-induced insulin secretion. In diabetic state the dysbiotic ileum
microbiota impairs GLP-1 induced gut-brain axis. A reduction of GLP-1r mRNA, nNOS mRNA

concentrations and NO production are observed.

Figure S1: Animal models of high-fat diet-induced GLP-1 resistance. (A) Fat mass; (B) Lean
mass; (C) Plasma insulin 15min after GLP-1 i.p. injections (0, 2.2, 7, 21, 63nmol/kg); (D) Plasma
acetaminophen concentration 15 minutes after gavage; (D) Plasma acetaminophen index (in % of
vehicle-injected mice) after GLP-1 injections (x axis represented as log of 0, 2.2, 7, 21nmol/kg); (E)
Dark period-food intake; (F) Refeeding-food intake after 16h of fast; (G): Food intake index (% of
vehicle-injected mice) after GLP-1 injections (x axis represented as log of 0, 2.2, 7, 21nmol/kg).
Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. Lowercase letters are used to compare
individual values and capital letters are used to compare curves. The values are compared between
NCD and HC-HFD, and HFD or between all doses of GLP-1.

Figure S2: High-fat diet alters the enteric nervous system to brain axis and induces GLP-1
resistance. Mice were sham operated or subdiaphragmatic vagotomy-operated (SDVX); (A) plasma
portal GLP-1 concentration, (B) glycemia, (C) plasma insulin concentration 15 minutes after oral
glucose challenge (2g/kg); (D) Plasma acetaminophen concentration 15 minutes after gavage; (E)
Plasma acetaminophen index (% of vehicle-injected mice) after GLP-1 injections (x axis represented
as log of 0, 2.2, 7, 21nmol/kg); (F) Dark period-food intake; (G) Refeeding-food intake after 16h of
fast; (H) Food intake index (% of vehicle-injected mice) after GLP-1 injections (x axis represented as

log of 0, 2.2, 7, 21nmol/kg). Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. Lowercase
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letters are used to compare values and capital letters are used to compare curves. The values are

compared between Sham and SDVx-operated mice.

Figure S3: Enteric GLP-1 sensitivity requires the production of NO by enteric neurons that is
impaired in HFD-fed mice.

(A) GLP-1 resistance index 15 min after an oral glucose challenge (2g/kg) in wild-type (WT) and
GLP-1r knockout (KO) mice. B-D: WT and GLP-1r KO mice were treated with GLP-1 (0 and
21nmol/kg); (B) plasma insulin index, (C) plasma acetaminophen index and (D) food intake index, (in
% of vehicle-injected mice). Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. The
values are compared between WT and GLP-1rKO. (E) Plasma acetaminophen index and (F) food
intake index (in % of vehicle-injected mice) in NCD-fed mice treated with L-NAME (0 or 200ug/kg)
and GLP-1 (0 or 7nmol/kg); (G) NCD-fed mice and (H) HFD-fed plasma acetaminophen index and
food intake index (in % of vehicle-injected mice) following acute treatment with L-Arg (0 or 1g/kg)
and with exendine 9 injection (0, 1nmol/mouse). Values with similar superscript letter are not

different, p>0.05. The values are compared between all groups.

Figure S4: Gut microbiota dysbiosis is responsible for the GLP-1 resistance.

A-B: Germ-free (GF) and conventional (Ctrl) mice; (A) number of cFos positive cells in the nucleus
tractus solitarius (NTS) and dorsal motor vagal nucleus (DMNX) after GLP-1 injection (0, 7nmol/kg);
(B): plasma portal GLP-1 concentration, plasma insulin concentration, glycemia and GLP-1 resistance
index 15 minutes after oral glucose challenge (2g/kg). Values with similar superscript letter are not
different, p>0.05. The values are compared between control and germ-free mice. (C) GLP-1 induced
NO production by enteric neurons from germ-free mice expressed as percentage of NO from control
cells (cells without GLP-1 incubation). Values with similar superscript letter are not different, p>0.05.
The values are compared between all concentrations. (D) Plasma insulin index (% of vehicle-injected
mice) after GLP-1 injections (x axis represented as log of 0, 2.2, 7, 21nmol/kg) in germ-free,
antibiotic-treated (Abx) and control (Ctrl) mice. Values with similar superscript letter are not different,
p>0.05. The values are compared between control, germ free and antibiotic-treated mice. E-H: NCD,
HC-HFD and HFD mice were treated one month with antibiotics (Abx). Plasma acetaminophen index
(% of vehicle-injected mice) after GLP-1 injection (E) at 0, 2,2, 7, 21nmol/kg (x axis represented as
log of 0, 2.2, 7, 21nmol/kg) in NCD antibiotic-treated and antibiotic-untreated mice or (F) at O
(Vehicle) or 7nmol/kg in NCD, HC-HFD and HFD mice treated our untreated with antibiotics. Food
intake index (% of vehicle-injected mice) after GLP-1 injection, (G) (0, 2,2, 7, 21nmol/kg) (x axis
represented as log of 0, 2.2, 7, 21nmol/kg) in NCD antibiotic-treated and antibiotic-untreated mice (H)
at 0 (vehicle) or 7nmol/kg) in NCD, HC-HFD and HFD mice treated our untreated with antibiotics.

Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. Lowercase letters are used to compare
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values and capital letters are used to compare curves. The values are compared between antibiotic-

untreated mice and antibiotic-treated mice.

Figure S5: The microbial associated molecular pattern receptors NOD2, CD14 and TLR4
control GLP-1 sensitivity. NOD2, TLR4, and CD14 knockout (KO) and wild-type (WT) mice were
injected with GLP-1 (0, 7nmol/kg); (A) Plasma acetaminophen index (in % of vehicle-injected mice);
(B) Food intake index (in % of vehicle-injected mice). The values are compared between WT and KO
mice. Values with similar superscript letter are not different, p>0.05. Lowercase letters are used to
compare values and capital letters are used to compare curves. The values are compared between

antibiotic-untreated mice and antibiotic-treated mice.
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Supplementary materials

Animals.

C57BL/6 wild type (WT), TLR4, CD14 and NOD2 knockout (KO) male mice were initially purchased
from the Charles Rivers laboratories. The GLP-1 receptor (GLP-1r) KO male mice were a kind gift
from DJ Drucker’s laboratory (Toronto, Canada). Mice were housed in a controlled environment
(inverted 12h daylight cycle, light off at 10:00 a.m.) with free access to food and water. Mice were fed
diets (NCD: proteins 22%, carbohydrates from cereal origins: starch and fiber 67%, lipids 11% of total
kcal, Safe), or a high-fat high-carbohydrate diet (HC-HFD: proteins 20%, carbohydrates as sucrose,
maltodextrin, and fiber 20%, lipids 60% of total kcal, Research Diet), or a high-fat carbohydrate-free
diet (HFD: proteins 22%, carbohydrates <1%, 78% lipids of total kcal, Safe). After 2 months a sub
group from these mice was treated for one additional month with antibiotics (Ampicillin, Neomycin,
Metronidazol 0.1g/100ml of each in water, in free access). Eight-week old C57BL/6 germ-free male
mice were initially purchased from TAAM (Orléans, France). All animal experimental procedures
were approved by the local ethical committee of the Rangueil hospital and by the local ethical
committee of the University of Paris Diderot.

Subdiaphragmatic vagotomy

They were anesthetized by intraperitoneal (i.p.) injection of Ketamin (100mg/kg) and Xylasin
(10mg/kg) and maintained under isofluran (0.5 to 1% of air). From an upper midline laparotomy
(2cm), vagal trunks were exposed and lcm of the visible ventral vagus nerve and all neural and
connective tissues surrounding the esophagus were cut off. For sham-operated animals, the vagus
nerve was similarly exposed but not cut.

Glucose and insulin tolerance tests, plasma and tissue sample collection.

Mice fasted for 6h or 4h were injected with glucose for IPGTT (1g/kg) or insulin for IPITT
(0.75U/kQ), respectively, into the peritoneal cavity. One microliter from the tip of tail blood was
collected before and for up to 90min following the glucose or insulin challenges to quantify the
concentration of glucose using a glucose-meter (Accu Chek, France).

To identify oral glucose-induced insulin and GLP-1 secretions, all sets of mice were gavaged with
glucose (2g/kg). After 15min, 30ul of blood from the tip of the tail vein were sampled to assess
plasma insulin concentration. 300ul of portal vein blood were collected following an intravenous (i.v.)
administration of a Ketamin (10mg/kg) / Xylasin (1mg/kg), to ensure an immediate anesthesia of the
mice. This procedure allows performing portal vein blood sampling since it dramatically minimizes
the impact of anesthesia on blood parameters. In addition, to prevent from the in vivo degradation of
GLP-1 by DPP4, a DPP4 inhibitor (DPP4i) (400ug/mouse, Sitagliptin, MSD Rahway, NJ) was
administered orally 30min before the oral gavage with glucose. Eventually, the portal blood was
collected in the presence of protease inhibitors diprotin A (1mM), aprotinin (0.2 uM) and EDTA

(ImM). Plasma hormones were assessed by ELISA (insulin, Mercodia; active GLP-17.35, Alpco). A
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GLP-1 resistance index for each mouse was calculated from glucose, insulin and GLP-1
concentrations 15min after the oral glucose load. Since the insulinotropic activity of GLP-1 depends
upon the glycemic level, we set the following equation: Glucose x GLP-1 concentration / insulin
concentration. In some experiments, distal ileum and left nodose ganglion were harvested from mice.
In vivo GLP-1 dose-response procedures.

Since GLP-1 insulinotropic effect is glucose dependent, we first assessed in vivo GLP-1 stimulated
insulin secretion in hyperglycemic conditions. The mice were first fasted for 6h before the GLP-1 and
glucose challenges. Active GLP-1,3 (BACHEM, Switzerland) was then administered
intraperitoneally at different doses (0, 2.2, 7, 21, 63nmol/kg, diluted in distilled water) 5min before the
glucose challenge. In some sets of experiments a single active dose of 7nmol/kg was tested. To induce
hyperglycemic conditions a retrorbital i.v. glucose (1g/kg) injection was realized. This procedure
avoids the confounding effect of the oral glucose-induced gut-secreted GLP-1. Blood (30ul) was
collected from the tail vein 15min after glucose challenge. Plasma insulin concentration was
determined.

For gastric emptying the glucose challenge was replaced by an oral administration of acetaminophen
(SIGMA-Aldrich, 100ung/kg). The plasma acetaminophen concentrations were assessed by
colorimetric-based assay (SEKISUI diagnostics, Canada) in the plasma from tail blood 15min after
acetaminophen gavage.

Food intake was recorded for 30min following a 16-hour period of fast and for 6 hours during the dark
feeding period.

MRNA quantification

Total RNAs were extracted with TriPure Reagent from the ileum and with RNAeasy Microkit,
(Qiagen) from the nodose ganglion. The concentration of mMRNAs was evaluated by quantitative RT-
PCR analysis. PCRs were performed using ViiA7 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The
concentration of each mMRNA was normalized for RNA loading for each sample using RPL19 rRNA
(r: CCTTGTCTGCCTTCAGCTTGT, f: GAAGGTCAAAGGGAATGTGTTCA) as an internal

standard and the primers are listed:

GLP-1R F NM 021332.2 ATGGCCAGCACCCCAAGCCTCCTGCGCCT

GLP-1RR B . ACTCTTCACACTCCGACAGGTCCCTCCAG

NeuN F TTGCTTCCAGGGTCGTGTAT
NM_001039167.1

NeuN R TGGTTCCGATGCTGTAGGTT

PGP95 F AGTCTGGGGAGAGAGAACCA
AF172334.1

PGP95 R ACCGTAGAGAGCAAGGTACG

nNOS F CCTGTGCGAGATCTTCAAGC
NM_008712.2

nNNOS R GAGACGCTGTTGAATCGGAC

Prph F BC046291.1 ATCTCAGTGCCGGTTCATTC

183



Prph R GGGCCAAGCTTAGGAATAGG

s100b F CAAGAGGAGGCACAGCAAAG
NM_009115.3

s100b R GGAATGCCTAGCCTAGCAGA

GFAP F GAGGGACAACTTTGCACAGG
NM_001131020.1

GFAP R TCCTCCAGCGATTCAACCTT

Immunohistochemistry

Longitudinal muscle / myenteric plexus

To prepare longitudinal muscle / myenteric plexus (LMMP, i.e. enteric nervous system) 3 cm of distal
ileum obtained from mice in a fed state, were cut longitudinally and soaked in a Silgard coated plate
containing ice-cold PBS. The mucosal layer was removed and the LMMP was dropped into
paraformaldehyde (PFA) 4% overnight, at room temperature (RT) washed with cold PBS and kept in a
sodium azide solution (0.1% in PBS) at 4°C. Samples were blocked for 1h at RT with PBS containing
Triton X100 (0.5%), sodium azide (0.1%) and goat serum (4%). For HUC/HuD immunostaining,
bovine serum albumin (BSA, 4%) was added to the previous solution. Then samples were incubated
overnight at RT with the primary antibodies diluted in the blocking solution (HuC/HuD,
Lifetechnologies; S100B, Abcam; or nNOS, R&D system; 1/500), washed 3 times with PBS,
incubated 90min at RT with the secondary antibodies (Alexa 488 or Alexa 568, Lifetechnologies;
1/400) and washed 3 times with PBS. Samples were mounted with fluorescent mounting medium
(Dako). The fluorescence of different tissues was measured on confocal Zeiss Laser Scanning
Microscope LSM-780 equipped with 20x/0.8 NA objective and Black Zen software and analysed with
Image J software.

c-FOS immunostaining in the brain stem

90min following the GLP-1-induced insulin secretion challenge procedure mice were anesthetized
with pentobarbital and tissues were fixed by intra-cardiac injection of PFA 4% diluted in PBS. Brain
was removed and kept on PFA 4% overnight at 4°C. After washing in cold citrate buffer for 6h, brain
was warmed until boiling, washed in PBS, cooled to 4°C, then immersed in cold sucrose solutions
(10% then 30% in PBS). After freezing on dry ice, the brain was stored at -80°C and cut into 20 pm
thick slices (cryostat, Thermo). The slices were washed 3 times with PBS, blocked with PBS, 0.3%
Triton X100, 2% donkey serum and incubated with the c-fos antibody diluted in the same solution
(1/10000, Santa Cruz) overnight at RT. After 16h, the brain slices were washed 3 times with PBS and
incubated with biotinylated antibody (1/2000, Jackson ImmunoResearch) diluted in the PBST solution
(PBS, 0.3% Triton X100) for 1h at RT. Brain slices were washed 3 times in PBS and incubated with
the reagent A (avidin) and B (biotinylated enzyme) from WVectastain Elite ABC kit (Vector
Laboratories) diluted in the PBST solution, 30min at RT. Then, brain slices were washed 3 times in
PBS and incubated with biotinylated tyramine solution (tyramine and biotin diluted in borate
buffer/3% H,0,, pH=8.4), 20min at RT. After 3 washes in PBS, samples were incubated with alexa
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568 conjugated streptavidin diluted in the blocking solution (1/1000, Lifetechnologies), during 3h, at
37°C. Brain slices were washed five times with PBS. Samples were mounted with fluorescent
mounting medium (Dako). The fluorescence was analysed as above. We identified the Nucleus
Tractus Solitary NTS and dorsal motor nucleus of vagus nerve DMNX area using a mouse brain atlas
[910] and we counted the number of cFOS positive cells/ area corresponding to the NTS-DMNX.
Enteric neurons primary culture

The protocol was adapted from Smith and colleagues [911]. The ileum (last 9 cm) was harvested and
kept in ice cold-carbogen bubbled-Krebs solution. The tissue was cut into 3cm slices and kept on
plastic rod. An incision was realized with a forceps where the mesentery was attached. The outer
layers containing muscular cells and myenteric neurons (LMMP) were obtained by moving from top
to bottom, along the gap. The LMMP were digested with collagenase Il (1.3mg/mL, Worthington) and
BSA (0.3mg/mL) in Krebs solution bubbled with carbogen 30min in a 37°C shaking bath. Digested
cells were transferred in Hank Balanced salt Solution (HBSS)/trypsin solution (0.05%) 7min in a 37°C
shaking bath. Trypsin was neutralized with the rince media (F12 media from SigmaAldrich with 10%
FBS and antibiotic/antimycotic 1X from Gibco) and the digested cells were filtered on nitex mesh
(500um) and transferred to complete neuron media (Neurobasal A media with B-27 supplement 1X
from Life Technologies, 2mM L-glutamine, 1% FBS, 0.1% glial-derived neurotrophic factor from
Neuromics and antibiotic/antimycotic 1X). Primary cells were maintained up to one week in Poly-D-
lysine (Sigma-Aldrich) and Laminin (BD Bioscience) coated-glass coverslips in 24-wells plate in an
incubator (37°C, 5%CQO,) and the complete neuron media was changed every 2 days.

Measurement of NOS activity in primary cultures of neurons

Primary enteric neurons were grown for 7 days in culture. To record NO production the neurons were
washed 2 times with HEPES buffer pH 7.38 and incubated with the NO specific probe, DAF-FM
(2uM, Molecular Probes) for 30min. Cells were washed twice with HEPES Buffer and kept 15min in
the incubator. Then, cells were stimulated with active GLP-17.35 diluted in HEPES buffer, at different
concentrations (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 and 100nM, BACHEM) during 15min and kept in the
incubator. After GLP-1 stimulation, cells were washed twice with PBS buffer, fixed with PFA 4%,
washed twice with PBS and once with PBS/Triton X100 (0.1%) and saturated with BSA 1% 30min at
RT. Positive cells for nNOS were identified following nNOS immunostaining with nNOS antibody
(1/300, BSA 1%, Abcam) overnight at 4°C. Cells were washed twice with PBS, once with PBS/Triton
X100 (0.1%) and incubated with an Alexa 568 antibody (1/800, BSA 1%, Lifetechnology) 1h at RT.
After 3 washes with PBS and incubation with DAPI 5min at RT, cells were washed 3 times with PBS
and mounted with fluorescent mounting medium (Dako). The fluorescence was measured on confocal
Zeiss Laser Scanning Microscope LSM-780 equipped with 63x/1.4 NA oil immersion objective and a
GaAsP detector with quantum yield of 45% with Black Zen software and analysed with Image J

software. A region of interest (ROI) corresponding to identified nNOS positive cells was defined from
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where the DAF-FM or nNOS fluorescence mean per ROl was measured. The ratio of both values for

each ROI was then calculated.
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IX. Chapitre 5: Le liraglutide, agoniste du GLP-1r, améliore

I'activité vagale impliquée dans I'axe intestin-cerveau-cellule B

A. Introduction

Pour traiter le DT2, de nombreuses stratégies thérapeutiques ont vu le jour. Parmi
elles, on distingue les thérapies basées sur le GLP-1: les inhibiteurs de la DPP4, les
« gliptines », et les agonistes du GLP-1r, les « glutides » comme cité a la fin du Chapitre 3.
Au laboratoire nous avons montré que l'inhibiteur de la DPP4, la sitaglitpine a tres faible
dose était capable d'améliorer la tolérance au glucose en diminuant juste I'activité de la
DPP4 intestinale. L'amélioration de la tolérance au glucose passe par la stimulation de la
sécrétion d'insuline en réponse au glucose oral. Par mesures électrophysiologies, il a été
démontré que les doses efficaces de la sitagliptine stimulent l'activité électrique du nerf
vague. Cette activité est diminuée lorsque I'on administre un inhibiteur du GLP-1r,
I'exendine 9-39 ou lorsque les expériences sont réalisées chez les souris invalidées pour le
GLP-1r [812]. L'infusion d'inhibiteur de DPP4 dans la veine porte suffit a activer les neurones
du tronc cérébral et de I'hypothalamus [937]. Il a été montré d'autre part que les inhibiteurs
de DPP4, aprés deux semaines de traitements, augmentaient la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose chez des animaux diabétiques [938]. L'effet bénéfique des inhibiteurs
de DPP4 sur la glycémie est également observé chez les patients DT2 [939]. Ces effets
pourraient passer par une augmentation de masse des cellules B [940] et également une
amélioration de la neuropathie [941].

Les agonistes du GLP-1r ont été également développés (cf. fin du Chapitre 3). Parmi
eux, on distingue le liraglutide. Il s'agit d’'un analogue du GLP-1 possédant une chaine
aliphatique sur l'acide aminé n°26 le rendant affin pour I'albumine. Cette affinité lui assure
une protection et donc une demi-vie plus longue que le GLP-1 natif et également la
capacité de traverser la BHE. Par cette derniére caractéristique, il stimule directement les
neurones POMC pour réguler la prise alimentaire et diminuer le poids [942]. Le liraglutide
est également capable de réguler la sécrétion d'insuline et la glycémie chez des souris
diabétiques et chez I'hnomme [943, 944]. Bien que |'effet hypoglycémiant du liraglutide ne
soit plus a démontrer, ses effets sur I'axe nerveux intestin-cerveau et sur l'activité du nerf
vague sont aujourd’hui inconnus.

Dans ce cadre-la, nous avons étudié |'activité électrique du nerf induite par le
liraglutide, chez des souris normales, saines et chez les souris diabétiques en traitement

aigue et chronique.
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B. Résultats

Chez une souris C57/Bl6 male, saine et adulte, le liraglutide (100upg/kg, injection
intrapéritonéale 30 minutes avant l'injection de glucose) augmente la concentration
plasmatique d’insuline 15 minutes aprés une injection intrapéritonéale de glucose (1g/kg)
ou un gavage de glucose (2g/kg) (Figure 9A, B). Ces effets ne sont pas observés chez les
souris GLP-1rKO, révélant que l'action du liraglutide passe par le GLP-1r, et chez les souris
ayant subi une vagotomie subdiaphragmatique suggérant l'importance du nerf vague
(données non montrées). Des souris C57/Bl6 dgées de 8 semaines ont été nourries avec un
régime gras dépourvu de sucre et riche en gras (HFD) pendant 2 mois, temps nécessaire
pour qu’elles deviennent intolérantes au glucose. Chez ces souris, lorsque le glucose est
donné oralement, le liraglutide augmente la concentration plasmatique d'insuline mais pas
lorsqu'il est injecté en intrapéritonéal (Figure 9A, B). D'autre part, chez ces mémes souris, le
glucose donné oralement ne stimule pas la sécrétion d'insuline tandis que lorsqu’il est

injecté dans le péritoine, il la stimule.

Figure 9 : Concentration d’insuline plasmatique des souris NCD et HFD, a jeun
ou 15 min aprés un challenge en glucose oral (A) ou intrapéritonéal (B), en
présence ou non de liraglutide. Les valeurs représentées avec les mémes lettres
ne sont pas différentes, la comparaison statistique des moyennes * écart type a
la moyenne se fait entre les différentes conditions pour chacun des groupes de
souris.

Pour déterminer comment est activé le nerf vague en réponse au liraglutide, des
expériences d'électrophysiologie ont été réalisées. Les souris sont anesthésiées a
I'isoflurane. Un cathéter est placé dans le duodénum afin d'y injecter du glucose (2g/kg). Le
nerf vague est isolé de |'artere carotide et de la veine jugulaire au niveau cervical et deux
électrodes de platine dénudées sont placées directement au contact du nerf. La souris est
ensuite placée dans une cage de Faraday. L'activité du nerf vague est mesurée sur une
fréquence de 25 a 30Hz, a l'aide du logiciel LabChart 7.3 (AD Instruments), afin
d’enregistrer les potentiels d'action lents caractérisant |'activité afférente du nerf. Dans le
but d'évaluer I'effet du liraglutide sur la réponse vagale en réponse au glucose, les souris
sont injectées en intrapéritonéal avec la molécule, endormies puis opérées. Les souris
contrdles recoivent du NaCl 9%/,. 30 minutes apres le traitement avec le liraglutide, le

glucose est injecté dans le duodénum grace au cathéter.
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Les résultats nous montrent que chez les souris NCD, le liraglutide stimule I'activité
électrique du nerf vague entre 0 et 15min aprés une charge duodénale de glucose (Figure
10A-E). Cette activation est médiée par le GLP-1r puisque chez les souris GLP-1rKO, aucune
activité vagale n’est observée en réponse au liraglutide (Figure 10F). Chez les souris HFD,
la premiére phase (0-7min) d'activation du nerf vague par I'agoniste est absente tandis que
sur les temps plus tardifs (8-15min), le liraglutide stimule correctement le nerf (Figure 10A-
E).

Au cours d’'une autre expérience, nous avons traité chroniquement des souris HFD
pendant 2 semaines avec du liraglutide (100ug/kg, 1 injection intrapéritonéale/jour) ou du
NaCl 9%/4.. Le jour de la mesure d'activation du nerf vague en réponse au glucose des souris
HFD traitées chroniquement, les animaux ne recgoivent ni NaCl, ni liraglutide mais
uniquement du glucose en injection intra-duodénale afin d'étudier I'effet propre du
traitement chronique sur |'activité vagale. Les résultats nous montrent que la phase précoce
d‘activation du nerf vague est restaurée chez les souris HFD traitées chroniquement avec le
liraglutide (Figure 10H, I). D’autre part, le traitement chronique au liraglutide induit une

meilleure réponse au glucose du nerf vague (Figure 10H, I).
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Figure 10 : Mesure de |'activité vagale en réponse au liraglutide. Mesure de l'activité électrique du nerf
vague en réponse au glucose en présence de NaCl (A) ou en présence de liraglutide (B). C: Exemple de
potentiel d'action. D : Nombre de potentiels d'action exprimé en pourcentage du nombre de potentiels
d'action en période basal, par minute, pendant 15 minutes, aprés l'injection duodénale de glucose chez les
souris NCD (D) et des souris HFD (E). F : Aire sous la courbe des souris NCD et HFD entre O et 7 min, entre 8
et 15min et entre 0 et 15min apres |'injection duodénale de glucose. G : Aire sous la courbe des souris GLP-
1rKO entre 0 et 7 min entre 0 et 15min aprés l'injection duodénal de glucose. D : Nombre de potentiels
d'action exprimé en pourcentage du nombre de potentiels d'action en période basal, par minute, pendant
15 minutes aprés l'injection duodénale de glucose chez des souris HFD aprés traitement chronique (2
semaines) avec du NaCl et du liraglutide. F : Aire sous la courbe des souris HFD apreés traitement chronique
(2 semaines) avec du NaCl et du liraglutide entre O et 7 min, entre 8 et 15min et entre 0 et 15min apres
I'injection duodénale de glucose. Les valeurs représentées avec les mémes lettres ne sont pas différentes, la
comparaison statistique des moyennes + écart type a la moyenne se fait entre les différentes conditions pour




C. Discussion

Cette étude nous a permis de montrer que le liraglutide, agoniste du GLP-1r, était
capable d’induire la sécrétion d'insuline chez des souris saines et que cette action est
médiée par une activation électrique du nerf vague via le GLP-1r. Bien que le liraglutide
induisent la sécrétion d’'insuline chez des souris HFD en réponse au glucose oral, il semble
que cet effet soit altéré si le glucose est administré en intrapéritonéal. D'autre part, nous
avons également démontré que la premiere phase d'activation du nerf vague par le
liraglutide est absente chez les souris HFD mais peut étre restaurée aprés traitement
chronique avec le liraglutide.

Le GLP-1 est une molécule dont I'action hypoglycémiante est réalisée de maniére
endocrinienne sur la cellule B ou de maniére nerveuse en recrutant I'axe intestin-cerveau-
périphérie nécessitant le nerf vague. Comme nous |'avons montré précédemment au
laboratoire, les inhibiteurs de DPP4 agissent via cet axe nerveux méme a faible dose [812].
Bien que l'effet hypoglycémiant des agonistes du GLP-1r tels que le liraglutide soit
clairement démontré, le mécanisme d’action n’est pas encore élucidé. Par cette étude, nous
démontrons que son action hypoglycémiante passe par I'induction de la sécrétion d'insuline
en réponse au glucose via le recrutement du nerf vague et le récepteur au GLP-1r. En effet,
son action est absente chez les souris ayant subi une vagotomie subdiaphragmatique ou
invalidées pour le GLP-1r. De plus, on observe une augmentation de I'activité électrique du
nerf vague en réponse au glucose. Chez des souris nourries sous régime gras et rendues
diabétiques, le liraglutide semble agir correctement lorsque le glucose est administré
oralement mais pas lorsqu’il est injecté dans le péritoine. Ceci pourrait s'expliquer par le fait
que le glucose oral stimule la sécrétion de GLP-1 et que le liraglutide associé a ce dernier
puisse stimuler correctement la sécrétion d’insuline tandis que seul, comme c’est le cas
aprés injection intrapéritonéale de glucose, le liraglutide ne semble pas efficace. Les
résultats révelent également que le glucose injecté dans le péritoine est capable de stimuler
la sécrétion d'insuline chez les souris HFD mais pas lorsqu’il est donné oralement. Le régime
HFD est dépourvu de sucre. Or, il a été démontré que le glucose présent dans le lumen
régulait I'expression des transporteurs au glucose et donc son absorption [264]. Ainsi, chez
les souris HFD, il est possible que les capacités absorptives de I'intestin soient altérées. De
plus, la détection intestinale du glucose nécessaire a la sécrétion d'insuline peut étre
altérée. En effet, il est possible que le GLP-1 libéré en réponse au glucose oral n'agisse pas
correctement comme nous |‘avons démontré dans le chapitre 4. Ici, nous montrons
effectivement que chez les souris HFD, le liraglutide ne stimule pas I'activité électrique du
nerf vague entre O et 7min apres l'injection intra-duodénale de glucose révélant une
altération du recrutement précoce de l'axe intestin-cerveau chez les souris HFD. Cette
altération peut s’expliquer par différents phénomenes : un atteinte nerveuse décrite chez les
animaux et les patients diabétiques, la neuropathie [395], une désensibilisation au GLP-1r
décrit dans un contexte glucolipotoxique [800, 801] ou une altération du microbiote

impactant la réponse au GLP-1 (cf Chapitre 4). Bien que I'effet nerveux du liraglutide pour le
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contréle de la glycémie soit mis en évidence dans cette étude, qu’en est-il de la voie de
signalisation impliquée ? Des articles ont décrit que le liraglutide pouvait activer la NOS via
la voie dépendante d'AKT [945]. D’ailleurs, ceci est également observé avec les inhibiteurs
de DPP4 qui peuvent également activer la NOS via AKT [946]. Or, au cours du Chapitre 4,
nous avons montré que la voie du GLP-1r dépendante du NO était altérée au niveau
nerveux. Ceci pourrait expliquer |'absence de réponse précoce au liraglutide au cours de la
mesure d'activité électrique du nerf vague.

Le traitement chronique avec |'agoniste permet de restaurer cette phase précoce
d’activation électrique du nerf vague. Ces effets pourraient étre médiés par le fait que le
liraglutide, comme le GLP-1 , est connu pour favoriser la neurogenése et donc
I'amélioration de la neuropathie [947]. Ces mémes effets sont observés au cours de
traitement chronique avec les inhibiteurs de DPP4 [941].
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X. Chapitre 6: Influence du cycle circadien sur I'action du
GLP-1 et ses altérations possibles au cours du diabéte de type
2.

A. Introduction

Le rythme circadien régit le fonctionnement de toutes les cellules. Pendant
longtemps, les scientifiques ont pensé que le cycle circadien des cellules trouvait son
origine dans le SNC, et plus précisément le SCN composé de quinze a vingt milles
neurones. En effet, ce noyau est en étroite relation avec les nerfs optiques qui peuvent
détecter la luminosité et donc le cycle jour/nuit. Bien que chaque neurone de ce noyau ait
un fonctionnement rythmique autonome, les nerfs optiques, en réceptionnant la lumiere,
influencent l'activité électrique des neurones du SCN. Une fois I'information réceptionnée,
le SCN la relaie a la glande pinéale. Cette derniére, une fois activée, peut produire a partir
du tryptophane, la mélatonine ou hormone du sommeil. En effet, la concentration de
mélatonine est augmentée au cours de la nuit. En réalité, lorsque la lumiéere stimule le SCN
alors ce dernier envoie un message inhibiteur a la glande pinéale. La mélatonine, une fois
libérée, se trouve dans le sang et cible les organes et les cellules exprimant son récepteur
afin de réguler leurs fonctions de maniére circadienne. Le SNC est capable de réguler
I'activité d'autres zones cérébrales et d'autres noyaux hypothalamiques dont le DMH, le
VMH ou le PVH. Par ces régulations, le SCN contréle les cycles journaliers de la prise
alimentaire, de lactivité physique, de la pression artérielle, de la température et du
métabolisme périphérique... Cependant il est suggéré que l'activité du SCN pouvait étre
médiée par d'autres signaux notamment les nutriments et la prise alimentaire [948].

Bien qu'il existe cette régulation centrale « chef d’orchestre des cycles journaliers
périphériques », comme au niveau des neurones du SCN, chaque cellule posséde dans son
cytoplasme un ensemble de protéines, comprenant des facteurs de transcription ou des
protéines d'interaction, capable de réguler de fagon cyclique le fonctionnement cellulaire.
L'expression de ces protéines « clock » est réalisée de fagon cyclique par des systemes de
répression ou d'activation mutuels. Le changement de leur concentration, de leur
localisation intracellulaire ou alors de leurs modifications post traductionnelles régulatrices
ménent a une oscillation journaliere de leur fonction. Parmi ces protéines, nous distinguons :
Clock, Bmal1 (brain-muscle-Arnt-like 1), Perl, 2 et 3 (period1, 2 et 3), Cryl et 2
(cryptochrome 1 et 2). Le premier a avoir été découvert est Clock [949]. Au cours des
périodes de jour, Bmal1 et Clock se dimérisent pour réguler la transcription de nombreux
génes dont les répresseurs de leur transcription Cry et Per via la séquence E-box présente
dans leur promoteur. Lorsque ces deux derniéres protéines sont exprimées, elles se
dimérisent et sont phosphorylées pour inhiber I'activité de Bmal1l et Clock au cours de la
nuit. Ainsi Per et Bmal1 possédent des variations opposées de leur expression au cours de

la journée. Ensuite, Cry et Per sont ubiquitinilés pour étre dégradés et induire un nouveau
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cycle. Au cours de la journée, Clock et Bmal1 contrélent également des génes dont
I'expression est différentielle au cours du cycle. Pour cela, ces genes possédent une
séquence E-box dans leur promoteur. Une autre voie implique REV-ERBa (reverse
erythroblastosis virus a), ou Nr1d1 (nuclear receptor subfamily 1 group D member 1) et
RORa (RAR-related orphan receptor a) dont la transcription est modulée par le couple
Bmal1/Clock. REV-ERBa et RORa respectivement inhibent et activent en retour la
transcription de Bmal1. Au cours de la journée, pour inhiber la transcription de Bmal1, REV-
ERBa se fixe sur une séquence RRE présente dans le promoteur de Bmal1 [950]. Dans les
cellules, la quantité des ARN codant ces génes représente 5 a 10% de la totalité.
L'expression de ces génes peut étre sous l'influence des nutriments. En effet, le glucose
peut diminuer Per1 et Per2 au niveau des fibroblastes en culture [951], modifier les phases
de prise alimentaire chez le rongeur [952], ou décaler I'expression de Per2 dans le foie et le
cerveau [953].

Comment ces génes influencent-ils le métabolisme ? Il a été montré que les
sécrétions d'insuline [954], de glucagon [955], de leptine ou encore de ghréline [956] étaient
régulées de fagon circadienne. De la méme facon, le cycle circadien peut influencer la
fonctionnalité des enzymes métaboliques telles que les enzymes lipogéniques et
néoglucogéniques [957, 958] ou des facteurs de transcription tels que PPAR, jouant un réle
déterminant dans le métabolisme du foie, du tissu adipeux ou des muscles. D'autre part, la
cellule B, sécrétrice d'insuline, posséde également des oscillations de |'expression des
protéines «clock » mais également de PDX-1, facteur de transcription clé dans la
production d'insuline et la survie des cellules B .[959] Cette rythmicité s’explique par le fait
que les tissus métaboliques possédent dans chaque cellule une rythmicité importante de
I'expression de leurs protéines «clock » [960]. Bmall et Clock, via la régulation de
I'expression des genes possédant des séquences E-box dans leur promoteur, peuvent
moduler le profil transcriptionnel de chaque cellule et donc modifier leur métabolisme. Une
autre activité peu connue des protéines «clock » est leur fonction de modifications
épigénétiques de I'ADN [961]. Par exemple, la protéine Clock est capable de réguler
I'expression de Bmall via des modifications épigénétiques des séquences promotrices
[962]. Inversement, |'environnement peut influencer la rythmicité du cycle circadien en
induisant des modifications épigénétiques [963]. Par ce mécanisme d’action, les protéines
« clock » peuvent influencer le métabolisme trés sensible aux modifications épigénétiques
[961].

Il est connu que les perturbations du cycle circadien sont associées a des risques
plus important des développer des maladies métaboliques. En effet, le travail de nuit, la
diminution du temps de sommeil peuvent engendrer obésité ou DT2 [964, 965]. De la
méme fagon, chez la souris, perturber le cycle jour/nuit induit des altérations de la tolérance
au glucose et des modifications de I'expression de FOXO1, de la G6P ou de la PEPCK [226].
Chez les rongeurs et chez I'hnomme, I'ingestion d'un régime gras ne semble pas influencer

I'expression rythmique des protéines « clock » au niveau du foie mais induit une perte de
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rythmicité de la sécrétion d'insuline [966]. Cet effet se fait de facon tres précoce [967]. De la
méme fagon, on observe une altération de |'expression des protéines « clock » chez
I'homme suite a l'ingestion d'un régime gras et sucré [968]. Inversement, sous régime
normal, l'invalidation des génes « clock » altére le métabolisme global. En effet, les souris
invalidées pour Clock, Bmal1 ou Per développent obésité et DT2 [969-972] par modification
de la prise alimentaire, de |'adiposité, de la tolérance au glucose de la sécrétion d'insuline
ou de la sensibilité a I'insuline. Les effets peuvent étre différents si les invalidations se font
de maniére ciblée sur certains tissus ou sur plusieurs protéines « clock ». Par exemple,
I'invalidation de Bmal1 au niveau du muscle ou au niveau du foie diminue la sensibilité a
I'insuline en diminuant la capture du glucose et son oxydation [973-975] tandis que la
double invalidation Bmal1/Clock dans le foie améliore la sensibilité & I'insuline [974].

Qu’en est-il de lintestin ? L'intestin est aussi capable d'exprimer les protéines
«clock» a la fois au niveau épithélial, au niveau du SNE et au niveau du systeme
immunitaire [976]. Ainsi, comme pour le reste de |'organisme, on peut imaginer que
certaines fonctions intestinales sont modulées par le cycle circadien comme la prolifération
épithéliale et la perméabilité, la fonction motrice, I'absorption des nutriments, la détection
des nutriments, ... L'absorption du glucose est modulée de fagon journaliere. En effet,
I'expression et I'activité de SGLT1 est cyclique et ces cycles sont indépendants de |'apport
en nutriment [977, 978]. De la méme fagon, lors d'études transcriptomiques, il a été montré
que la concentration des ARNm codant les protéines impliquées dans la prolifération et la
différentiation cellulaire variait de maniere cyclique. Dailleurs, la prolifération des
colonocytes se fait de maniére circadienne [979, 980]. D'autre part, I'invalidation de Clock
augmente la perméabilité intestinale et I'endotoxémie [981]. Le rythme circadien peut
également controler la motilité intestinale induite par la CCK [982]. Enfin, il peut également
moduler I'activité du systéme immunitaire inné en faisant osciller I'expression des récepteurs
aux fragments bactériens, TLR et NOD [948]. Ce dernier résultat suggere que l'interaction
hote-microbiote peut varier au cours de la journée et qu’ainsi, le microbiote pourrait avoir
un effet non-négligeable sur la régulation nycthémérale du métabolisme. En effet, une
étude a montré que |'expression circadienne des protéines « clock » des cellules épithéliales
était sous le contréle du microbiote. Elle a également démontré que perturber le
microbiote par un traitement antibiotique était suffisant pour déréguler I'expression des
protéines « clock » et augmenter la sécrétion de corticostérone par les cellules épithéliales
iléales, hormone connue pour réguler le métabolisme énergétique en périphérie. Ensuite
les auteurs ont montré que cette sécrétion était sous le controle des protéines « clock »
elles-mémes sous le contréle des TLR. Enfin, cette étude montre qu'altérer la détection du
microbiote par les cellules épithéliales est responsable d'un état prédiabétique di a une
surproduction de corticostéroides [983]. Une autre étude a également montré que la
fréquence de certaines bactéries au niveau intestinal pouvait osciller au cours du cycle
comme celle des Lactobacillus, que ces oscillations étaient perdues lorsque les animaux

étaient invalidés pour les génes Per et que ces oscillations bactériennes étaient sous
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I'influence de la prise alimentaire. Les auteurs de cette étude ont également montré que
modifier les périodes de prise alimentaire pouvait engendrer des modifications des
oscillations bactériennes journaliéres et induire une dysbiose intestinale ayant des
conséquences sur le métabolisme. Cette dysbiose associée a une perturbation du rythme
circadien peut constituer un facteur de risque dans le développement des maladies
métaboliques [984]. Une autre étude a également montré que |'oscillation de la fréquence
de certaines bactéries était associée a une oscillation du métabolome bactérien et donc de
la fonctionnalité du microbiote intestinal. Ces deux variations sont particulierement altérées
chez les souris nourries d'un régime riche en gras et en sucre. Ces altérations sont associées
a des modifications du cycle circadien du foie et de I'hypothalamus qui ne sont pas
observées chez une souris axénique dépourvue de microbiote [985].

De nombreuses hormones du systéme endocrinien global sont sous I'influence du
cycle circadien comme l'insuline, le glucagon, la corticostérone, ... La ghréline, hormone
stomacale, est, elle aussi, sous l'influence du cycle circadien. Qu'en est-il du GLP-1 ? Peu
d'études ont été réalisées. Chez I'homme, un méme repas n'induit pas la méme
augmentation de la concentration de GLP-1 plasmatique s'il est ingéré le matin ou l'aprés-
midi. Cet effet est également observé pour le pic de glucose et I'insuline. Le matin, le GLP-1
et l'insuline sont sécrétés en plus grande quantité ce qui induit une meilleure tolérance au
glucose en comparaison de |'apres-midi [986]. Chez le rongeur, un gavage de glucose a été
réalisé a différent temps de la journée aprés 4h de jeun. Il a été observé que juste avant la
nuit le GLP-1 était fortement sécrété en réponse au glucose et que ceci était associé a une
plus grande sécrétion d'insuline et une meilleure tolérance au glucose. L'inverse est observé
avant le jour correspondant a la phase de je(ine chez le rongeur. Une variation des protéines
Bmal1 et REV-ERBa et également du PPG est observée au niveau des entérocytes. Cette
méme étude a également montré que modifier le cycle de nutrition ou alors le cycle
jour/nuit impactait la sécrétion d'insuline et de GLP-1 en réponse au glucose oral [987]. Une
autre étude du méme groupe a montré qu’au cours d'un régime enrichi en gras et en sucre,
il n'y avait plus de variations de sécrétion de GLP-1 et également d'insuline en réponse au
glucose entre le jour et la nuit. Ceci pourrait étre di a une perturbation de I'expression des
protéines « clock » induite par le palmitate présent dans le régime au niveau des cellules L
[988].

Dans ce contexte, nous nous sommes posés plusieurs questions 1) I'action du GLP-1
peut-elle étre modulée au cours du cycle, 2) si modulation il y a, est-ce que cette
modulation de l'action du GLP-1 pourrait étre en lien avec des variations circadiennes du
microbiote intestinal, et 3) la perturbation de ces régulations peuvent-elles jouer un réle

dans la perte de sensibilité au GLP-1 au cours du diabéte ?
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B. Résultats

1. Oscillations nycthémérales des sécrétions hormonales, des genes et

des bactéries de l'ileon chez des souris contrbles

Nous avons sacrifié des souris C57/Bl6 males, agées de 10 semaines et nourries sous
régime normal, a I'état nourries toutes les 4h d'un cycle journalier complet. 45 min avant
leur euthanasie, elles regoivent oralement un inhibiteur de DPP4 (sitagliptine, 400pug/souris)
pour mesurer la concentration de GLP-1 sans induire le biais de sa dégradation par la DPP4.
Nous avons déterminé la concentration plasmatique d'insuline (veine caudale), de glucagon
(veine porte), de GLP-1 (veine porte) et du glucose. Nous avons calculé a partir de ces
valeurs l'index de résistance au GLP-1 pour la sécrétion d'insuline de la maniére suivante
(concentration de GLP-1 x glycémie / insulinémie). Nous avons également mesuré
I'expression de différents genes au niveau de l'iléon : les genes « clock » comme Bmal1,
REV-ERBa, Clock, Per1/2/3, Cry1/2; les genes impliqués dans la sécrétion et I'action du
GLP-1 comme la DPP4, le PPG, le GLP-1r, les protéines neuronales et axonales comme
PGP9.5 et Prph, et enfin les protéines impliquées dans I'absorption du glucose. Pour évaluer
le réle du microbiote, nous avons mesuré par quantification MiSeq la fréquence des
bactéries dans I'iléon.

Les résultats montrent que la sécrétion de GLP-1 ne varie pas au cours de 24h
(Figure 11A) tandis que celles de l'insuline et du glucagon oscillent de maniére antiparallele
(Figure 11B, C). De facon intéressante, la glycémie varie également entre le jour et la nuit
(Figure 11D). Pendant la phase de jour, la glycémie et le glucagon sont hauts tandis que
pendant la nuit, période de nutrition pour les rongeurs, la glycémie est basse et I'insuline
est haute (Figure 11A-D). L'index de résistance au GLP-1 nous montre que juste avant la
nuit il diminue fortement et augmente au cours de la nuit pour attendre un pic en début de

jour (Figure E).

circadiennes
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Nous avons également regardé la variation de I'expression d’ARNm, par RT-qPCR
(real-time reverse and quantitative transcription), des protéines « clock » au niveau de
I'iléon, ou sont concentrées les cellules L sécrétrices de GLP-1. Nous avons pu remarquer
que |'expression de Bmal1 diminuait au cours du jour et augmentait au cours de la nuit
tandis que celle de Nr1d1 et Per1/2 augmentait au cours du jour et diminuait au cours de la
nuit. L'expression de Cry1 suit celle de Bmal1 de fagon légerement décalée. L'expression
de Clock et Cry2 oscille peu (Figure 12A, B, C et D). Ces observations coincident avec les
boucles de rétrocontréle entre les protéines « clock » décrites dans la bibliographie [950].
Nous nous sommes intéressés ensuite a |'expression de géenes impliqués dans |'absorption
du glucose et la détection intestinale du glucose dépendante du GLP-1. Nous avons
remarqué que |'expression du GLP-1r oscillait de fagon a ce qu’elle atteigne un pic élevé en
début de nuit et un niveau trés bas au début du jour. Ceci montre qu’au début de la prise
alimentaire, correspondant a la nuit chez la souris, I'organisme est trés sensible au GLP-1 et
cette sensibilité décroit au cours du temps (Figure 12E), ce qui coincide avec l'index de
résistance au GLP-1. De la méme fagon, I'expression de la protéine axonale, la périphérine,
(Prph) oscille de fagon totalement paralléle avec celle du GLP-1 suggérant que les neurones
puissent augmenter le nombre de leurs dendrites paralléelement a une augmentation du
GLP-1r optimisant ainsi la sensibilité au GLP-1 au cours de la journée. La protéine PGP9.5
oscille peu. Enfin, nous nous sommes intéressés au géne codant le PPG, précurseur du GLP-
1. Son expression iléale augmente au cours de la journée et diminue pendant la nuit tandis
que celle de la DPP4 diminue au cours de la journée et augmente au cours de nuit (Figure
12G). Ceci montre que le GLP-1 est produit pendant le période de jeline afin de pouvoir
étre sécrété au cours de la nuit, période de prise alimentaire. De la méme facon,
I'expression de DPP4 augmente au cours de la nuit afin de contréler la biodisponibilité du
GLP-1 sécrété en période postprandiale. Enfin, I'expression des protéines senseurs SGLT1
et Glut2 oscille de maniére synchrone et indépendamment des phases de prise alimentaire.
En effet, leur expression augmente au cours de la journée et diminue au cours de la nuit
(Figure 12H) suggérant, comme pour le PPG, que l'iléon prépare sa détection du glucose
au cours de la journée et ralentit cette détection au cours de la nuit. Ces résultats coincident

avec ceux observés par d'autres [977, 978].
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Nous nous sommes ensuite focalisés sur I'action du GLP-1. Nous avons étudié par
corrélation (Pearson) quel était le lien entre les expressions du GLP-1r et des protéines
« clock ». La concentration d’ARNm du GLP-1r correle avec celle des ARNm de Bmal1,
Per1/2 et Cry1/2 (Figure 12I). Ainsi, un lien existe entre |'expression du GLP-1r et celle des
protéines « clock ». Dans un second temps, nous avons analysé le microbiote de l'iléon de
nos souris. Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux Lactobacillus que nous avons
montré associés a l'expression du GLP-1r au cours du chapitre 4. La fréquence des
Lactobacillus n’oscille pas au cours de la journée et ne corréle par avec la quantité d’ARNm
codant le GLP-1r (Figure 12J). Lorsque I'on étudie par corrélation (Pearson) |'expression des
protéines « clock » et la fréquence des bactéries, seul le genre Alistipes semble corréler a
I'expression des protéines « clock » associées a I'expression du GLP-1r. D’ailleurs, sa

fréquence augmente au cours de la journée et diminue au cours de la nuit de maniére

décalée a I'expression du GLP-1r (Figure 12K,L).

Figure 12: L'expression
des génes iléaux impliqués
dans la régulation du cycle
circadien et dans |la
détection du glucose et la
fréquence des bactéries
oscillent au cours de la
journée. A-H: Quantité
des ARNmM codant les
génes iléaux (de facon
relative a l'expression de
RPL19). |: Corrélation
significative  entre  les
protéines «clock» et le
GLP-1r (analyse de
Pearson). J : Fréquence de
Lactobacillus au cours de

la journée. K: Corrélation
significative  entre  les
protéines « clock » et la
fréquence de Alistipes
(analyse de Pearson). L:
Fréquence de Alistipes au
cours de la journée.
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2. L’action du GLP-1 est différente entre le jour et la nuit

Afin de déterminer I'action réelle du GLP-1 entre la phase de jour et la phase de
nuit, nous avons tout d'abord déterminé la concentration portale de GLP-1 (Figure 13A), la
concentration plasmatique d'insuline (Figure 13B), la glycémie (Figure 13C) et l'index de
résistance au GLP-1 (Figure 13D) 15 minutes apres un gavage oral de glucose chez des
souris mises a jeun pendant les 12h de jour et manipulées au début de la nuit ou des souris
mises a jeun pendant les 12h de nuit et manipulées au début du jour. Aucune variation de la
sécrétion de GLP-1 induite par le glucose n’est observée, résultat que nous avions déja
observé dans la figure 12. La glycémie est plus importante au cours de la nuit suggérant une
plus grande absorption intestinale. L'insuline plasmatique est aussi plus fortement
augmentée en réponse au glucose au cours de la nuit suggérant une meilleure détection
intestinale du glucose. En effet, lorsque nous calculons I'index de résistance au GLP-1
(comme effectué précédemment), il est trés faible au cours de la nuit. Un test dynamique
dose-réponse au GLP-1 a également été effectué comme dans l'article décrit dans le
chapitre 4. Pour cela, nous avons injecté différentes doses de GLP-1 (0, 2,2, 7, 63nmol/kg,
intrapéritonéal) en conditions d’hyperglycémie (injection intraveineuse de glucose (2g/kg) 5
minutes aprés celle du GLP-1) a des souris mises a jeun pendant les 12h de jour et
manipulées au début de la nuit ou des souris mises a jeun pendant les 12h de nuit et
manipulées au début du jour. Nous observons que la sensibilité est accrue pendant la nuit
(Figure 13E). Nous avons également mesuré la concentration des ARNm codant les
protéines « clock ». Le profil nous montre que Bmal1 est diminué au cours de la nuit et que
Per3 augmente au cours de cette méme phase. Per1/2 et Nr1d1 tendent également a
augmenter (Figure 13F) ce qui coincide avec les profils observés dans la figure 12. Ces
résultats suggerent qu’'une souris adulte saine possede différentes sensibilités au GLP-1 au
cours de 24h avec une sensibilité plus accrue au moment de la prise alimentaire. Cette
différence circadienne de sensibilité au GLP-1 est associée a un profil particulier de

I'expression des protéines « clock ».
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Figure 13 : La sensibilité au GLP-1 pour la
sécrétion d'insuline est augmentée au cours
de la nuit, phase de prise alimentaire.
Concentration portale de GLP-1 (A),
glycémie (B), concentration plasmatique
d'insuline (C) et index de résistance au GLP-
1 (D) 15 minutes aprés un gavage oral de
glucose  (2g/kg). E:  Concentration

plasmatique d'insuline aprés injection
intrapéritonéale de GLP-1 a différente
concentration et conditions
d'hyperglycémie. F: Expression de ARNm
iléaux codant le protéines «clock ». Les
valeurs représentées avec les mémes lettres
ne sont pas différentes. La comparaison
statistique des moyennes + écart type a la
moyenne se fait entre le jour et la nuit. Les
lettres en minuscules identifient la
comparaison entre valeurs tandis que les
lettres en  majuscules identifient la
comparaison de |'allure des courbes.



3. Les souris résistantes au GLP-1 montrent des altérations de

I'expression des protéines « clock » au niveau iléal

Afin de déterminer si la régulation nycthémérale pouvait jouer un réle dans la
résistance au GLP-1 observée chez les modeles murins de DT2, chez les souris axéniques ou
traitées pendant un mois aux antibiotiques (Ampicilline, Néomycine, Métronidazole 0,1%)
(cf. chapitre 4), nous avons mesuré la concentration des ARNm iléaux codant les protéines
« clock ». Nous avons observé, chez les souris HFD particulierement, un profil qui se
rapproche de ce que I'on observe chez les animaux normaux, sains, au cours du jour, phase
de résistance au GLP-1: une baisse significative de Nr1d1 et une tendance a la baisse de
Per1/2/3 et de Cry2 et a une augmentation de Bmal1 (Figure 14A). On observe ces mémes
observations chez les souris axéniques ou traitées aux antibiotiques pendant 1 mois
suggérant un réle du microbiote dans ces altérations (Figure 14B).

Enfin, lorsque I'on mesure la sécrétion circadienne d'insuline chez les animaux DT2
(régime en gras et/ou en sucre pendant 3mois) a ['état nourris, on observe un
hyperinsulinisme connu chez les animaux HC-HFD et une perte de cyclisation de la
sécrétion de I'hormone chez les deux modeéles de DT2 (Figure 14C) suggérant une perte de
la régulation circadienne de la sécrétion d'insuline. Cette altération pourrait étre en lien
avec la résistance au GLP-1 que nous avons démontrée chez ces animaux au cours du
Chapitre 4. D'ailleurs, lorsque I'on étudie la fréquence de Alistipes chez ces animaux au
niveau iléal, nous observons une augmentation de leur fréquence pouvant expliquer les
altérations circadiennes de I'expression des protéines clock et de la sécrétion d'insuline
(Figure 14D).

Figure 14 Dérégulation de I'expression

protéines « clock » dans |'iléon et de la sécrétior

d'insuline chez des animaux résistants au GLP-1

courbes.
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Concentration des ARNm codant les protéine:
« clock » dans l'iléon des souris sous régime HC
HFD ou HFD pendant 3 mois (A) ou des sourit
axénique ou traitées aux antibiotiques pendan
Tmois. C: Concentration plasmatique d'insuline at
cours de la journée chez des souris NCD, HC-HFC
ou HFD. D: Fréquence des Alistipes dans l'iléor
des souris NCD, HC-HFD et HFD. Les valeur:
représentées avec les mémes lettres ne sont pas
différentes. La comparaison  statistique
moyennes * écart type a la moyenne se fait entre le
jour et la nuit. Les lettres en minuscules identifient le
comparaison entre valeurs tandis que les lettres er
majuscules identifient la comparaison de I'allure de:



C. Discussion et conclusion

Cette étude nous a permis de mettre en évidence que la sensibilité au GLP-1 variait
au cours des cycles jour/nuit avec une plus forte sensibilité pendant la période de prise
alimentaire correspondant a la nuit chez la souris. Le niveau de sensibilité au GLP-1 pourrait
étre associé un profil d’expression des protéines « clock » particulier au niveau de l'iléon qui
contrdlerait ensuite |'expression d'autres genes comme le GLP-1r, le PPG ou la DPP4 pour
le contréle de la détection intestinale du glucose et du métabolisme glucidique en
périphérie. Pour vérifier cette hypothese, il aurait été intéressant d'utiliser des agonistes ou
des antagonistes des protéines « clock » — il en existe notamment pour Nr1d1 [989] - ou
des animaux invalidés pour Bmall, Clock, Per1/2, et d'étudier la réponse au GLP-1
notamment pour la sécrétion d'insuline ou la vidange gastrique... D'autre part, des études
ont montré que le travail de nuit, associé a une perturbation du cycle circadien, corrélait
avec une plus forte atteinte de probleme de motilité intestinale et de mal-étre intestinal
(nausée, diarrhée, colique, ...) [990]. Il a été également montré que chez 'homme, I'activité
motrice de l'intestin variait au cours de la journée avec une forte activation en période de
réveil et postprandiale et une plus faible activation la nuit, période de jeline [991]. Ces
études suggérent que l'activité des neurones intestinaux est sous le contréle du cycle
circadien. On peut également supposer que cette différence d'activité du SNE modifie
I'action du GLP-1 pour le contréle du métabolisme glucidique. En réalité, un étude a montré
que les neurones myentériques exprimaient bien les protéines «clock» de fagon
différentielle suivant la période du cycle [976]. Dans notre modeéle d'analyse cellulaire, la
culture primaire de neurones entériques, il serait intéressant de voir la réponse au GLP-1
pour la production de NO lors de I'inhibition des protéines « clock » soit par invalidation
génétique — neurones provenant d'animaux invalidés — soit par technique de siRNA ou soit
par modulation pharmacologique. On peut également se poser la question suivante : est ce
que la communication de |'axe intestin-cerveau via le nerf vague peut étre modulé par le
cycle circadien impactant ainsi la réponse au GLP-1 ? En effet, les ganglions nodaux du nerf
vague expriment de fagon rythmique les protéines « clock ». Il semble méme que ces
expressions et ces régulations circadiennes soient importantes pour la détection de la
distension stomacale et la régulation de la prise alimentaire [992]. Ainsi, la détection du
GLP-1 par le nerf vague pourrait étre différentielle au cours de la journée et donc moduler
la régulation du métabolisme glucidique par le GLP-1 au cours de la journée. Une étude
suggere d'ailleurs que I'expression vagale du GLP-1r était différente suivant les phases de
prise alimentaire ou de jeline [993].

Dans cette étude, nous avons également mis en évidence que la fréquence de
certaines bactéries iléales pouvait corréler avec 'expression des protéines « clock », elles-
mémes associées a |'expression de I'ARNm du GLP-1r, comme c'est le cas d'Alistipes.
Aucune étude ne rapporte un lien entre ce genre bactérien et le cycle circadien aujourd’hui.
Contrairement a notre étude décrite dans le chapitre 4, nous n'avons montré ni oscillation

de la fréquence des Lactobacillus, ni corrélation entre la fréquence des Lactobacillus et
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I'expression de I'ARNm du GLP-1r montrant que la voie de régulation impliquant les
Lactobacillus n'est pas en lien avec les modifications circadiennes de |'expression du GLP-1r
et que ceci pourrait passer par d'autres voies microbiennes. Cependant, il a été montré que
Lactobacillus Reuteri oscillait et que ceci était dépendant de la prise alimentaire [984]
associée a une modulation de I'expression du GLP-1r [993]. La différence de résultat entre
notre étude et cette étude dépend peut-étre du lieu de prélevement. En effet, nous
analysons la flore iléale et non pas fécale qui reflete une flore éliminée et non pas résidente
sur le lieu de sécrétion du GLP-1. Le lien entre le microbiote intestinal, les régulations
circadiennes de |'expression des protéines « clock » et le métabolisme a été suggéré dans
de nombreuses études [984]. Drailleurs, lorsque l'on étudie les voies métaboliques
bactériennes au cours du cycle, les voies nitrinergiques liées au microbiote qui peut refléter
la production de NO bactérien, oscillent de maniére circadienne tandis que ces voies
n’oscillent plus si I'expression des genes Per1/2 est absente chez I'héte [984]. Ainsi, on peut
imaginer que la régulation circadienne de I'expression du GLP-1r et son action nerveuse ou
dépendante du NO sont sous le contréle des protéines « clock », elles-mémes sous le
contréle des bactéries intestinales.

Au cours du chapitre 4, nous avons montré que les altérations d’action du GLP-1
dans le cadre du DT2 étaient en association avec la dysbiose intestinale. Dans cette étude,
nous montrons que dans des modéles murins de DT2, I'expression des protéines « clock »
est altérée au niveau iléal et comparable a |'expression des protéines clock en période de
jour qui est aussi la période de moindre sensibilité au GLP-1. D’ailleurs chez ces animaux, la
fréquence d'Alistipes est modifiée suggérant également un réle de la dysbiose diabétique
dans ces altérations. Pour vérifier cette hypothese, nous nous sommes intéressés aux souris
axéniques et aux souris traitées aux antibiotiques pendant 1 mois. Nous avons démontré au
cours du chapitre 4 que ces deux modeles étaient particulierement résistants au GLP-1. Ici,
nous montrons que |'expression des genes iléaux codant les protéines « clock » étaient
modifiées et suivait les mémes modifications que dans l'iléon des souris DT2. Ceci révele
que les modifications observées au cours du DT2 peuvent étre en lien avec le microbiote.
Pour compléter ces résultats, il aurait été intéressant d'étudier la sécrétion d'insuline au
cours de la journée chez les souris axéniques et les souris traitées aux antibiotiques pendant
1 mois.

Cette étude a permis de mettre en évidence un nouveau systéme de régulation de
I'action du GLP-1 jusqu’alors inconnu et permettrait d’optimiser les traitements au GLP-1 en

choisissant de maniére adéquate le moment d’injection ou |'associer a un probiotique

permettant d’améliorer la régulation circadienne dépendante du microbiote.
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Xl.  Chapitre 7 : Conclusion et perspectives

Le DT2 est un probleme sociétal majeur touchant de plus en plus de personnes dans
le monde. Cette pathologie est, pour la majorité des cas, associée a une mauvaise nutrition,
enrichie en gras saturé et en sucre, un appauvrissement en fibres et une augmentation de la
sédentarité. Le fonctionnement de nos cellules et de nos tissus n'a pas pu s'adapter
correctement a ce rapide changement de mode de vie et d'environnement. Longtemps
associé a |'obésité, aujourd’hui un nouveau phénotype diabétique émerge : celui des
patients diabétiques minces. Le diabéte est une maladie complexe touchant de nombreux
organes dont |'altération participe a |'aggravation du diabéte. Bien qu'il existe aujourd’hui
de nombreux traitements, beaucoup de patients n'atteignent pas |'objectif thérapeutique
de I'Hb1Ac < 6,5-7%. Ceci pourrait s'expliquer par la complexité et |'atteinte multi-tissulaire
de la maladie. Depuis quelques dizaines d'années, le GLP-1, hormone intestinale
hypoglycémiante, constitue un véritable espoir thérapeutique. En effet, il régule de
nombreuses fonctions et de nombreux tissus impliqués dans la régulation du métabolisme
glucidique comme les sécrétions d'insuline et de glucagon, la vidange gastrique, la prise
alimentaire et des actions récemment découvertes: la néoglucogenése hépatique, la
modulation du fonctionnement cardio-vasculaire, la protection neuronale, I'immuno-
modulation intestinale, ... Bien qu'aujourd’hui les actions du GLP-1 soit bien définies, son
mécanisme d’action, d'un point de vue moléculaire ou la voie de signalisation du GLP-1r ne
sont pas trés bien décrits et caractérisés et nécessitent de gagner en connaissance afin
d’optimiser le traitement.

Pour ces différentes actions hypoglycémiantes, il constitue aujourd’hui le traitement
de premiere intention tout comme la metformine. Les effets secondaires sont modestes
bien qu'il engendre dans certains cas des incommodations intestinales (nausée, mal-étre,
..) et également des pancréatites, mais ce dernier effet secondaire reste controversé.
D'autre part, certains patients ne répondent pas correctement aux traitements et
n'atteignent pas I'objectif thérapeutique d'une Hb1Ac < 6,5-7%. Cette absence de réponse
pourrait s'expliquer par une action altérée du GLP-1 au cours du DT2. Des études chez le
rongeur et la souris ont effectivement mis en évidence des modifications de I'exposition a la
membrane du GLP-1r dans des contextes d'hyperglycémie et d'hyperlipidémie
caractéristiques du DT2 [800, 801]. De la méme fagon, l'action du GLP-1 étant
essentiellement nerveuse, la neuropathie diabétique pourrait expliquer l'absence de
réponses au traitement chez certains patients. En effet, ceci a été démontré au laboratoire :
les patients DT2 atteints de neuropathie ne répondent pas correctement au traitement
inhibiteur de DPP4 [906].

Depuis plusieurs dizaines d'années, un nouveau facteur peut expliquer les altérations
métaboliques du DT2 et de I'obésité, le microbiote intestinal. Cette composante de
I'intestin a été tres longtemps négligée dans les pathologies nutritionnelles et intestinales.

Pourtant, il représente 2 kg de notre poids total, est composé de plus de cellules que notre
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organisme entier et constitue un véritable écosysteme diversifié. Les études de ces
derniéres années montrent une dysbiose intestinale associée aux pathologies métaboliques,
mais également a d'autres pathologies telles que I'autisme, la schizophrénie, la maladie de
Parkinson, les maladies inflammatoires intestinales, les maladies cardiovasculaires, les
cancers intestinaux et non-intestinaux, ... Notre relation de tolérance pacifique avec le
microbiote et sa fonctionnalité sont des criteres déterminants dans notre physiologie et
notre intégrité. De plus, des études ont montré que le microbiote était essentiel dans notre
réponse aux traitements telles que les chimiothérapies [994, 995] suggérant qu’en plus
d'étre impliqué dans différentes pathologies, il est critique pour notre réponse aux
traitements. Ainsi, au cours des pathologies métaboliques, le microbiote dysbiotique
pourrait modifier la réponse aux traitements antidiabétiques de certains patients. D’ailleurs,
une étude, réalisée en collaboration avec notre laboratoire, a montré qu’associer des
prébiotiques ou des probiotiques a la metformine ou a un inhibiteur de DPP4 chez la souris
améliorait la réponse au traitement [996]. Ainsi, le microbiote pourrait étre un facteur
déterminant dans la compréhension des mécanismes impliqués dans I'absence de réponse
au traitement. Dans ce cadre-la, nous nous sommes posés deux questions : quels sont les
mécanismes moléculaires impliqués dans |'action du GLP-17? Le microbiote pourrait-il
influencer son action ?

Lors de ma premiere étude, nous avons pu identifier que 1) I'action nerveuse du
GLP-1 recrutant 'axe vagal intestin-cerveau pour le contréle de la glycémie nécessitait la
production de NO par le SNE, 2) moduler le microbiote par des traitements antibiotiques
ou l'utilisation de souris axéniques modifiait la réponse au GLP-1 et la production de NO
entérique et enfin, 3) I'action du GLP-1 et la production de NO induite sont altérés chez les
souris diabétiques et que ceci est associé a une dysbiose. Ce dernier résultat a été confirmé
dans la seconde étude qui met en évidence qu'un traitement basé sur le GLP-1, le
liraglutide, agoniste du GLP-1r, ne stimulait pas correctement le nerf vague et qu'en
traitement chronique la molécule restaure cette action. Enfin, dans une troisiéme étude,
nous avons pu mettre en évidence que 1) l'action du GLP-1 était différente au cours du
cycle jour/nuit 2) que le microbiote oscillait au cours du cycle journalier et que certaines
étaient étroitement liée au protéines « clock » intestinales 3) au cours du DT2, les protéines
« clock » intestinales et les bactéries oscillantes étaient modifiées suggérant qu'il pourrait
constituer un facteur essentiel dans le développement de la résistance au GLP-1. Suite a ces

études, de nombreuses questions restent cependant sans réponse.

A. Comment le microbiote modifie-t-il I'action nerveuse du GLP-1 ?

Par quels mécanismes les bactéries agissent pour moduler |'activité du GLP-1 ? Est-
ce une action directe sur les neurones ou de maniére indirecte via d'autres cellules (cellules
gliales ou immunitaires) ? Quels fragments bactériens ou métabolites sont déterminants

dans la modulation de |'action de 'lhormone ?
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Ces questions pourraient étre explorées. En effet, dans l'introduction de cette these,
nous avons montré que le SNE exprimait les protéines de détection du microbiote. Nous
avons montré, au cours du chapitre 4, que les souris invalidées pour ces protéines sont
résistantes au GLP-1 suggérant que la détection du microbiote est essentielle pour la
réponse au GLP-1. Cependant, est-ce la détection directe par les neurones ou via les
cellules partenaires de neurones comme les cellules gliales ou les cellules du systeme
immunitaire. Nous savons que le fonctionnement des neurones entériques est sous le
contréle des cellules gliales et des cytokines [580, 593]. Nous savons également que dans le
cadre du DT2, le contexte cytokinique (IL6, IL1B) et l'activité des cellules gliales — leur
influence neurotrophique ou la modulation de I'activation neuronale — est modifiées [426,
477, 610, 622]. Ces modifications pourraient mener a terme a la modulation de la réponse
au GLP-1 induite par le microbiote. Il serait intéressant de mesurer la réponse au GLP-1 chez
des animaux invalidés pour certaines cytokines ou le récepteur a ces cytokines et également
chez des souris dont les cellules gliales sont détruites [997]. Enfin, nous pourrions mesurer in
vitro la réponse au GLP-1 pour la production de NO dans des contextes cytokiniques
particuliers ou en |'absence de cellules gliales.

Pour étudier quel(s) fragment(s) ou métabolite(s) bactérien(s) pourraient influencer la
réponse au GLP-1, nous pourrions dans un premier temps étudier le métabolome des souris
contrdles versus des souris diabétiques, résistantes au GLP-1. Dans un second temps, nous
pourrions récupérer le lumen de l'iléon que I'on pourrait filtrer afin d’éliminer les bactéries
et de comparer sur des cultures primaires de neurones entériques, |'effet du lumen avec ou
sans bactéries sur la réponse au GLP-1.

Pour étudier et approfondir I'effet possible des Lactobacillus, nous pourrions
proposer ces bactéries en traitement probiotique chez des souris diabétiques résistantes au
GLP-1 ou coloniser des souris axéniques avec ces bactéries. Nous pourrions également
tester leur influence, in vitro, en forme active ou inactive, sur des neurones entériques en
culture comme il I'a été réalisé dans I'étude suivante, sur des cellules gliales [604]. Ces
expériences sont en cours de réalisation au laboratoire. Si I'effet se confirme, nous pourrions
envisager d'utiliser différents mutants de Lactobacillus (mutants pour les enzymes des voies
métaboliques) en gavage probiotique et également en culture de neurones. Ces
expériences vont étre réalisée a |'avenir grace a une collaboration avec Philippe Sansonetti
dont nous avons obtenu le Lactobacillus Casei et pour lequel il dispose de mutants. Nous
devons dans un premier temps tester I'effet du Lactobacillus Casei, in vivo et in vitro, pour
Iaction du GLP-1 et si I'effet s'avere positif, nous testerons les différents mutants.

J'ai cité au cours de mon introduction les expériences du groupe de Perez-Burgos
[590]. En effet, au cours de cette étude, ils évaluent l'influence des bactéries sur les
afférences vagales qui font synapses ou non avec les IPAN et montrent que Lactobacillus
Rhamnosus JB-1 facilite I'activation du nerf vague par l'intermédiaire des IPAN. Des études
précédentes avaient montré que Lactobacillus Reuteri activait les neurones de types IPAN

[872]. Pour cela, il dispose d'une technique ex vivo innovante (Figure 15) : elle consiste a
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récupérer un fragment intestinal et de le fixer sur un support permettant d'injecter une
solution contenant des bactéries dans le lumen et des molécules pharmacologiques au
niveau de la séreuse intestinale tout en mesurant l'activité électrique du nerf vague. Les
influences de la bactérie sur I'activité vagale peuvent étre multiples: 1) en activant les
motoneurones et interneurones entériques modifiant alors le transit et la distension de la
paroi intestinale qui stimule les mécanorécepteurs exprimés par le nerf vague ou 2) en
activant les IPAN véhiculant l'information au nerf vague qui fait synapse avec ces neurones.
Pour éliminer I'influence de la distension intestinale, il utilise des inhibiteurs des canaux
calciques (w-conotoxines), et un inhibiteur des récepteurs cholinergiques de type
muscarinique (mecamylamine) qui stoppent les contractions intestinales. Il vérifie au cours
d’'expériences contréles que cela n'inhibe pas I'activation du nerf vague. L'utilisation de ces
inhibiteurs n’inhibent pas I'effet de la bactérie donc son effet n'est pas médié par la
modification du transit et I'activation de mécanorécepteurs. Dans un second temps, il active
les IPAN avec un activateur des canaux potassique IKc,, TRAM-34, et I'utilisation de cet
activateur mime l|'effet de Lactobacillus Rhamnosus JB-1 sur |'activité vagale, tandis que
I'utilisation d’un inhibiteur de ces canaux n'active pas le nerf vague. Ainsi, ces Lactobacillus
activent le nerf vague par I'intermédiaire des IPAN.

Cette technique pourrait étre utilisée dans I'étude de |'action du GLP-1 modulé par
le microbiote. Pour cela, nous pourrions 1) infuser différents contenus iléaux (souris
contréles, diabétiques résistantes au GLP-1 ou a différentes période du cycle circadien), ou
différentes bactéries (Lactobacillus, Alistipes) dans le lumen puis 2) mettre du GLP-1, avec
ou sans Exendine 9-39, avec des inhibiteurs du transit ou des IPAN, avec des modulateurs
pharmacologiques de protéines « clock » dans le compartiment dans lequel baigne I'iléon
qui pourrait provenir 3) d’animaux contréles, diabétiques résistants au GLP-1, invalidés pour
différentes protéines (GLP-1r, TLR, NOD, protéines « clock »). Ces expériences pourraient
nous éclairer sur I'axe nerveux intestin-cerveau activé par le GLP-1 et moduler par le

microbiote.

Figure 15 : Technique d’étude de |'activation du SNE et du nerf vague par les bactéries. Issu de Perez-Burgos et
al.
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Pour comprendre |'effet du microbiote sur le nerf vague, il aurait été intéressant de
mesurer l'activité électrique en réponse au GLP-1 par électrophysiologie, comme décrit
dans le chapitre 5, chez des souris axéniques, traitées aux antibiotiques ou des souris
axéniques recolonisées avec différentes flores ou bactéries (NCD, HFD, Lactobacillus,
Alsitipes, ...).

Nous avons vu au cours du chapitre 5 qu'un traitement chronique avec du
Liraglutide, agoniste du GLP-1r, pouvait améliorer la réponse électrique du nerf vague en
réponse au glucose et a la molécule. Cet effet pourrait passer par |'effet neurotrophique du
GLP-1 mais également par une modulation du microbiote et du systéme immunitaire. En
effet, les souris invalidées pour le GLP-1r montrent une légere inflammation intestinale,
possédent un phénotype aggravé lorsque l'on induit une inflammation intestinale et
montrent un microbiote différent des souris contréles. Un traitement a |'exendine 4,
agoniste du GLP-1r, modifie le systeme immunitaire intestinal [798]. Ainsi, nous pourrions
imaginer que lorsque I'on traite chroniquement avec un agoniste du GLP-1r on modifie le
systéme immunitaire intestinal qui modifie en retour la qualité du microbiote. Ceci pourrait
étre contrélé au sein du laboratoire dont une des thématiques est le systéme immunitaire
intestinal. D'autre part, ce microbiote différentiel pourrait étre bénéfique pour les neurones
et donc la réponse au GLP-1. Pour répondre a cette question, nous pourrions coloniser des
souris axéniques avec de la flore de souris diabétiques traitées ou non avec des agonistes
du GLP-1r et voir si la résistance au GLP-1 de la souris axénique est modifiée ou non. De
plus, nous pourrions traiter chroniquement une souris axénique avec ces agonistes pour voir
si la réponse au GLP-1 est améliorée ou non. Si ce n'était pas le cas, alors ceci suggérerait

que cela passe par le microbiote.

B. Quelle est la voie de signalisation intracellulaire impliquée ?

Parmi I'ensemble de ces travaux, il nous reste également a identifier comment le
GLP-1 module la production de NO au niveau du SNE. Certaines études ont montré qu'au
niveau endothélial [753, 756] les MAPK, I'AKT, la PKA ou encore I'AMPK modulaient
I'activation ou l'inhibition de la eNOS par phosphorylations. Au niveau cérébral et
particulierement au niveau du NTS, il a été montré que le GLP-1 modulait deux types de
voies par |'intermédiaire de la PKA : |la voie AMPK et la voie ERK1/2 (MAPK p44/42) [770].
Or, il a été également montré que I'’AMPK ou la PKA pouvaient moduler |'activation par
phosphorylation de la nNOS au niveau cérébral [771-773]. Ainsi, il serait intéressant de
mesurer, in vivo, I'état de phosphorylation de la nNOS en réponse au GLP-1 dans nos
différents modeles animaux ou la sensibilité au GLP-1 est altérée. In vitro, sur des neurones
entériques en culture, nous pourrions évaluer 1) I'induction de la phosphorylation de la
nNOS en réponse au GLP-1, 2) I'importance des différentes kinases (PKA, AMPK, MAPK, ...)
dans les mécanismes de phosphorylation par l'utilisation d‘inhibiteurs ou d'activateurs

pharmacologiques. Nous savons que la protéine EPAC est critique pour la voie de

225



signalisation du GLP-1. Nous avons mesuré |'expression de EPAC1/2 au niveau iléal et nous
observons une baisse de l|'expression de la protéine EPAC1 dans l'iléon des souris
diabétiques et axéniques renforcant l'altération de la voie de signalisation du GLP-1
(données non montrées).

De la méme fagon, au cours du cycle nycthéméral, il serait intéressant d'évaluer |'état
de phosphorylation de la nNOS entérique au cours de la journée pour voir si elle coincide
avec |'expression du récepteur au GLP-1. Une autre question persiste : comment le cycle
nycthéméral controle-t-il |'expression du GLP-1r? |l serait intéressant de regarder la
séquence promotrice du GLP-1r afin d'évaluer les séquences spécifiques aux protéines
« clock ». Il est possible que cette régulation passe par des mécanismes de modifications
épigénétiques. Il serait intéressant de les évaluer puisque le microbiote ou les stress
nutritionnels peuvent modifier |'expression génique via de tels mécanismes. Dans nos
études, nous nous sommes concentrés sur I'expression de I’ARNm du GLP-1r pour étudier
les altérations de sa voie de signalisation et il aurait été intéressant d'évaluer la présence a
la membrane neuronale du récepteur, mais les techniques dont nous disposons aujourd’hui
sont assez limitées. Cependant, nous pourrions utiliser les souris du groupe de Fiona
Gribble [734] sous régime gras ou alors les dériver en souris axéniques.

Enfin, nous avons montré que le liraglutide pouvait améliorer la réponse vagale a la
molécule et au glucose. Le liraglutide comme le GLP-1 ont été démontré comme étant des
facteurs neurotrophiques [774, 998]. Il serait intéressant de voir si cet effet est observable au
niveau des neurones entériques. Nous avons remarqué au cours du chapitre 6 que
I'expression de I'ARNm du GLP-1r était fortement associée a celle de la périphérine
suggérant que le GLP-1 pourrait avoir un effet trophique sur les dendrites et les axones ou
inversement. Pour vérifier cela, nous pourrions incuber des neurones en culture avec du
GLP-1 de maniere chronique et mesurer l'induction de la synaptogenese entre les différents
neurones. Il existe un outil développé récemment permettant par immunocytologie et par
I'utilisation d'anticorps primaires spécifiques des axones (HCS Synaptogenesis Assay,
Thermofisher Scientific) de mesurer le nombre de neurites, leur longueur, le nombre de
vésicules présynaptiques, et le nombre de synapses. Pour cela, il faut disposer d'un
microscope confocal et du logiciel de quantification automatique du méme fournisseur
(Thermo Scientific™ HCS Studio™ Software). Cette technique pourrait étre aussi utilisée
pour étudier |'effet des bactéries et également du cycle nycthéméral puisque |'expression

de la périphérine est modulée par ces deux facteurs.

C. Le nerf vague

Au cours des différentes études, nous nous sommes focalisés sur le SNE et avons
montré que |'effet du NO produit par le SNE en réponse au GLP-1 pouvait passer par le nerf
vague. Or, peut-étre que les altérations de réponse au GLP-1 se font directement sur le nerf
vague qui innerve de fagon extrinseque l'intestin. En effet, nous avons montré au cours du

chapitre 4 que |'expression de I’ARNm du GLP-1r était diminuée dans les modéles résistants
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au GLP-1 (souris nourries avec le régime HFD, souris contréles traitées aux antibiotiques)
suggérant que la réponse au niveau du nerf vague pourrait étre altérée également. Au cours
de ma these, j'ai mis en place la culture des ganglions nodaux du nerf vague mais par faute
de temps je n'ai pas pu approfondir la question.

Pour étudier I'interaction entre les neurones du SNE et les neurones du nerf vague,
nous pourrions utiliser la technologie « AXIS™: AXon Investigation System » (Millipore).
Cette technique consiste a utiliser des chambres de croissance axonale permettant d'un
c6té de déposer un milieu avec des neurones et déposer dans un autre compartiment, isolé
du premier, d'autres milieux ou neurones (Figure 16). Les deux compartiments sont en
communication par un « filtre » permettant la formation d'axones de part et d'autre des
compartiments. Ce type de technique permettrait 1) de maintenir isolés les neurones
vagaux des neurones entériques 2) de stimuler les neurones entériques maintenus dans un
compartiment isolé des neurones vagaux et de mesurer la réponse au niveau vagal. Ce
modeéle in vitro simulerait |'interaction nerveuse du nerf vague avec le SNE qui a lieu au
niveau physiologique. De la méme fagon cette technique permettrait d'étudier l'influence
des bactéries. Elle permet également de générer des altérations axonales et de mesurer la
régénération en réponse a certains stimuli. Une telle technique permettrait d'étudier le

pouvoir régénérateur du liraglutide sur les neurones vagaux.

Figure 16 : « AXIS™: AXon Investigation System ». A et B : Schéma du montage. C : Formation
des axones entre les deux compartiments. D : Intégration de la méthionine radioactive dans
les axones reflétant ainsi leur formation. Issu de Taylor et al., 2005.
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D. Augmentation de la sécrétion de GLP-17?

Dans nos études, nous avons pu remarquer que les souris diabétiques présentaient
une augmentation de la quantité de GLP-1 au niveau de la veine porte en réponse au
glucose. Différents mécanismes peuvent expliquer cette variation : un rétrocontrle altéré
du GLP-1 sur sa propre sécrétion, un contréle modifié de la sécrétion par les autres
hormones ou neurotransmetteurs intestinaux, une détection altérée du glucose via
SGLT1/3, ou une baisse de l'activité de la DPP4 sur le site de sécrétion. La résistance au
GLP-1 observée dans ce modeéle de souris ne peut étre a I'origine de cette augmentation
puisque le GLP-1 stimule sa propre sécrétion [707, 708]. La détection du glucose n’est pas
augmentée chez ces souris et au contraire, on observe une baisse de I'expression de SGLT
au niveau iléal (données non montrées). La résistance a l'insuline ne peut pas expliquer
cette augmentation puisque linsuline stimule la sécrétion de GLP-1 [707, 708]. La
neuropathie du SNE pourrait également expliquer la modification de la sécrétion du GLP-1
en réponse au glucose [693]. Enfin, nous avons observé que chez les souris HFD
I'expression de la DPP4 était diminuée dans l'iléon, site d’expression du GLP-1 (données
non montrées). || est possible que I'augmentation de la quantité de GLP-1 dans la veine
porte pourrait étre due a une baisse de l'activité de la DPP4 qu'il serait intéressant de
mesurer. Chez les souris axéniques ou chez les souris controles traitées pendant 1 mois aux
antibiotiques, qui hyper-sécrétent le GLP-1, nous n’observons aucune variation de
I'expression de la DPP4 (données non montrées) suggérant que le microbiote n’intervient
pas dans ces régulations. Au cours du cycle nycthéméral, nous observons une oscillation de
I'expression de la DPP4 et il est possible qu’il existe une régulation de |'expression et de

I"activité de la DPP4 au cours du cycle.

L'ensemble de ces expériences permettrait de compléter les données acquises au
cours de ma these et de gagner en connaissance sur la physiopathologie du DT2, le
métabolisme du GLP-1 (action, sécrétion), I'implication du microbiote et les régulations
circadiennes. D’autres modeéles animaux pourraient étre utilisés pour ces études: le
poisson-zébre permettant d’acquérir une trés grande quantité de données et également le
Caenorhabditis elegans modele réductionniste parfait pour I'étude de l'intestin et du
microbiote. D'autre part, certaines parties de ces études pourraient étre extrapolées a
I'hnomme comme le traitement probiotique de patients DT2 traités avec des thérapies
basées sur le GLP-1 et I'évaluation de leur profil glycémique, ou encore I'étude de leur
microbiote et de |'expression du GLP-1r ou méme des protéines « clock » dans I'iléon. Pour
cela, nous pouvons disposer de biopsies iléales de patients DT2 au laboratoire. Ceci
permettrait de gagner en connaissance chez I'homme et également d'envisager de

nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement du DT2.
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E. Conclusion générale

J'ai commencé ['écriture de ce manuscrit par la citation de Claude Bernard « La
nature de notre esprit nous porte a chercher l'essence ou le pourquoi des choses »
résumant ma passion et mon intérét pour la recherche. J'ai toujours été intriguée par le
fonctionnement de I'organisme et sa complexité. Au cours de ces années d'apprentissages
et de découvertes du monde de la recherche, j'ai été amenée a étudier les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les maladies métaboliques, telles que le DT2 et
I'obésité, apportant une compréhension supplémentaire dans le but de développer des
traitements plus efficaces, de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques et d’améliorer
le quotidien des patients. Cependant, I'étude bibliographique réalisée dans ce manuscrit
m’a aussi permis de comprendre que la maniere de nous nourrir, de nous dépenser ou de
vivre est un facteur déterminant dans la mise en place des maladies métaboliques.
L'influence génétique et le microbiote présent dans notre intestin ne semblent étre que des
facteurs prédisposants. Notre mauvaise alimentation se traduit par deux phénomenes : un
apport excédentaire en nutriments et des aliments de moins bonne qualité nutritionnelle
(sans parler de tous les éléments non-alimentaires que I'on peut trouver associés). Ainsi, si le
nombre de patients atteints de DT2 évolue de maniere parallele a ceux atteints d'obésité,
I'émergence d’un nouveau phénotype diabétique non associé a I'obésité nous révele
I'importance pour le contréle du métabolisme énergétique, de la qualité des nutriments tels
qu’un enrichissement en acides gras saturés et un appauvrissement en fibres et en
vitamines. La primatologue Jane Goodall a intitulé un de ses livres « nous sommes ce que
nous mangeons », ceuvre ol elle propose des éléments concrets aux consommateurs qui
veulent se réapproprier la liberté de bien se nourrir, et je trouve que cette phrase met en
lumiere une cause non négligeable des maladies métaboliques. Une étude récente dans le
« British Medical Journal » montre que la prédisposition génétique a I'obésité n’influence
pas la perte de poids induite par un changement hygiéno-diététique, un traitement
pharmacologique ou chirurgical [999] révélant qu’aujourd’hui nous pouvons résoudre en
grande partie les maladies métaboliques avec les outils dont on dispose. La recherche
concernant ces maladies constitue la dépense sanitaire la plus importante a travers le
monde et paradoxalement, peu d'efforts ou des efforts trop peu efficaces (campagnes
publicitaires, indications sur la qualité de nos aliments) sont réalisés pour améliorer notre
maniére de manger ou changer nos habitudes de vie. La résolution des maladies
métaboliques nécessite a la fois la découverte précise de tous les mécanismes moléculaires
impliqués dans leur physiopathologie, mais également de passer par un changement d'état
d’esprit global : comprendre pourquoi aujourd’hui les populations se réfugient dans la
nourriture et réapprendre a nous nourrir selon nos besoins physiologiques et non parce que
les aliments nous sont facilement accessibles. Cette remise en question pourrait garantir
dans le futur le ralentissement voire la résolution de la pandémie des maladies

métaboliques.
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Selon l'organisation mondiale de la santé, le diabéte de type Il (DT2), caractérisé par un défaut de
contréle de la glycémie, est une des causes principales de décés dans le monde. Le GLP-1, sécrété par
I'intestin apres un repas, contribue au contréle de la glycémie en stimulant la sécrétion d'insuline par
le pancréas et en inhibant la vidange gastrique et la prise alimentaire. Ces actions sont principalement
médiées par le nerf vague selon un axe intestin-cerveau-organes périphériques, bien que I'hormone
puisse aussi agir de maniere endocrine directement sur ses organes cibles via son récepteur (GLP-1r).
Des stratégies thérapeutiques basées sur le GLP-1 sont donc utilisées pour traiter les patients
diabétiques, mais les réponses sont hétérogénes voire inefficaces pour le contréle glycémique. Les
mécanismes moléculaires responsables sont inconnus mais pourraient étre en lien avec la modification
du microbiote intestinal, élément déterminant dans le développement des maladies métaboliques.
Nous avons d'abord montré que des souris rendues diabétiques (régimes riches en graisse) perdent
leur sensibilité aux actions hypoglycémiantes du GLP-1 et présentent une neuropathie entérique, une
baisse de |'expression du GLP-1r intestinal et vagal et une altération de I'axe intestin-cerveau. De plus,
dans les neurones entériques en culture primaire issus de ces souris diabétiques, la production de NO
induite par le GLP-1, est diminuée. Tous ces effets sont retrouvés chez des souris axéniques ou traitées
aux antibiotiques sous régime normal démontrant I'implication du microbiote. A I'inverse, des souris
sous régime gras traitées aux antibiotiques ont une amélioration de |'action du GLP-1. Cette action
hormonale intestinale pourrait aussi dépendre du cycle nycthéméral pour lequel nous avons observé
une oscillation de la sécrétion d'insuline, de I'expression du GLP-1r et des bactéries intestinales. De
plus, les souris contréles répondent moins bien a I’hormone au cours du jour que de la nuit et les souris
diabétiques, axéniques et antibiotiques — modeéles résistants au GLP-1 — ont des variations tres
marquées et communes de I'expression des “clock genes”. L'ensemble de ces résultats montre qu'au
cours diabete, 'action du GLP-1 est diminuée. Cette diminution peut s'expliquer par une baisse de
I'expression neuronale du GLP-1r et une diminution de la voie de signalisation dépendant du NO
capable de réguler la sécrétion d'insuline induite par le GLP-1. Le microbiote et/ou la régulation
circadienne semblent déterminants dans la sensibilité au GLP-1.

According to the World Health Organisation, Type Il Diabetes, characterized by an alteration of
glycemic control, causes numerous death around the world. After a meal, gut secretes Glucagon-Like
Peptide one (GLP-1) which regulates glycemia by stimulation of insulin secretion and inhibition of
gastric emptying and food intake. Although GLP-1 acts as an endocrine hormone on its target organs
through the GLP1 receptor, its action is mainly mediated by nervous pathway involving vagus nerve
and gut-brain-periphery axis. Thus, GLP-1 based therapies are used to control glycaemia in type 2
diabetic patients, but, efficiency of the treatment is heterogeneous defining a state of GLP-1
unresponsiveness. Molecular mechanisms involved in this unresponsiveness are not known but could
be linked to the changes in gut microbiota (dysbiosis), key element in the development of metabolic
diseases. We first found that diabetic mice (high fat diet) are unresponsive to hypoglycemic action of
GLP-1 and present enteric neuropathy, impaired gut-brain axis and reduction of GLP-1r and neuronal
NO synthase expression in the ileum. In addition, GLP-1-induced nitric oxide production in primary
neuron culture is decreased. These effects were also found in germ-free or antibiotic-treated mice
under normal chow diet, indicating the involvement of gut microbiota. By contrast, high fat diet mice
treated with antibiotics show an improvement of GLP-1 action. This gut incretin action could also
depend on the circadian cycle for which we observed a wavering of insulin secretion, GLP-1r expression
and gut microbiota. Moreover, the GLP-1 response of control mice is better in the day than in the night
and the different mice model resistant to GLP-1 (HFD, axenic or antibiotics) present the same marked
variations in the expression of major clock genes. Overall our results show that in type 2 diabetes GLP-
1 action is lowered and can be explained by decreased neuronal expression of GLP-1r as well as the
NO-dependent signaling pathway regulating insulin secretion induced by GLP-1. Microbiota or the
circadian clock seems essential in this GLP-1 sensitivity.
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