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Résumé

Contexte

La prévalence de I’obésité et du diabéte de type 2 évolue de fagcon épidémique. Ces pathologies
sont caractérisées par un état inflammatoire a bas bruit dont I’origine moléculaire est inconnue.
L’une des pistes qui émerge concerne le microbiote intestinal et plus particulierement des
molécules pro-inflammatoires présentes a la surface des bactéries a Gram négatif : les
lipopolysaccharides (LPS). Nous avons récemment montré que ces LPS augmentent les taux
circulants de glucagon-like peptide 1 (GLP-1), une hormone connue pour stimuler la sécrétion
d'insuline. Par ailleurs, un lien existerait entre qualité nutritionnelle de 1’alimentation et taux de

LPS sanguins. Ainsi, alimentation, LPS et GLP-1 pourraient étre etroitement liés.

Objectifs
Ces travaux de thése portent sur i) les mécanismes moléculaires reliant les LPS au GLP-1 et ii)
les conséquences physiopathologiques d’une endotoxémie expérimentale lors d’un régime

obésogene.

Résultats

Nous montrons, in vitro, ex vivo et in vivo, que les LPS stimulent la sécrétion de GLP-1 par les
cellules entéroendocrines via un mécanisme TLR4-dépendant. Les LPS présents dans I’intestin
déclenchent cette sécrétion lors de situations pathologiques de dégradation de la muqueuse,
faisant du GLP-1 un potentiel marqueur précoce d’altération de la barriére intestinale. Chez des
souris sauvages, une endotoxémie expérimentale n’aggrave pas les conséquences métaboliques
généralement observées lors d’un régime obésogene, certains parametres sont méme améliorés.
Enfin, des souris présentant un défaut de détoxification des LPS (souris déficientes en protéine
plasmatique de transfert des phospholipides) nourries avec un régime obésogéne prennent plus
de masse corporelle que les souris contréles. Les origines moléculaires de ces différences sont

également recherchées dans cette these.

Mots-clés

LPS, GLP-1, barriére intestinale, régime obésogene, endotoxémie, maladies métaboliques




Abstract

Context

Obesity and type 2 diabetes are metabolic diseases which have reached epidemic proportions
worldwide. These metabolic disorders are related to a low grade inflammation whose molecular
origin is still unknown. Previous studies have highlighted the involvement of the gut microbiota
and especially components of the cell wall of Gram negative bacteria: lipopolysaccharides
(LPS). We have recently shown that LPS enhance glucagon-like peptide 1 (GLP-1) plasma
levels, a hormone which is known to stimulate insulin secretion. Moreover there would be a
link between the nutritional qualities of food and LPS plasma levels. Thus diet, LPS and

GLP-1 may be closely related.

Objectives

The present work focuses on i) the molecular mechanisms linking LPS to GLP-1 and ii) the
pathophysiological consequences of an experimental endotoxemia under obesogenic diet

conditions.

Results

In vitro, ex vivo and in vivo experiments highlight LPS as potent secretagogues of GLP-1. They
are able to induce GLP-1 secretion from enteroendocrine cells through a direct TLR4-dependent
mechanism. Luminal LPS trigger GLP-1 secretion only under pathological conditions leading
to intestinal mucosal damages. Therefore GLP-1 could be a promising early biomarker for
diagnosing gut barrier injuries. Experimentally-induced endotoxemia in wild-type mice does
not worsen the usually observed metabolic consequences of an obesogenic diet but rather seems
to improve some of them. In addition, under high-fat diet, genetically-engineered mice with a
defective LPS detoxification process (mice deficient in plasma phospholipid transfer protein)
gain more weight than control mice. The purpose of this thesis is also to disentangle the

molecular explanation behind this difference.

Key words

LPS, GLP-1, gut barrier, obesogenic diet, endotoxemia, metabolic diseases




Table des matieres

Table des matieres

Liste des publications, brevets et COmmMUNICALIONS .........cceiieriieriiiiriiene e 19
LiSte deS aDrEVIALIONS .......c.eiveiiicii ettt re e ne s 23
Liste des fIQUres et taADIEAUX ..........cuoiiiiiiiice s 27
F NV a1 R o] ] 0L UPRPUPRTPRPIN 31
INTRODUGCTION ....cooooeseeeses e 35
Chapitre 1 : Les lipopolysacCharides ..., 37
I. A propos des endotoxines ou lipopolysaccharides ..., 39
1. Découverte des lipopolysaccharides (Beutler & Rietschel, 2003) .........ccccooevrerieennen. 39
2. Lipopolysaccharides et membrane externe des bactéries & Gram négatif..................... 41
3. Caractérisation structurale des lipopolysaccharides.............ccoceovrirereieiieneineseieee,s 42
a) [ 170 o[- PRSP 43

b) [ 10 V7 U SO EPSRP 44

c) L2ANTEZENE O ..vviiiiiiiiiie et 45

Il. Endotoxémie et voies de détection des lipopolysaccharides............ccocoovereierenieennen. 46
1. Présentation des lipopolysaccharides au complexe TLR4A/MD-2 ..........ccccooevreninenne. 47
a) Prise en charge des lipopolysaccharides par les protéines LBP et CD14..............ccc....... 47

b) La formation extracellulaire du complexe TLRA/MD-2/LPS.........ccccoeiiiirrireeiiieenne. 48

C) Voies de signalisations intracellulaires en réponse au complexe TLR4/MD-2/LPS........ 49

d) Activation du récepteur TLR4 et interaction avec les protéines « raft » .........ccccceevnen. 50

2. Voie indépendante du complexe TLR4/MD-2 : voie des Caspases.........cccccvveeveereennenn. 52
a) Les caspases INtraCIIUIAITES .........ccvuieiiie it 52

b) Caspases inflammatoires et lipopolysaccharides ............c.ueeeviieiiiiiiiiiiie e, 52

C) Le passage intracellulaire des lipopolysaccharides ...........occcvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 53

I11.  Les endotoxines, notions de tolérance et d’«amor¢age » ..............cccoccoevvererieennn, 56

1. Latolérance auX ENAOTOXINES .......eeveee oottt e ettt e e e e e e e e e e e e eaeeeaans 56




Table des matieres

a) Notion de tolérance auxX ENAOTOXINES ........uvvreeiiirreeeiiiie e e s e e e srre e e e e e e e nrrre e e e anaeeas 56

b) Les acteurs a I’origine de ’installation de la tolérance aux endotoxines........................ 57

2. L’amorcgage initié par 1es eNdOtOXINES. ......uvviirieiiiiiiiiieiiiieesiee e 59
IV. Inactivation et élimination des lipopolysaccharides circulants...............ccccccvene..n. 60
1. Neutralisation des LPS circulants par les lipoprotéings..........c.cccovvevviieniveresieveesnene 60
a) [T 1T 010 o1 0 <] [ SRR 60

b) Le métabolisme des lIPOProtEINES ........ccccuiiieeiiiir e 62

c) L’inactivation des lipopolysaccharides par les ipOprotéines ..........cocvevvveesiuveesivenesnnns 64

d) Prise en charge par les membres de la famille LT/LBP...........ccccovvieeeei e 65

2. Les voies de détoxification des endotoxines haCtériennes...........ccocevvvvrereienencniennnn,s 67
a) Transport inverse des lipopolysaccharides, r6le de la voie hépato-biliaire..................... 67

b) Autres voies de neutralisation/détoxification des lipopolysaccharides circulants............ 68
Chapitre 2 : Le glucagon-like peptide 1.........cccccoooiiieciiececececee e, 69
. Le GLP-1, ses 0rigines et S& PrOVENANCE.........ccecveireeiveiieieesieeeesiee e seesreesreessesreesnens 71
1. 1l était une fOiS UNE INCIELINE ........ciiviiiii e 71
a) Mais qu’est-ce qU UNE NOTTNONE ? ..vvviiviiiiiiiie ittt ee e 71

b) De la découverte des hormones a celle des iNCrétings ..........ccvvveeeeeeiiiicciiiieeee e, 71

c) L €ffet INCIELINE  1.eeiiiiiiee e ittt e e cciee e e e ettt e e e et e e e e st e e e et e e e e s bt e e e e s s aaeeeeesasbaeeesansrnneeaas 72

d) Et 1€S reSponSables SONT. . . ......eoiiiiiiiiiie it 73

2. Un descendant du progluCagon ..........coceiieiiiiiiiiiese e 73
3. Lieu de production principal : les cellules L entéroendocrings...........ccoceeevvveveeeeennen, 74
a) Les cellules eNtErOBNAOCIINES .......ccuviiiuiieiiiie ettt 75

b) Les cellules entéroendocrines productrices de GLP-1: les cellules L............cccveeevnnenn. 75

4. Production de GLP-1 par les cellules o pancréatiques..........covevveruerienereneseseseennenns 76
Il. Lasécrétion du GLP-1, un veritable casse-tete. ..., 77
1. Les modeles d’étude CelIULAITES ......cuvieiiieiiiiie e 77
a) Cultures intestinales de rat feetal (fetal rat intestinal culture) .........cccoccevveeeiiiiciiinennn. 77

b) Lignées cellulaires intestinales murines : STC-1 et GLUTAQg.......ccccvvevvviveeeiiiieee e, 77

C) Cultures primaires de cellules L murines fluorescentes........ccccevvvvcvvvieeeeeeevsvicciiveeeenn. 78




Table des matieres

d) Lignée cellulaire intestinale humaine : NCI-H716.........ccccooiieeeiiiiiie e, 79

2. Les différents agents secrétagogues et 1eurs réCepteurs ........coovvvvrivereevieseeseereeseennean, 79
a) Régulation NULHTIONNEIIE .........eee e 80

b) Régulations nerveuse et NOrMONAIE ...........ocuiiiiiiiiiee e 82

c) Régulation par les facteurs de I’inflammation ............cocoveriiiiiiieeiiiee e 83

3. Mécanistique intracellulaire de 1a SECTELION .........coviiieiiiiieice s 84
a) Cascades de signalisation intracellulaires .............ccoooeiiiiiiiii e 84

b) PrOCESSUS (7 @XOCYLOSE. 1 vveeuureeeitieeiutieestiee ettt e ettt e sttt e s be e e s be e e s sbe e e sbr e e st e e s nreessbeeeanneas 86

I11.  Dégradation et clairance du GLP-1.......c.ccccooiiiiiiii i 87
1. L’activité protéolytique de la DPP-IV ..o 87
a) LA DPP-IV oottt ee ettt ettt ettt ettt ettt ettt 87

b) L inactivation du GLP-1 ......coociiiiiiiiiiieeiee e 88

c) Une voie de dégradation indépendante de DPP-1V : la NEP 24.11........cccccccovvveeeiinnnnn. 90

2. Une forme inactivee pas Si INACTIVE........ccceieiiineiieiee e 91
3. Laclairance des formes actives et inactives par voie rénale............ccccoooeveinenennnnnn, 92
IV.  Labiologie du GLP-1........cccooi ittt 94
1. Le récepteur au GLP-1 et sa distribution physiologiQue...........ccccvvevreiiieieere e 94
2. Pléiotropie du GLP-1 dans la régulation du métabolisme glucidique..............c.ccu........ 94
a) Une action pancréatique du GLP-1 et son effet incréting.........cccccceeiivviiiiiieeee e, 95

b) Le GLP-1 et son impact sur le systéme nerveux central ...........cccccvvveeerciveeeeviineeessinnenn. 95

c) Les principaux organes gluco-CONSOMMEALEUS .......c.cvvrreeirurrrressnrereessrereeesnseneeesnnneens 96

3. Un role anti-inflammatoire : la partie immergée de ’iceberg ?........cccovvvveivneiennnnn, 99
Chapitre 3 : Liensentre LPS et GLP-1........ccccccooooiiiiiininiseeee e, 101
I.  Principal lieu de rencontre : Pintestin..............cccooooiiiiiniiiiiiincc e 103
1. Physiologie de IINteStin.........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 103
a) ANAtOMIE de PINTESIN ...eiiiriiiiiie ettt 103

b) La muqueuse intestinale et son role de Barriere .........ccocveeeiveeeeiiiiiee e 104

c) Le SYStEME NEIVEUX ENEEMITUE ... ..eeiueeeeieieaieie sttt e st e e st e et e et e e e e sie e e e 106

d) Le tissu lymphoide associé & I'INtEStN ....evvuveriiireeiiiieiiiie e 107




Table des matieres

2. Les habitants de I’intestin : le microbiote intestinal.............ccccoovreiniiiiciisce, 108
a) Localisation, composition et dynamique du microbiote intestinal .................ccceveennee. 109

b) Les fonctions du MICIODIOLE ........cocvieeeeiiiiir e e 110

c) La dysbiose de 1I’écosysteme inteStinal ..........cocueeriieeriirieiiiie e 112

3. La cohabitation microbiote — NOE..........cccoviiiiiiii 112
a) Mise en sourdine du SySteme IMMUNITAITE ..........c.ceiiiieriieeiie e 113

b) Les TLRs : des détecteurs d’une altération membIranaire ..........cveeeersvvcvvereeereessssnnnnene 114

C) L’axe immuno-endocring intestinal ... 115

Il. LPS, GLP-1 et maladies MEtaboliqUES...........ccoveiieiieiieii e 116
1. L’épidémie de diabESite .......cciiiiiiiiiiiiiiiiii it 116
a) L’obésité et ses conséquences physiopatholOZIQUES .....vvvvirireeiiivieiiiieesiireesieeesieeenns 116

b) Le diabete de type 2, sa physiopathologie et le syndrome hyperinsulinémique ............ 118

C) Physiopathologie des principaux organes gluco-CONSOMMALEUIS ........ccevvrvrrerereeeeennnns 121

2. Le GLP-1 et les maladies MétaboliQUES ..........ccereireriiiiiee e, 126
a) GLP-1 8L ODASITE ...t 126

b) GLP-1 et diahete de tYPE 2 ..cuveieiiii et 127

3. Les maladies métaboliques et I’inflammation a bas bruit..........c.cccevvvriieiienieninennne. 127
a) Le tissu adipeux : point de départ de I’inflammation « StErile » ..........ccccvvveevivieneennnne. 128

b) Le microbiote et I’endotoxémie mEtaboliQUE ......eevruvrereeiiiieeeiiiiieeerieee e e 129

c) La détoxification des LPS par la PLTP et les maladies métaboliques.............cccccovennee. 131

d) L’endotoxémie et I’homéostasie gluCidiqUE ........ceerrvrrreeiiirreeiiiiireeeiiiee e e sreee e e e 131
OBIECTIFS ..o 133
MATERIELS & METHODES ..., 137
I.  Expérimentations in vivo chez des volontaires SaiNS...........cccoeveieneneninineeieeienen 139
Il EXPErimentations iN VIVO SUF SOUKIS ........ccceciiiieieeiieieesie e steeste e sre st esee e e sve e sneas 139
Lo ANIMBUX ¢ttt bbb bbbt 139
2. Etude des effets d’une administration aigué de LPS...........cccoooiiiiiiiiiiiciee 140

3. Induction d’une colite aigu€ par un traitement au DSS...........cccocoiiiiiiniii 140




Table des matieres

4. Modele d’ischémie/reperfusion MESENIETIQUE. .......vveriveerriieiriieesiieessieesireesieeesieeens 141
5. Implantation IP de pompes osmotiques de type AlZet® ...........cccevevveveeieiicveesnene 141
6. Tests de tolérance orale au glucose (OGTT) et test de tolérance a I’insuline (ITT) ... 142
7. Clamps euglycémiques-hyperinSulinmIQUES ...........cooeerirerieiie e, 142
8. Imagerie préclinique PET/CT : visualisation de la distribution du glucose................ 143
9. Mesure de la composition corporelle par spectroscopie RMN (EchoMRI®)............. 145
10. Mesure de la dépense énergétique en cages meétaboliques ..........cccceveveiveeeiennen, 145
11. Mesure de la sécrétion des VLDL hépatiques et des chylomicrons intestinaux.. 146
12. Prélevements de sang, de plasma et d’Organes ..........ccocvvvereeiineenienesieseen, 146
1. EXpérimentations eX VIVO €L iN VItIO .......c.cceiiiiiiie i 147
1. CUIUIE CEITUIAITE ...t 147
2. Etudes de 1a SECrEtION dU GLP-1 ........ccooiiiiiiieeerese e 147
a) EX vivo a partir d’explants d’il€0N ..........ceviireiiiiiiiiieiiiee e 147

b) In vitro a partir de lignées de cellules L entéroendoCringsS .........cccveevvvveeeevivneeesiinnnnns 148

3. Signalisation CalCIQUE TN VITFO ......ccuoiuiiiiieieieieie s 148
IV. Méthodes d’analyses et dOSAZES ...............ccoviiiiiiiiiiiii s 149
1. MICrOSCOPIE OPLIGUE ... .eeveeeieieieie ettt ettt et e e s reeaeereenbeeaesneesreas 149
2. PCRENTEMPS ML ..o 149
3. ANalyses DIOCHIMIQUES.......cviiieiiecie ettt re e ens 150
4. ANAIYSES STALISTIGUES ..ottt 151
RESULTATS ..o 153
Partie 1 : Mécanismes MOIECUIAITES.............ccooeeiiiniieeee e, 155
L. INEFOTUCTION .. ettt et nreas 157
Il RESUItAtS EXPEIIMENTAUX .....c.ecviiiiiiiieie ettt sre e be e teenaesre s 160
1. Les LPS augmentent le GLP-1 circulant par une stimulation de sa sécrétion ............ 160
2. Invivo, la sécrétion de GLP-1 induite par les LPS est dépendante de TLR4 ............. 162

3. Une stimulation des cellules L entéroendocrines par les molécules de LPS............... 166




Table des matieres

4. Laseécrétion du GLP-1 par les LPS implique une signalisation calcique via TLR4... 169

5. L’altération de la barriére intestinale entraine la sécrétion de GLP-1 par les LPS..... 171
6. Lastimulation du GLP-1 par les LPS est fonctionnelle chez ’'Homme ..................... 178
TTE. DUHSCUSSION ... 180
IV . PRISPECTIVES ...ttt bbbt 187
1. Le GLP-1 pourrait-il étre un outil de diagnostic clinique de I’Il/R mésentérique ?..... 187
2. Quel est le role du GLP-1 produit en réponse aux LPS ? .......cccoceviiiiiiiinicnenieee, 188
3. Les cellules de I’immunité pourraient-elles étre une source de GLP-17.................... 190
Partie 2 : Endotoxémie et maladies metaboliques............cccccocveievcvcircirciniinnne, 191
CONEXLE GENETAL.......uiiiieiieeiee ettt b ettt sb e ne e 193
Quels sont les effets d’une endotoxémie expérimentale lors d’un régime obésogéne ? ..... 197
L. INEFOAUCTION ... 197
1. RESUItAtS EXPEFTMENTAUX ....cvovivieiiiiiieiesieeee et 199
1. L’augmentation de I’endotoxémie entraine une perte de masse grasse totale ............ 199
2. Effets des LPS sur le tissu adipeux blanc et le foie..........ccocevviiiinnnii 202
a) Le tissu adipeux péri-€pididymMaire ..........cocovieiiiieiiiiieniee e 202

b) (I (o] [OOSR OP RS PPPRRPPR 205

3. L’augmentation de I’endotoxémie réduit I’inactivation du GLP-1...........cccoevinnnnn. 208

4. Les LPS améliorent le métabolisme du glucose : utilisation musculaire augmentée.. 210

L I £t U1 o] o SRRSO 214
IV . PRISPECTIVES ...t e et e e e s e e te et b e e be e nrneees 221
1. Les effets observés des LPS sont-ils dépendants du GLP-1 ?..........cccccceevvevieviriiennn, 221

2. L’infusion de LPS de 28 jours suffit-elle pour observer les effets « a long terme » ? 222

Les souris PLTP KO sont-elles plus sensibles aux effets d’un régime obésogéne ? .......... 225

Lo INEROAUCHION ... 225




Table des matieres

Il RESUITatS EXPErTMENTAUX .....c.ecviivieiieeiecie et et sreesre e e sre e beaneesre s 227
1. Ladéficience en PLTP est associée a une masse corporelle augmentée sous HF ...... 227
2. Ladeéficience en PLTP est associée a une accumulation de masse grasse................. 230
3. Lessouris PLTP KO présentent une homéostasie glucidique perturbée .................... 232
4. Les souris déficientes en PLTP ont un défaut de clairance des triglycérides ............. 235
5. Autres modifications lipidomiques observées chez les souris déficientes en PLTP... 238
6. L’absence de PLTP ne modifie pas I’endotoxémie totale..........cc.coovvveiiiiiriiciinnnnnn 240

FEL. DISCUSSION ...ttt bbbttt ettt sttt e be s e et e e 242

IV . PEISPECHIVES ...ttt sttt e et ae e teera e s re e teaneenre s 247
1. Quelles seraient les perspectives @ COUt tErME 2 ......cooveveiieeiecie i 247
2. Quels seraient les effets d’une infusion de LPS chez des souris PLTP KO ?............. 247
3. LaPLTP contribuerait-elle a prévenir les maladies métaboliques ?...........ccccccvvennenne. 248
4. Y aurait-il un lien entre PLTP et fonction pancréatique ?...........ccccceeveveeieiieeveernene 251

CONCLUSION ...ttt 253

BIBLIOGRAPHIE ... 259

ANNEXES ... .o 287

Annexe 1 : Publication scientifique (en préparation) ...........ccccovveviiieiieie e, 289

Annexe 2 : Demande de brevet (AEPOSEE)............uvvviieieeiiii e 331







Liste des publications, brevets et communications

Liste des publications, brevets et communications

Publication scientifique (en préparation — Annexe 1)

« GLP-1 as an early biomarker of gut barrier injuries:

involvement of LPS/TLR4 pathway »

Auteurs : Loréne Lebrun?, Naig Le Guern?, Jean-Paul Pais de Barros?, Jiri Plesnik?, Naim
Khan?, Peter Pickkers®, Stéphane Mandard®, Valérie Deckert?, Daniel J. Drucker®, Laurent
Lagrost® and Jacques Grober?

Affiliations : 1 INSERM UMRS866 — LabEx LipSTIC, UFR Sciences de Santé, Université
de Bourgogne-Franche-Comté, Dijon, France; 2 INSERM UMRS866, Agrosup Dijon, Dijon,
France; 3 Department of Intensive Care Medicine, Radboud University Medical Center,
Nijmegen, The Netherlands; # Department of Medicine, Samuel Lunenfeld Research
Institute, Mt. Sinai Hospital, University of Toronto, Toronto, Ontario, Canada; °> Centre

Hospitalier Universitaire, Hopital du Bocage, Dijon, France.

Subvention : ce travail a bénéficié d'une aide de I’Etat gérée par 1'Agence Nationale de la
Recherche au titre du programme « Investissements d’avenir » portant la référence ANR-
11-LABX-0021-01- Labex LipSTIC.

Brevet (Annexe 2)
« In vitro method for diagnosing at early stage intestinal ischemia »

Inventeurs : Jacques Grober et Loréne Lebrun

Déposants : Université de Bourgogne et INSERM

Cabinet de propriété industrielle : Pontet Allano & Associés
Demande de brevet déposée le : 20 septembre 2016

Numéro de dépdt : 16306199.7

Entreprise mandatée pour la valorisation : SATT Grand Est

19



Liste des publications, brevets et communications

Communications orales scientifiques

EOS (European Obesity Summit), Géteborg, Suede
Juin 2016

NSFA (Nouvelle Société Francophone d’ Athérosclérose), Biarritz, France
Juin 2016

AFERO (Association Frangaise d’Etude et de Recherche sur I’Obésité), Paris, France

Janvier 2016 — Prix + Bourse de déplacement

JFN (Journées Francophones de la Nutrition), Marseille, France
Décembre 2015 — x2

EASD (European Association for the Study of Diabetes), Stockholm, Suede
Septembre 2015

FJC (Forum des Jeunes Chercheurs), Dijon, France
Juin 2015

GREMI (Groupe de Recherche et d’Etude des Médiateurs de 1’ Inflammation), Paris, France
Mai 2014

AFERO (Association Frangaise d’Etude et de Recherche sur I’Obésité), Dijon, France
Décembre 2013

20



Liste des publications, brevets et communications

Communications affichées scientifiques

NSFA (Nouvelle Société Francophone d’ Athérosclérose), Biarritz, France
Juin 2016

Printemps de la Cardiologie, Dijon, France
Avril 2016

AFERO (Association Frangaise d’Etude et de Recherche sur I’Obésité), Paris, France
Janvier 2016

NSFA (Nouvelle Société Francophone d’ Athérosclérose), Biarritz, France

Juin 2015 — Prix poster

SFD (Société Francophone du Diabéte), Bordeaux, France

Mars 2015 — Allocations de recherche

JFN (Journées Francophones de la Nutrition), Bruxelles, Belgique
Décembre 2014

FJC (Forum des Jeunes Chercheurs) — Besangon, France

Juin 2014 — Prix poster

NSFA (Nouvelle Société Francophone d’ Athérosclérose), Biarritz, France
Juin 2014

Vitagora, Congrés Godt, Nutrition, Santé, Dijon, France
Avril 2014

21



Liste des publications, brevets et communications

Obésité et ir
le lien ?

+ BIOLOGIE

Loréne LEBRUN est jeune chercheuse en sciences de I'alimentation au

Communications orales vulgarisees (Expérimentarium)

estin : quel est

sein du centre de recherche « Lipides — Nutrition — Cancer » de I'TNSERM*
a Dijon. Elle s'intéresse au développement inquiétant de I'obésité. 11 est
difficile de déterminer les causes de cette maladie tant les origines peuvent
étre multiples. Loréne étudie plus précisément le lien entre les bactéries
présentes dans notre intestin et I'apparition de I'obésité.

* Institut National de ba Santé et de la Recherche Médicale, biborutoire d'excellence LipSTIC.

« L'alimentation est notre « carburant », elle fait fonctionner notre corps. On ne
devrait donc pas avoir & se soigner & cause de ce que I'm mange mais plutit avec ce

que I'on mange. »

W/Immmwmmm\d(

Lobésité a ét¢ définie en 1997
comme « une accumulation de
graisse corporelle pouvant nuire a
la santé ». En France, de plus en
plus de personnes sont concernées.
Loreéne travaille sur une des causes
de cette maladie : les modificati

appelée  GLP-1. Cette petite
molécule aide notre corps i controler
la quantité de sucre que nous avons
dans le sang. Quand les bactéries
de notre intestin sont modifiées,
cela augmente la quantité de GLP-1

de la « flore intestinale ». 11 sagit de
bactéries que nous p dans

et la ion du sucre par
notre corps est alors déréglée. Ces
d dificati i donc

notre intestin depuis notre naissance.
Elles sont bénéfiques pour nous
car elles nous aident, par exemple,
a digérer ce que I'on mange. Ces
bactéries, indispensables 2 notre vie,
sont 10 fois plus nombreuses que
toutes les cellules de notre corps
réunies. Cependant, des mauvaises
habitudes  alimentaires ~ peuvent
modifier la composition de cette flore
intestinale. Ce sont les q

de cette modification qui intéressent
Loréne.

Elle travaille plus précisément sur
une hormone, produite par l'intestin,

Les objectifs

entrainer une p;zse de poids plus
importante et favoriseraient l'obésité.

Au laboratoire, Loréne déméle le lien
qu'il y a entre les bactéries de notre
intestin et I'obésité. Pour cela, elle
cultive des cellules de l'intestin dans
des boites spéciales. Elle les utilise
ensuite pour comprendre comment
les bactéries peuvent modifier la
quantité de GLP-1 produite par
ces cellules. Elle espére ainsi en
découvrir davantage sur le lien entre
notre intestin et 'obésité.

+ Déterminer comment les bactéries de notre intestin peuvent modifier la
production de GLP-1 dans notre corps.
+ Evaluer les conséquences de ce déréglement sur I'obésité.

http//experimentarium.u-bourgogne fr ﬂ L)

http://www.experimentarium.fr/

22



Liste des abréviations

Liste des abréviations

3-HM 3-hydroxymyristate

ACC Acétyl-CoA carboxylase

AGL Acides gras libres

AMPc Adénosine monophosphate cyclique
AOAH Acyloxyacyl hydrolase

ARN Acide ribonucléique

ARNmM ARN messager

ATGL Adipose triglycerides lipase

BPI Bactericidal permeability increasing protein
CD Cluster de différenciation

CETP Cholesteryl ester transfer protein
ChREBP Carbohydrate responsive element binding protein
CM Chylomicrons

CPT1 Carnitine palmitoyltransférase 1
DAG Diacylglycérol

DGAT Diacylglycérol transférase

DPP-1V Dipeptidyl peptidase IV

DSS Dextran sodium sulfate

DT2 Diabete de type 2

E. coli Escherichia coli

EEC Cellules entéroendocrines

FAS Fatty acid synthase

FAT/CD36 Fatty acid translocase/CD36

FATP Fatty acid transort protein

FIAF Fasting-induced adipose factor

FID Fédération Internationale du Diabéte
GABA Acide y-aminobutyrique

GALT Gut-associated lymphoid tissue

23



Liste des abréviations

GIP

GLP-1
GLP-1R
GLP-1R KO
GLUT
HDL

HF

HL
HPLC/MS/MS
HSL

IR

IDL

I-FABP

IFN

IL

IMC

iNOS

LPS
LT/LBP
MAPK
MCP-1

Glucose-dependent insulinotropic polypeptide
Glucagon-like peptide 1

Récepteur au GLP-1

GLP-1R knockout (souris déficiente en GLP-1R)
Transporteur de glucose

High density lipoproteins

High-fat

Lipase hépatique

Chromatographie liquide haute performance et spectrométrie de masse
Lipase hormonosensible

Ischémie / reperfusion

Intermediate density lipoproteins
Intestinal fatty acid binding protein
Interféron

Interleukine

Indice de masse corporelle

Oxyde nitrique synthase inductible
Intrapéritoneale

Interleukin-1 receptor-associated kinase
Intraveineuse

Lipopolysaccharide binding protein
Low density lipoproteins

Récepteur aux LDL

Low-fat

Lymphocytes intra-épithéliaux
Lipoproteéine lipase

Inhibiteur de la LPL
Lipopolysaccharides

Lipid transfer / LBP

Mitogen-activated protein kinase
Monocyte chimoattractant protein 1

24



Liste des abréviations

MD-2
MyD88
MyD88s
NEP 24-11
NF«B
NTS
OMS
OMVs
PC1/3
PET/CT
PLTP
PLTP KO
PYY
RCPG
SEM
SISG
SNC
SNE
SREBP1c
STC-1
TAPE
TG

TLR4
TLRs
TNFa
TRAF
TRIF
VLDL
WT

Myeloid differentiation factor 2

Myeloid differentiation factor 88

Small MyD88

Neutral endopeptidase 24.11

Nuclear factor kB

Noyau du tractus solitaire

Organisation Mondiale de la Santé

Outer membrane vesicles

Prohormone convertase 1/3
Tomoscintigraphie par émission de positons / correction d’atténuation
Plasma phospholipid transfer protein

PLTP knockout (souris déficiente en PLTP)
Peptide tyrosine-tyrosine

Récepteur couplé aux protéines G

Ecart standard a la moyenne

Sécrétion d’insuline stimulée par le glucose
Systéme nerveux central

Systéme nerveux entérique

Sterol regulatory element binding protein 1c
Secretin tumor cell 1

Tissu adipeux péri-épididymaire
Triglycérides

Toll-like receptor 4

Toll-like receptors

Tumor necrosis factor a

TNF receptor associated factor
TIR-domain-containing adaptor protein inducing interferon [3
Very low density lipoproteins

Wild-type (souris sauvage)

25






Liste des figures et tableaux

Liste des figures et tableaux

Figure 1:
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8:
Figure 9 :
Figure 10
Figure 11

Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :
Figure 28 :
Figure 29 :

Connexions entre alimentation, microbiote intestinal et pathologies associées..... 33

Historique de la découverte des endotoXiNeS...........cocevverveiieiieneeie e 40
Distinctions entre les bactéries & Gram positif et les bactéries a Gram négatif...... 42
Représentation schématique de la structure d’une molécule de LPS ..................... 43
Schématisation du lipide A des bactéries de 1’espéce Escherichia coli.................. 44
Représentation schématique du complexe TLR4/MD-2/LPS .........c..ccccovvevvvinenen. 48
L’activation du récepteur TLR4 par les LPS ..o 51
Observation microscopique des OMVs d’une bactérie E. coli entérotoxique........ 54
Activation de la voie des caspases par 1eS LPS ..., 55
: Représentation schématique d’une lipoprotéine circulante ............cccevvvveiiiveennnen. 61
: Vue d’ensemble du métabolisme des différentes lipoprotéines.............ccccvrvennenn 63
Modifications post-traductionnelles du proglucagon ...........cccoceevenininineieiennn, 74
Les voies de signalisation cellulaires a I'origine de la sécrétion de GLP-1.......... 85
Processus d'exocytose dans les cellules L entéroendoCrings ...........ccccveeevvvennenne. 86
Représentation schématique de la structure de I'enzyme DPP-IV..........c.cccoveneee. 88
Les formes actives et inactives du GLP-1 ..........ccccooviiiiiiiiiieneeeeeeee 89
Inactivations intestinale et hépatique du GLP-1............cccoceiieiiiie i, 90
Modeéle biologique hypothétique des effets du GLP-1 actif et inactif.................. 92
Métabolisme des différentes formes du GLP-1........cccccoovviviieniie i, 93
Effets biologiques du GLP-1 ... 98
Représentation schématique de la paroi intestinale ...........ccccceeveverviiecierierienn, 104
Epithélium intestinal et illustration des différentes cellules épithéliales............ 105
Représentation simplifiée du systeme nerveux entérique...........ccoeevveveereenennen. 106
Organisation du tissu lymphoide associé a lI'intestin (GALT) ....ccccevvvvervennnne. 108
Mise en place et évolution du microbiote au cours de la vie..........cc.cocvevenneen. 110
Table de détermination de I'indice de masse corporelle ..........ccceeveveiicieenenne. 117
Les principales étapes de la physiopathologie du diabéte de type 2................... 119
Modeéle proposant I'nyperinsulinémie comme le point de depart du DT2.......... 121
Physiologie des principaux organes gluco-consommateurs ............cccoeverveevenenn 125

27



Liste des figures et tableaux

Figure 30 :
Figure 31 :

Figure 32 :
Figure 33 :

Figure 34 :
Figure 35 :
Figure 36 :
Figure 37 :

Figure 38 :

Figure 39 :
Figure 40 :

Figure 41 :
Figure 42 :
Figure 43 :
Figure 44 :
Figure 45 :
Figure 46 :
Figure 47 :

Figure 48 :
Figure 49 :
Figure 50 :
Figure 51 :
Figure 52 :
Figure 53 :
Figure 54 :

Figure 55 :
Figure 56 :

Les LPS induisent la Sécrétion de GLP-1........c.ccoovvvviiiienene e, 161
La sécrétion du GLP-1 par les LPS est indépendante des voies actuellement

10 LS ) =TT SRS 164
In vivo la sécrétion de GLP-1 par les LPS est dépendante de TLRA.................. 165
Les LPS stimulent la sécrétion de GLP-1 dans des explants d'iléon et des

EEC €N CUITUIE. ..o bbb 168
Les LPS déclenchent des flux calciques intracellulaires ..............cccccooveverinennnn, 170
Les EEC répondent aux LPS par un mécanisme dépendant du TLR4 ............... 171
L’administration orale de LPS ne stimule pas la sécrétion de GLP-1................ 172

L’administration orale de LPS stimule la sécrétion de GLP-1 aprés
altération de la barriére intestinale ..o 173

L’ischémie/reperfusion mésentérique entraine une dégradation de
la MUQUEUSE INESTINGIE ... 175

L'ischémie/reperfusion mésentérique induit une sécrétion rapide de GLP-1..... 176

Les LPS endogenes sont impliqués dans la sécrétion du GLP-1

induite par I'I/R MESENIETIQUE ... ..veivvieiiiieiiii it 178
Sécrétion du GLP-1 par les LPS chez ’Homme : mod¢le hypothétique............ 179
L’infusion continue de LPS induit une augmentation de I’endotoxémie ........... 200
L’infusion continue de LPS n’augmente pas la masse corporelle...................... 201

L’augmentation de I’endotoxémie est associée a une perte de masse grasse ..... 202

L’infusion continue de LPS : conséquences sur le TAPE .........ccccoovvivviveieene 204
L’infusion continue de LPS : conséquences sur le foie..........ccocvviiiiiiciennn 207
L'infusion continue de LPS réduit l'inactivation du GLP-1 et ne modifie

PAS 1A SISG ... 209
L’infusion continue de LPS améliore le métabolisme du glucose...................... 211
Les LPS augmentent I’utilisation musculaire du glucose...........ccccccevvveiernnnnne. 213
Les souris PLTP KO ont une masse corporelle plus importante sous HF.......... 228
La balance énergétique des souris PLTP KO n’est pas altérée sous HF ............ 228

Les souris PLTP KO ont une meilleure efficacité alimentaire sous régime HF. 229

Les souris PLTP KO ont plus de masse grasse totale que les WT ..........cco...... 230
Stéatose hépatique et hypertrophie adipocytaire augmentées

en 1’absence de PLTP .......oooiiiiiiii e 231
Altération du métabolisme glucidique des souris PLTP KO.........ccccccveveivvenene, 234

Clairance des triglycérides alimentaires diminuée pas la déficience en PLTP... 236

28



Liste des figures et tableaux

Figure 57 :

Figure 58 :
Figure 59 :
Figure 60 :

Figure 61 :

Figure 62 :
Figure 63 :
Figure 64 :

Tableau 1:
Tableau 2:

L’expression génique de la LPL est diminuée dans les tissus

des SouUris PLTP KO SOUS LF .....ccoiiiiieiieie et 237
La déficience en PLTP ne modifie pas la sécrétion hépatique des VLDL ......... 238
Lipidome fortement altéré par la déficience en PLTP et le régime HF.............. 240
La déficience en PLTP ne modifie que tres peu le statut inflammatoire

SOUS HF e s 241
Le régime HF et I’infusion de LPS n’augmentent pas le GLP-1 actif

€N ADSENCE 0B PLTP .ottt 248
L'infusion de LPS augmente 1'expression génique et 1’activité de la PLTP ....... 249
Hypotheése d’une activité PLTP protectrice .........cccovveiviiiieiieiiie e 250
Vue d’ensemble des résultats de these........cccovveeiiiie i 257
Récapitulatif des principales caractéristiques des lipoprotéines.......................... 62
Fonctions des protéines de la famille LT/LBP dans le métabolisme des LPS......... 65

29






Avant — propos

Avant — propos

De formation ingénieure en agroalimentaire, j’ai choisi de compléter ce dipléme par un
doctorat en science de I’alimentation car je suis particulicrement sensible a la qualité
nutritionnelle des produits alimentaires ainsi qu’a leurs effets sur notre organisme. Comme je
le disais réguliérement lors de journées de rencontre entre les chercheurs et le public organisées
par ’Expérimentarium de Dijon : « [’alimentation est notre carburant, elle fait fonctionner
notre corps. On ne devrait donc pas avoir a se soigner a cause de ce que [’'on mange mais plutot
avec ce que l'on mange ». Je suis bien slr consciente que 1’alimentation n’est pas un
médicament et n’est pas la solution a tous nos problémes. Elle pourrait néanmoins contribuer a
prévenir bon nombre de maladies voire méme & amoindrir celles dont elle peut en étre la cause.
A I’heure actuelle, notre alimentation nous apporte 1’énergie, les calories dont notre corps a
besoin pour se mettre en route, aller travailler, faire du sport, pour fonctionner au quotidien. Si
cette alimentation nous nourrit, malheureusement bien souvent elle ne nous « nutrit » pas
suffisamment. Les scientifiques du domaine et nutritionnistes parlent de « calories creuses ou
vides ». En effet, nos modes de consommation se montrent de moins en moins efficaces pour
nous apporter tous les nutriments dont le corps a besoin pour fonctionner de maniére optimale.
Si je poursuis ma métaphore du carburant, ce serait un peu comme si nous faisions circuler
notre voiture avec de 1’huile de friture ; elle démarre, elle roule, elle nous emmeéne d’un point
A aun point B mais elle se fatigue rapidement, s’encrasse et finit par tomber en panne. Il en est

de méme pour nos organismes.

Mais pourquoi certains des produits que nous consommons ne nous satisfont plus
pleinement ? Pour répondre a la demande du marché, les tendances agronomiques et
agroalimentaires de ces derniéres années ont été a la productivité : produire rapidement, en
grosses quantités et avec le prix de revient le plus faible possible. Dans cette course a la
productivité agronomique toutes les cartes sont bonnes a jouer : monoculture, sélection
variétales, utilisation de produits phytosanitaires dans les cultures, traitements antibiotiques
dans les élevages,... En agroalimentaire cela n’est pas beaucoup mieux : achats de matieres
premiéres nutritionnellement pauvres car les moins chéres du marché, processus de

transformation compétents mais agressifs pour le peu de nutriments présents, ajout de pléthore
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de conservateurs et d’additifs... Les raisons de tels agissements sont multiples. Les
comportements des consommateurs y ont fortement contribué et y contribuent encore avec
notamment leurs exigences des prix les plus bas et leurs volontés de produits se conservant plus
longtemps. C’est le jeu de I’offre et de la demande. Selon une étude de I'Insee, I'alimentation
représentait, en 2014, 20,4 % des dépenses de consommation des Francais, contre 34,6 % en
1960. « La baisse du coiit de [’alimentation a bien eu un prix. Ce prix ce sont n0S COrps qui
['ont payé », Pierre Weill, ingénieur agronome et co-président de 1’association Bleu-Blanc-
Cceur, dénonce cette situation dans son livre édité en 2014 « Mangez, on s’occupe du reste ».
Effectivement, les pathologies en lien avec la qualité de notre alimentation ne peuvent
malheureusement pas se compter sur les doigts d’une main et sont en perpétuelle augmentation.
Dans les pays développés, nous faisons actuellement face a une situation alimentaire
paradoxale : un exceés de calories mais une carence en nutriments indispensables. Ce cocktail
explosif inquiétant peut malheureusement aboutir a des maladies telles que 1’obésité, le diabete
de type 2 (DT2), les maladies cardiovasculaires... Et cela ne s’arréte pas 1a, d’autres pathologies
dont la prévalence ne cesse d’augmenter ces derniéres années pourraient également étre en lien
direct avec la qualité de nos assiettes : cancers, intolérances alimentaires (gluten, lactose,...),
maladies neuro-dégénératives,... Cela n’est donc plus un secret pour personne, il existe bel et

bien une relation indéniable entre notre alimentation et notre santé.

« La bouche n’est que le vestibule qui s ’ouvre sur un monde ou [’étre humain fait sien
ce qui était autre », Guilia Enders dans « Le charme discret de I’intestin » paru en 2015. En
effet, dans notre organisme, celui qui est en premiere ligne face a notre alimentation et qui est
en charge d’absorber celle-ci qu’elle soit bonne ou mauvaise, est I’intestin. Longtemps
considéré comme un simple tuyau d’évacuation enroulé dans notre cavité abdominale, I’ intestin
exerce en fait un certain nombre de fonctions nécessaires a notre existence. Compétiteur dans
I’ame, il est du genre a exceller dans tout ce qu’il entreprend et met tout en ceuvre pour y
parvenir. Cet organe flirte incontestablement avec le superlatif : il représente la plus grande
surface d’échange entre I’environnement extérieur et notre monde intérieur, il constitue
I’organe endocrine le plus développé de I’organisme, il est aussi 1’organe périphérique le plus
innervé et dispose méme de son propre systeme nerveux, il posséde la masse de tissu lymphoide
la plus conséquente de I’organisme et enfin, il héberge la majeure partie de la population

microbienne avec laquelle nous cohabitons quotidiennement. La qualité de notre alimentation
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impacte non seulement le fonctionnement de ce super-organe mais impacte aussi ses habitants,
le microbiote intestinal. En effet, comme j’avais I’habitude de le dire aux enfants lors des
journées d’échange avec le public, les bactéries de notre intestin ne vont pas faire leurs courses
et n’ont pas, comme nous, la chance de pouvoir choisir le menu du diner. Elles mangent ce que
nous mangeons et deviennent ce que nous leur imposons de devenir. Notre type d’alimentation
peut ainsi fortement modifier cet écosysteme microbien intestinal. De plus, de nombreuses
études scientifiques soulignent le fait que certaines pathologies telles que 1’obésité et le DT2,
en partie liées aux défaillances de nos produits alimentaires, sont associées a des remaniements
de la composition de cette population microbienne. Toutefois, la route est encore longue avant
que les moindres détails de cette association microbiote — alimentation — pathologies ne soient
révélés au grand jour. Il existe de fagon certaine une infime interconnexion entre ces trois entités

mais qui est la poule et qui est I’ceuf, la question fait encore débat a ’heure actuelle (Figure 1).

Alimentation

Microbiote ——> Pathologies
€

Figure 1

Connexions entre alimentation, microbiote intestinal et pathologies associées

La qualité de notre alimentation influence a la fois la composition de notre microbiote et la prévalence de
nombreuses pathologies. Est-ce que ce sont les modifications du microbiote qui favorisent le développement des
pathologies et/ou est-ce que ce sont les pathologies qui influent sur le microbiote ? La question reste ouverte.

Les bactéries intestinales vivent en totale synergie avec nous, elles ont besoin de nous
comme nous avons besoin d’elles. Nous leur offrons le gite et le couvert et en contrepartie elles
contribuent aux superpouvoirs de I’intestin (les autres organes envieux pourraient donc
rétorquer que rien ne sert d’aduler a ce point I’intestin, au final ce n’est pas uniquement lui la
star). Elles 1’aident dans ses fonctions de digestion et apportent de I’énergie supplémentaire a
notre organisme, elles dissuadent les bactéries pathogénes de passage de s’installer dans cette

agréable demeure et les incitent a passer leur chemin, elles participent au développement du
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systeme immunitaire intestinal en 1’entrainant quotidiennement pour faire de lui une véritable
arme de guerre... Bref, la conversation entre nos bactéries et nos cellules est perpétuelle afin
de faire en sorte que cette synergie soit la plus profitable possible pour tout le monde. Elles
disposent pour cela de différents moyens de communication, qui je pense sont bien loin d’avoir
tous été découverts, et dont il serait intéressant d’en comprendre les fondements car ces
échanges microbiote — hote pourraient fortement contribuer aux effets de 1’alimentation sur
notre santé. Dans cette these nous nous sommes justement intéressés a des molécules pouvant
potentiellement étre a I’origine d’un dialogue entre nous et nos habitants microbiens. D un coté
les endotoxines bactériennes pro-inflammatoires ou lipopolysaccharides (LPS) localisées a la
surface de certaines bactéries et donc présentes en quantités pharamineuses au sein de notre
intestin et d’un autre c6té une des hormones produites par nos cellules endocrines intestinales :
le glucagon-like peptide 1 (GLP-1). Effectivement, ces deux composés, un microbien et un
humain, sont connus pour étre impliqués dans les maladies métaboliques telles que 1’obésité et

le DT2 et pour étre, de surcroit, connectés 1’un a I’autre.

Je vous invite a parcourir les travaux de thése ci-apres présentés pour en savoir plus sur
chacune de ces molécules, ensemble ou séparément. Je vous remercie de I’intérét que vous

portez a ce manuscrit et je vous souhaite une bonne lecture.
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Chapitre 1

Les lipopolysaccharides
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I. A propos des endotoxines ou lipopolysaccharides

1. Découverte des lipopolysaccharides (Beutler & Rietschel, 2003)

Ce premier chapitre de these vise a décrire les endotoxines bactériennes, aussi appelées
lipopolysaccharides (LPS). Comme toute description scientifique, celle-ci ne saurait démarrer
sans un historique en bonne et due forme. Les faits historiques en relation avec la découverte
des endotoxines relatés dans le paragraphe ci-dessous sont représentés sur la Figure 2 et ne sont
bien sOr pas exhaustifs. Cette chronologie peut étre catégorisée en trois phases : la
reconnaissance du fait que les infections sont toxiques et potentiellement causées par un
« poison », les recherches visant & explorer la nature de ce « poison » et aboutissant a la

découverte des endotoxines et enfin leur caractérisation chimique et biologique.

Pour remonter aux prémices de ces découvertes, il faut revenir aux réflexions
d’Hippocrate (460-370 av. J.-C.) et de Claude Galien (129-216 ap. J.-C.). Selon eux et d’apres
les symptdmes communs aux intoxications, un « poison » serait a I’origine des maladies 1étales
de I’époque. Il faudra attendre les 18 et 19°™ siécles pour voir se vérifier cette hypothése du
« poison ». Albrecht von Haller (1708-1777) et Francois Magendie (1783-1855) montrent que
I’injection intraveineuse de matiéres en décomposition (poissons ou viandes) provoque les
mémes symptdmes maladifs que ceux causes par le fameux « poison » : fievre, diarrhée et
déces. Toutefois, personne n’expliquait encore comment cela pouvait étre si contagieux et
causer autant de dégats. Le pathologiste allemand Jakob Henle (1809-1885) suggeére alors que
des organismes vivants capables de reproduction en seraient a 1’origine. Cette idée

révolutionnaire sera confirmée sans I’ombre d’un doute par Louis Pasteur (1822-1895).

Peter Ludwig Panum (1820-1885), un physio-pathologiste danois, fait pour la premiere
fois référence aux endotoxines, sans bien slr les nommer ainsi. Il purifie ce qu’il appelle le
« poison putride » : une molécule solide, soluble dans I’eau, insoluble dans 1’alcool, non
volatile, résistante a la chaleur et qui se distingue des micro-organismes vivants. Il montre que
I’injection de cette molécule a des chiens provoque une forte fievre et une mort rapide. Sans le
savoir, il vient de décrire ce qui par la suite portera le nom d’ « endotoxine ». Quelques années

plus tard, suite & des recherches visant & découvrir la nature de ce composé pyrogénique létal,
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le terme de « toxine » fait sa premiére apparition : Ludwig Brieger (1849-1919) témoigne de
I’existence d’une substance toxique produite et sécrétée par les germes vivants. Richard Pfeiffer
(1858-1945) publie en 1892 que la bactérie responsable du choléra (Vibrio cholerae) conserve
ses propriétés toxiques méme apres destruction thermique. Il en déduit I’existence d’une toxine
contenue a I’intérieur des cellules bactériennes et introduit ainsi le terme d’« endotoxines » par
opposition aux « exotoxines » libérées par les germes vivants. Ce ne sera que dans les années
1930 que les endotoxines seront purifiées et nommeées « lipopolysaccharides » du fait de leur

composition a la fois lipidique et saccharidique (Hitchcock et al., 1986).

Un « poison » a Aliments avariés Des organismes Le « poison
I'origine des maladies = « poison » vivants putride » Les endotoxines
Hippocrate von Haller Henle Panum Pfeiffer
v v v v v
400 av.).C. 150av.)c. = 1750. 1823 =~ 1850 1865 1874 1886 1892 = 1930
| T T T T
Galenos Magendie Pasteur Brieger Endotoxines
=LPS
\ / \ Les exotoxines } \
Existence d’un « poison » Recherche de la nature Caractérisation
a l'origine des infection de ce « poison » des endotoxines
Figure 2

Historique de la découverte des endotoxines

Les noms des personnes a I’origine des différentes découvertes apparaissent sur cette figure. Celles-ci peuvent étre
classées en trois grandes catégories : i) la reconnaissance de I’existence d’un « poison » qui pourrait étre
responsable des infections de 1’époque, notamment alimentaires ; ii) les différentes recherches visant a découvrir
la nature de ce « poison » et aboutissant & la découverte des endotoxines ; iii) la caractérisation biochimique de ces
endotoxines en tant que composé lipopolysaccharidique, d’ou leur nom de lipopolysaccharides (LPS). Figure
adaptée de Beutler & Rietschel, 2003.
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2. Lipopolysaccharides et membrane externe des bactéries a Gram négatif

Les LPS sont des composeés faisant partie intégrante des cellules bactériennes. L’erreur
commise par Richard Pfeiffer fut de croire que ces LPS sont des éléments constitutifs de toutes
les cellules bactériennes alors que seules les bactéries a Gram négatif en comportent. La
coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram (1853-1938)
qui I’a mise au point. Elle permet de classer les bactéries en deux catégories selon les propriétés
de leur paroi bactérienne : les bactéries & Gram positif et les bactéries & Gram négatif, se

colorant respectivement en violet et en rose (Figure 3A).

La paroi des bactéries a Gram positif est dotée d’une membrane plasmique recouverte
d’une couche épaisse de peptidoglycanes enchevétrés d’acides lipotéichoiques (LTA) alors que
la paroi des bactéries a Gram négatif apparait 1égérement plus complexe. De 1’intérieur vers
I’extérieur, celle-ci posséde également une membrane plasmique recouverte cette fois d’une
faible couche de peptidoglycanes sans LTA, puis une deuxiéme membrane, la membrane
externe, dans laquelle sont insérées de nombreuses molécules de LPS (Figure 3B).

La principale différence entre ces deux types de bactéries réside donc dans la présence
d’une seconde membrane externe recouverte de LPS chez les bactéries a Gram négatif. Leur
membrane interne est une membrane plasmique traditionnelle constituée d’un double feuillet
phospholipidique permettant la délimitation du cytoplasme. A I’inverse, la membrane externe
est plus singuliére. Elle est aussi composée d’un double feuillet lipidique, mais celui-ci n’est
pas symétrique. Le feuillet interne est constitué des traditionnels phospholipides alors que dans
le feuillet externe, en contact avec 1’environnement, tout ou partie des phopholipides sont

remplacés par des LPS.

Pour avoir une idée de I’importance numéraire de ces LPS, une bactérie Escherichia
coli (E. coli) d’environ 6um? présente approximativement 1 million de molécules de LPS a sa
surface (Raetz & Whitfield, 2002), soit a peu prés 170 000 / um2. Ces LPS contribuent
notamment a la régulation de la perméabilité membranaire et conférent donc une capacité

d’adaptation aux bactéries qui en sont porteuses.
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Figure 3

Distinctions entre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif

A. Observation microscopique de bactéries colorées avec la technique de la coloration de Gram, les bactéries a
Gram positif apparaissent en violet et les bactéries & Gram négatif apparaissent en rose. Source :
www.labtestonline.fr. B. Représentation schématique des constituants de la paroi bactérienne de ces deux types de
bactéries, a gauche les bactéries & Gram positif et a droite les bactéries & Gram négatif.

3. Caractérisation structurale des lipopolysaccharides

Comme le schématise la Figure 4, les LPS sont généralement composés de trois parties
distinctes : i) le lipide A hydrophobe, ancré dans la membrane externe des bactéries, il constitue
la partie proximale des LPS (environ 2,4 nm), ii) ’antigéne O (pour « Ohne Kapsel » en
allemand voulant dire « sans capsule ») de nature saccharidique, hydrophile et présent a la partie
distale des LPS en contact avec le milieu extérieur (fréquemment entre 5 et 10 nm) et enfin iii)
le noyau faisant le lien entre le lipide A et I’antigéne O (environ 2 nm), avec une partie plutdt
hydrophobe, le noyau interne, et une partie plutét hydrophile, le noyau externe. Malgré cette
structure biochimique commune, chaque espéce de bactérie exprime un LPS différent, ¢’est un
peu la signature bactérienne : les éléments constitutifs de ces différentes parties peuvent varier
d’une espece bactérienne a une autre et certaines especes peuvent disposer d’un LPS dépourvu

d’antigéne O et de noyau externe (Caroff et al., 2002).
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Figure 4

Représentation schématique de la structure d’une molécule de LPS

Chaque molécule de LPS est composée d’une partie lipidique intracellulaire et d’une partie polysaccharidique
extracellulaire. La partie lipidique est constituée du lipide A inséré dans la membrane bactérienne. La partie
polysaccharidique située en surface de la bactérie comprend le noyau et ’antigéne O. Figure adaptée de :
http://www.glycoforum.gr.jp/index.html.

Abréviations : KDO — acide 3 déoxy-D-manno-octulosonique ou kéto-déoxyoctanate ; Hep — heptose ; GIcN —
glucosamine.

a) Lelipide A

La structure du lipide A est fortement conservée parmi 1’ensemble des bactéries a Gram
négatif, elle est méme quasiment identique au sein des bactéries d’une méme famille. En
s’insérant entre les phospholipides membranaires, il constitue le point d’ancrage des LPS dans
la paroi bactérienne. Le lipide A le plus régulierement décrit est celui d’E. coli (Figure 5) : il
est constitué d’un disaccharide de glucosamines reliées en B-1,6 et phosphorylées par deux
groupes phosphates. Le disaccharide est acylé par quatre acides gras (groupements [3-
hydroxymyristoyl) sur lesquels viennent se greffer deux autres chaines d’acides gras (résidus

laurate et myristate). Les seules variations de structure du lipide A résident dans la nature des
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sucres animés et dans la nature et le nombre d’acides gras. Le lipide A est responsable de la
plupart des activités biologiques des LPS. La production d’un lipide A de synthése dans les
annees 1980 a permis de montrer que celui-ci était méme suffisant pour induire des réponses

inflammatoires (Tanamoto et al., 1984).
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Figure 5

Schématisation du lipide A des bactéries de I’espéce Escherichia coli

Le lipide A fait partie intégrante des molécules de LPS. Celui d’E. coli représenté dans cette figure est celui qui
est le plus réguliérement décrit. Il comprend deux glucosamines reliées en B-1,6 et phosphorylées par deux groupes
phosphates. Le disaccharide est acylé par quatre acides gras (groupements B-hydroxymyristoyl) sur lesquels
viennent se greffer deux autres chalnes d’acides gras (résidus laurate et myristate). Source
http://www.adipogen.com/.

Abréviations : C12 — acide gras a 12 carbones ; C14 — acide gras a 14 carbones.

b) Le noyau

Le noyau est divisé en deux parties distinctes : le noyau interne et le noyau externe. La
partie interne, fortement conservée, est liée de fagon covalente au lipide A par I’intermédiaire

de I’acide 3 déoxy-D-manno-octulosonique ou kéto-déoxyoctanate (KDO). La présence de ce
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résidu KDO sur les molécules de LPS apparait nécessaire pour la viabilité de la bactérie
porteuse mais le nombre de résidus KDO par LPS peut étre variable selon les espéces
bactériennes. En plus de cette chaine de KDO, le noyau interne est également composé d’une
autre chaine glucidique comprenant en général trois heptoses dont la conformation peut étre
modifiée par D’ajout de différents groupements : phosphates, pyrophosphates ou
diphosphoéthanolamines. Le noyau externe est beaucoup plus variable. Relié au noyau interne
dans la partie proximale et a I’antigéne O dans la partie distale, il est généralement composé
d’un nombre variable d’hexoses ordinaires comme le D-glucose, le D-galactose ou la D-

glucosamine.

c) L’antigéne O

L’antigene O est la partie externe non capsulaire des molécules de LPS, I’interface entre
la bactérie et le milieu extérieur. Il s’agit de la partie la plus variable des LPS qui caractérise
sérologiquement 1’espéce bactérienne, d’ou le nom « antigene ». D’un point de vue structural,
I’antigéne O est formé de la répétition (pouvant aller jusqu’a 50 fois) de plusieurs
polysaccharides appelés « chaines O ». Chacune de ces chaines O est le produit d’assemblage
de 1 a 8 monosaccharides dont plus d’une centaine ont été répertoriés jusqu’a présent
(homopolymeére ou hétéropolymeére). La composition en sucres des chaines O est de ce fait
extrémement variable. Il est également possible de retrouver des sous-unités non glucidiques a
la place des monosaccharides tels que des groupements O-acétyle, des acides lactiques ou

glycériques...

Ainsi, les antigenes O peuvent différer par leur composition en monosaccharides, leur
nombre de chaines O constitutives ainsi que par le mode de liaison de ces chaines O les unes
aux autres. Cette composition semble étre corrélée a I’environnement de la bactérie. Ainsi,
I’espece E. coli présente environ 170 sérotypes différents d’antigéne O. Quand il est présent
I’antigéne O agit comme un bouclier protecteur de la bactérie en tenant les potentielles
molécules délétéres a distance de la membrane (antibiotiques, agents antimicrobiens de
I’hote...). Cette fonction protectrice de I’antigéne O explique pourquoi les bactéries qui en sont
dépourvues sont moins viables. En effet, certaines bactéries peuvent étre porteuses de molécules

de LPS dépourvues d’antigéne O.
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I1.Endotoxémie et voies de detection des lipopolysaccharides

Pour diverses raisons les LPS peuvent passer les barriéres physiologiques de
I’organisme et conduire a une augmentation de I’endotoxémie (niveau sanguin de LPS). Les
bactéries ou leurs endotoxines sont directement reconnues comme des substances étrangéres et
provoquent une réponse inflammatoire, ¢’est-a-dire un ensemble de réactions biologiques
déclenchées par ’organisme comme un mécanisme de défense. Toutefois, une réponse

inflammatoire qui s’emballe peut malheureusement devenir pathologique (Cf chapitre 3).

Les LPS déclenchent une inflammation en agissant soit directement au niveau sanguin,
soit au niveau cellulaire. Ces deux voies d’activation ne sont bien siir pas mutuellement
exclusives. Pour ce qui est de I’action au niveau sanguin, les LPS peuvent activer la voie alterne
du systeme du complément ou encore entrainer des modifications de 1’hémostase, aboutissant
a une stimulation de la coagulation (production de thrombine,...). Au niveau cellulaire, les LPS
sont bien sOr détectés par les cellules immunitaires. Ils entrainent ainsi la production de
nombreuses molécules pro- et anti-inflammatoires telles que les cytokines ou les chimiokines.
Néanmoins, ils peuvent aussi étre repérés par d’autres types cellulaires tels que les cellules
endothéliales. La detection cellulaire des LPS étant la seule a étre étudiée dans ces travaux de

these, elle sera également la seule a étre détaillée dans cette partie (Deventer et al., 1990).

Pour générer une réponse inflammatoire cellulaire, les LPS doivent donc forcément étre
détectées par les cellules cibles. Pour cela, il existe principalement deux mécanismes. Le
premier est clairement établi et a été largement décrit, il s’agit du mécanisme dépendant du toll-
like receptor 4 (TLR4) et du myeloid differentiation factor 2 (MD-2). Ces deux protéines
forment le complexe de reconnaissance des LPS, le complexe TLR4/MD-2. Le deuxiéme
mécanisme n’a été découvert que plus récemment et concerne l’activation de protéases
intracellulaires portant le nom de « caspases ». Les paragraphes ci-dessous ne sont bien sdr pas
exhaustifs car les cascades de signalisation engendrees par la détection cellulaire des LPS est

d’une tres grande complexité.
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1. Présentation des lipopolysaccharides au complexe TLR4/MD-2

a) Prise en charge des lipopolysaccharides par les protéines LBP et CD14

Le complexe TLR4/MD-2 ne peut par lui-méme détecter les molécules de LPS et
requiert que celles-ci lui soient présentées. Cela est d’autant plus vrai que les LPS ne sont que
trés rarement retrouvées a 1’état libre dans la circulation sanguine. En effet, étant amphiphiles
mais principalement hydrophobes, les LPS circulants forment des agrégats micellaires ou sont
pris en charge par des lipoprotéines. Fort heureusement pour 1’hoéte, il existe des mécanismes
permettant la rencontre entre le complexe TLR4/MD-2 et les LPS. Parmi ces mécanismes, celui
faisant intervenir le cluster de différenciation (CD) 14 et la lipopolysaccharide binding protein
(LBP) joue un role-clé dans la réponse inflammatoire aux LPS (Schumann et al., 1990; Wright
etal., 1990).

Le CD14 est une glycoprotéine a la fois membranaire (mCD14) et soluble (sCD14). La
forme membranaire de 55 kDa est retrouvée a la surface des cellules de I’immunité. Il existe
deux types de formes solubles, une de 56 kDa directement sécrétée par les vésicules
intracellulaires et une de 48 kDa produite aprés clivage de la forme membranaire (Labeta et al.,
1993). Le CD14 est caractérisé par une conformation en fer a cheval qui constitue une poche
hydrophobe pour 1’accueil des LPS. Le mCD14 des cellules immunitaires permet une
interaction avec les LPS circulants et une présentation de 1’endotoxine capturée au complexe
TLR4/MD-2. En ce qui concerne les cellules non immunitaires qui ne possedent pas de mCD14,

c’est la forme soluble qui intervient.

La LBP est une protéine plasmatique d’environ 60 kDa. Protéine de la phase aigué de
la réponse inflammatoire, elle est synthétisée et sécrétée par le foie en réponse a des stimulations
cytokiniques telles que I’interleukine (IL)-6 et I’'IL-1p (Kirschning et al., 1997). Elle peut aussi
étre produite par d’autres tissus non hépatiques comme I’intestin (VVreugdenhil et al., 1999). En
cas d’infection, ses taux sanguins passent d’environ 5-10 pg/mL a 200 pug/mL en moins de 24
heures (Tobias et al., 1992). La LBP se fixe aux LPS avec une forte affinité (Tobias et al., 1989)
et la formation du complexe LBP/LPS permet ensuite aux molécules de LPS de s’associer au
CD14 (Hailman et al., 1994). L’albumine joue un rdle prépondérant lors de cet échange. Elle
se charge de protéger le lipide A hydrophobe lors de son passage dans la circulation sanguine
hydrophile depuis la LBP vers le CD14 (Gioannini et al., 2002).
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b) La formation extracellulaire du complexe TLR4/MD-2/LPS

Le récepteur TLR4 fait partie de la grande famille des toll-like receptors (TLRs) mise
en évidence pour la premiere fois chez les humains en 1997 (Medzhitov et al., 1997). Les TLRs
reconnaissent une variété de composants structuraux microbiens, aussi appelés motifs
moléculaires associés aux pathogenes (PAMPSs pour pathogen-associated molecular patterns).
Une telle reconnaissance par les TLRs entraine la production de médiateurs de I’inflammation

dont le but est d’éradiquer I’infection. Ces TLRs sont spécifiques des PAMPs qu’ils détectent.

Ainsi, le TLR4 est décrit comme le récepteur de reconnaissance des LPS (Poltorak et
al., 1998). Il est exprimé a la surface des cellules myéloides et d’autres cellules non
immunitaires comme les cellules de 1’épithélium intestinal ou encore les cellules endothéliales.
Comme le montre la Figure 6, le TLR4 est une protéine transmembranaire comprenant trois
parties : un domaine extracellulaire en forme de fer a cheval (forme caractéristique des TLRS),
une zone transmembranaire et un domaine intracellulaire appelé toll/IL-1 receptor (TIR) (Park
etal., 2009).

LPS

Domaine
extracellulaire

TLR4

Zone
transmembranaire

Domaine TIR
intracellulaire

Figure 6

Représentation schématique du complexe TLR4/MD-2/LPS

Représentation schématique du récepteur TLR4 apres dimérisation et donc aprés recrutement de la protéine MD-
2 associée a une molécule de LPS. La zone transmembranaire est représentée schématiquement. Figure adaptée
de : http://pdb101.rcsh.org/, le site internet de « protein data bank »

Abréviations : TIR — toll/IL-1 receptor ; TLR4 — toll-like receptor 4 ; MD-2 — myeloid differentiation factor 2 ;
LPS - lipopolysaccharides.
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Comme le montre la Figure 7, le scénario typique d’activation du TLR4 par les LPS
commence par une fixation de ces LPS sur la LBP circulante. Puis, ces LPS sont transférés au
niveau de la poche hydrophobe des protéines CD14. Par la suite, les CD14 présentent les LPS
au complexe TLR4/MD-2 avec encore une fois I’intervention nécessaire de 1’albumine pour

faciliter les échanges (Gioannini et al., 2005).

Pour ce faire, le CD14 s’associe tout d’abord avec la protéine MD-2 qui dispose aussi
d’une poche hydrophobe pour accueillir les molécules de LPS. Le complexe MD-2/LPS se fixe
ensuite sur le récepteur TLR4 membranaire. (Park et al., 2009). La structure du lipide A peut
moduler les interactions avec le complexe TLR4/MD-2 et faire fluctuer la réponse
inflammatoire (Ohto et al., 2012). L’association de la molécule de LPS avec MD-2 d’un c6té
et TLR4 de I’autre provoque une dimérisation du récepteur TLR4 membranaire (Resman et al.,

2009) ; cette dimérisation est a I’origine de son activation.

c) Voies de signalisations intracellulaires en réponse au complexe TLR4/MD-2/LPS

Le TLR4 est a I’interface entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire. Cette
position transmembranaire lui confére un réle de garde-fou. Son changement de conformation
apres fixation a des endotoxines bactériennes est un signal d’alerte pour les composants du
milieu intracellulaire qui travaillent ensuite en étroite collaboration afin de défendre non
seulement leur propre cellule mais également 1’ensemble des cellules de 1’organisme. En effet,
ces cascades de signalisation intracellulaires, décrites dans la Figure 7, aboutissent a la

libération de molécules pro- et anti-inflammatoires dont le but est de défendre I’hote.

La dimérisation du récepteur TLR4 facilite le recrutement de deux protéines sur les ses
domaines TIR intracellulaires. Il s’agit du myeloid differentiation factor 88 (MyD88) et du TIR-
domain-containing adaptor protein inducing interferon g (TRIF). Pour pouvoir se fixer sur les
domaines TIR, les protéines MyD88 et TRIF ont besoin d’adaptateurs spécifiques appelés
« protéines adaptatrices ». Il s’agit de MyD88 adaptor-like protein (MAL) et de TRIF-related
adaptor molecule (TRAM).

La fixation de MyD88 sur le complexe TLR4/MAL déclenche rapidement les
recrutements successifs des protéines interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK)

(Motshwene et al., 2009; Lin et al., 2010). S’ensuit alors la mise en route de la cascade de
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signalisation du TNF receptor associated factor (TRAF) 6. Cette réponse inflammatoire
dépendante de MyD88 aboutit rapidement a I’activation des facteurs de transcription nuclear
factor kB (NFxB) et activator protein-1 (AP-1) via des cascades de phosphorylations
dépendantes respectivement d’IkB kinases (IKK) et de mitogen-activated protein kinase
(MAPK). NFkB et AP-1 induisent ensuite 1’expression de génes codant pour des cytokines pro-

inflammatoires comme le tumor necrosis factor o. (TNFa), I’'IL-1p ou I’IL-6.

Lorsque la protéine MAL se dissocie du domaine TIR, cela aboutit a I’endocytose du
complexe TLR4/MD-2/LPS (Kagan et al., 2008). Cette internalisation permet le recrutement
des protéines TRAM et TRIF. La cascade de signalisation dépendante de TRIF aboutit soit a
I’activation un peu différée de TRAF6, soit au déclenchement de la voie dépendante de TRAF3.
Cette derniére est associée a une translocation intranucléaire du facteur de transcription
interferon regulatory factor 3 (IRF3) qui stimule a son tour la transcription de certains génes

tels que celui codant pour I’IL-10 ou encore ceux inductibles par I’interféron (IFN) de type 1.

d) Activation du récepteur TLR4 et interaction avec les protéines « raft »

Des travaux font référence a un autre facteur important gouvernant I’activation du TLR4
par les LPS ; il s’agit de microdomaines de la membrane plasmique appelés « raft » ou « radeau
lipidique » en francais. De par leur composition (riches en cholestérol et sphingolipides), ces
rafts sont plus rigides que la membrane plasmique, ce qui leur permet de « flotter », d’ou leur
nom ; une dynamique membranaire qui a notamment pour objectif de faciliter la rencontre des

molécules transportées (Lingwood & Simons, 2010).

Une fois activé, TLR4 migre vers les rafts membranaires contenant déja la protéine
CD14 (Triantafilou et al., 2004), ce qui favorise 1I’endocytose ou macropinocytose du complexe
TLR4/MD-2 (Zanoni et al., 2011). D’autres protéines des rafts sont capables d’interagir avec
le récepteur TLR4 et sont particulierement bien décrites par Pléciennikowska et ses
collaborateurs (Ptociennikowska et al., 2015).
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Figure 7

L’activation du récepteur TLR4 par les LPS

1. Formation du complexe extracellulaire TLR4/MD-2/LPS : la LBP se lie aux LPS circulants et les transferts au
CD14 membranaire. Les protéines CD14 et MD-2 se rapprochent (intérét des rafts), s’associent et s’échangent la
molécule de LPS. Le complexe MD-2/LPS se fixe sur le récepteur TLR4. 2. Cascade de signalisation dépendante
de MyD88 : la dimérisation du récepteur TLR4 permet le recrutement de MAL, MyD88 et IRAK au niveau des
domaines TIR intracellulaires, il s’en suit une cascade de signalisation via TRAF6. 3. Cascade de signalisation
dépendante de TRIF : I’endocytose du complexe TLR4/MD-2/LPS s’accompagne du recrutement de TRAM et
TRIF au niveau des domaines TIR puis I’activation de TRAF3 ou TRAF6. Figure adaptée de : Ptociennikowska
etal., 2015.

Abréviations : LPS — lipopolysaccharides ; CD14 — cluster de différenciation 14 ; MD-2 — myeloid differentiation
factor 2 ; TLR4 — toll-like receptor 4 ; MyD88 — myeloid differentiation factor 88 ; MAL — MyD88 adaptor-like
protein ; IRAK — interleukin-1 receptor-associated kinase ; TRIF — TIR-domain-containing adaptor protein
inducing interferon g ; TRAM — TRIF-related adaptor molecule ; TRAF6 — TNF receptor associated factor 6 ;
MAPK — mitogen-activated protein kinase ; AP-1 — activator protein-1 ; NF«B — nuclear factor kB ; TRAF3 —
TNF receptor associated factor 3 ; IKK — IxB kinase ; IRF3 — interferon regulatory factor 3.

51



Introduction — Les LPS

2. Voie indépendante du complexe TLR4/MD-2 : voie des caspases

Alors que les LPS étaient considérés comme étant exclusivement détectés au niveau
membranaire par le complexe TLR4/MD-2, des études récentes ont prouve qu’il existe une

deuxiéme voie de détection des endotoxines bactériennes : les caspases.

a) Les caspases intracellulaires

Le terme « caspase » vient de I’anglais « cysteine-dependent aspartate-specific
protease ». Il désigne un ensemble de protéases a cystéines ayant des fonctions essentielles en
terme de régulation de la mort cellulaire et de 1’inflammation. Ces enzymes reconnaissent des
séquences spécifiques d’acides aminés sur les protéines cibles et les hydrolysent en clivant le

coté C-terminal d’un résidu d’acide aspartique.

A T’heure actuelle, 13 caspases numérotées de 1 a 14 ont été identifiées (absence de la
caspase 13) dont douze sont exprimées chez ’Homme et onze chez la souris. La caspase 11
murine est I’homologue des caspases 4 et 5 humaines. Ces protéases ont été initialement
divisées en deux catégories, celles ayant un réle dans la mort cellulaire et celles ayant un réle
dans la réponse inflammatoire. Méme si de récentes découvertes montrent que la frontiere entre
ces deux fonctions n’est pas aussi nette, cette classification est encore utilisée a I’heure actuelle

(Galluzzi et al., 2016).

b) Caspases inflammatoires et lipopolysaccharides

La détection membranaire des LPS ainsi que la présence dans le compartiment
intracellulaire de signaux microbiens tels que des acides nucléiques ou des flagelles entrainent
I’assemblage des protéines de I’inflammasome et 1’activation de différentes caspases pro- ou
anti-inflammatoires par dimérisation. Chez les mammiféres il existe cing caspases
inflammatoires : les caspases 1, 4, 5, 11 et 12. Toutes ces protéases disposent d’un caspase-
associated recruitment domains (CARD) en N-terminal qui favorise leur recrutement et leur

activation au sein des inflammasomes (Martinon & Tschopp, 2007).
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La réponse inflammatoire déclenchée par I’activation de la caspase 1 est la mieux décrite
a I’heure actuelle. Elle permet de convertir les précurseurs cytokiniques, tels que la pro-1L-1
produite suite a 1’activation du récepteur TLR4, en leur homologue biologiquement actif. Il a
ainsi été montré que des souris déficientes en caspase 1 présentent un défaut de maturation des
cytokines (Li et al., 1995). En ce qui concerne la caspase 12, elle serait anti-inflammatoire via
notamment des capacités d’inactivation de la caspase 1 (Saleh et al., 2006) et de la voie NFxB
(Labbé et al., 2010).

L’organisme est capable de détecter des molécules de LPS cytosoliques par un
mécanisme indépendant du récepteur TLR4 faisant intervenir la caspase 11 ou ses orthologues
humains, les caspases 4 et 5 (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2013). Les effets pro-
inflammatoires de la caspase 11 ressemblent a ceux de la caspase 1 avec notamment une
activation des précurseurs cytokiniques tels que I’IL-1p (Wang et al., 1998) et I’induction de la
pyroptose cellulaire. Toutefois, celle-ci présente des caractéristiques supplémentaires étant
donné que sa dimérisation et donc son activation peut directement étre induite par sa liaison

avec les endotoxines bactériennes intracellulaires (Shi et al., 2014).

c) Le passage intracellulaire des lipopolysaccharides

La caspase 11 est donc une voie de détection des LPS indépendante de la détection
membranaire par le complexe TLR4/MD-2. Toutefois, cette reconnaissance cytosolique des
LPS implique forcément une entrée des endotoxines dans la cellule. Cependant, la plupart des
bactéries a Gram négatif montrées comme étant capables d’activer la caspase 11 ne sont pas
des bactéries cytosoliques (Rathinam et al., 2012; Kailasan Vanaja et al., 2014). Ainsi, si elles
ne pénétrent pas dans la cellule, par quels moyens les LPS présents a leur surface peuvent-ils

passer les membranes plasmiques ?

Trés récemment, des chercheurs ont émis I’hypothése selon laquelle les vésicules
présentes a la surface des bactéries seraient un moyen de transport des LPS dans le milieu
intracellulaire. La Figure 8 présente une photo de ces vésicules appelées outer membrane
vesicles (OMVs). Elles ne proviennent pas de la dégradation de la membrane bactérienne mais
sont volontairement produites par le micro-organisme (Ellis & Kuehn, 2010) en condition de
stress comme c’est le cas dans la circulation sanguine. De plus, ces vésicules sont connues pour

étre un moyen de communication entre les cellules bactériennes infectieuses et les cellules de
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I’héte infectées. Comme le schématise la Figure 9, les OMVs sont capables de délivrer les
molécules de LPS directement dans le cytosol (Kesty et al., 2004). Une diminution de la
quantit¢ d’OMVs par modification génétique des bactéries s’accompagne d’une activation

moindre de la caspase 11 (Vanaja et al., 2016).

Figure 8

Observation microscopique des OMVs d’une bactérie E. coli entérotoxique
Images obtenues par microscopie électronique deux heures aprés 1’inoculation intra-gastrique de la bactérie chez
des souris (Ellis & Kuehn, 2010).

Abréviations : OMVs — outer membrane vesicules ; E. coli — Escherichia coli.

La LBP, largement décrite comme un transporteur des LPS dans la circulation sanguine,
peut aussi contribuer au passage des LPS dans le cytoplasme (Figure 9). Des études ont mis en
avant une capacité de la LBP a s’intercaler dans la bicouche phospholipidique des membranes
plasmiques (Gutsmann et al., 2001). In vitro, la fixation de la LBP aux lipides membranaires
de macrophages humains est favorisée en présence de LPS et cela indépendamment de la
présence du CD14 ou du complexe TLR4/MD-2. La LBP pourrait alors participer a I’activation
de la réponse inflammatoire indépendante de TLR4 via 1’activation des protéines de
I’inflammasome. D’autant plus qu’une nette colocalisation cytosolique de la LBP et des LPS a

été observée (Kopp et al., 2016).
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Bactérie intracellulaire

Figure 9

Activation de la voie des caspases par les LPS

S’il s’agit d’une bactérie cytosolique, les LPS peuvent entrer avec la bactérie dans le milieu intracellulaire. Sinon,
ils emprunteraient des mécanismes faisant intervenir la LBP ou les OMVs bactériennes. Dans le cytoplasme les
LPS seront reconnus par les domaines CARD des caspases 4/5/11 inactives entrainant ainsi leur activation.
L’activation des caspases 4/5/11 conduit a la production de cytokines et a la mort cellulaire par pyroptose.

Abréviations : OMVs — outer membrane vesicles ; LPS — lipopolysaccharides ; LBP — LPS binding protein.
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I1l. Les endotoxines, notions de tolérance et d’«amorcage »
9

Le systeme immunitaire est donc capable de détecter la présence de signaux dangereux
pour I’hote, tels que les LPS. L’activation des cellules de I’'immunité engendre une réponse
inflammatoire vigoureuse et vitale afin de combattre 1’infection. Toutefois, ce processus doit
absolument étre finement régulé car une inflammation incontrdlée entraine de sérieuses
complications cliniques telles que les maladies auto-immunes, le sepsis, le choc septique, une
défaillance généralisée des organes et a terme le deces. Parmi les moyens de régulation de la
réponse inflammatoire, il y a bien slr toutes les voies anti-inflammatoires déclenchées en
parallele des voies pro-inflammatoires mais il y a aussi le phénomene de tolérance aux
endotoxines. Il faut toutefois rester prudent car la frontiére entre la tolérance aux endotoxines

et I’effet inverse d’« amorcage » de la réponse inflammatoire est minime.

1. La tolérance aux endotoxines

a) Notion de tolérance aux endotoxines

La notion de tolérance aux endotoxines a été rapportée pour la premiere fois par Paul
Beeson en 1947 (Beeson & Roberts, 1947). Il décrit une diminution progressive de la fiévre
induite par I’injection du vaccin typhoide chez des lapins, au fur et & mesure des injections ;
effet qui a tendance a disparaitre avec une augmentation du temps d’attente entre les injections.
Ce phénomeéne de tolérance aux endotoxines a également été observé chez des rats infusés de
facon continue avec des LPS par voie intraveineuse. Ils montrent que dans les premiéres heures
d’infusion (6 et 30 heures), les endotoxines provoquent une altération du métabolisme
glucidique mais que ces effets délétéres s’estompent au bout de 54 heures d’infusion (Lang &
Spitzer, 1987). Chez ’Homme, une injection IV de LPS tous les jours pendant 5 jours entraine
une atténuation de leurs effets pro- et anti-inflammatoires (Draisma et al., 2009). Finalement,
I’installation de la tolérance aux endotoxines est assez répandue en cas de pathologies
infectieuses et I’un des exemples les plus marquants est celui du sepsis (Lopez-Collazo & del
Fresno, 2013).
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Le sepsis est une pathologie extrémement complexe caractérisée par une inflammation
puissante et non contrélée en réponse a une infection bactérienne. Cette pathologie est qualifiée
de biphasique : une phase initiale de sur-inflammation, le syndrome de réponse inflammatoire
systémique ou SIRS, suivie d’une phase au cours de laquelle les cellules de I’immunité
deviennent réfractaires a initier une réponse inflammatoire, le syndrome de réponse anti-
inflammatoire compensatoire ou CARS. Malheureusement, méme si ce dernier a pour but de
réguler le statut inflammatoire de I’organisme, il est aussi a I’origine de nombreux déces par

non détection d’une nouvelle infection (Adib-Conquy & Cavaillon, 2009).

La tolérance aux endotoxines permet donc de canaliser la réponse inflammatoire et de
restreindre les dommages physiologiques mais peut aussi finir par représenter un risque non
négligeable. 1l existe de nombreux modéles précliniques et cliniques a la fois in vitro et in vivo
pour étudier les fondements de 1’installation de cette tolérance aux endotoxines (Biswas &
Lopez-Collazo, 2009). Cependant, a I’heure actuelle les mécanismes moléculaires sont encore

mal connus.

b) Les acteurs a I’origine de I’installation de la tolérance aux endotoxines

Plusieurs acteurs de la réponse inflammatoire participent a I’initiation de cette tolérance
aux endotoxines. C’est le cas par exemple du récepteur TLR4. En effet, la stimulation de
macrophages murins péritonéaux avec des LPS entraine une diminution de 1’expression du
récepteur TLR4 en surface de ces cellules. 1l en résulte une production cytokinique moindre
lors d’une seconde exposition aux LPS (Nomura et al., 2000). Toutefois, un tel phénoméne n’a
pas été observé sur des monocytes humains traités avec la méme dose de LPS (Medvedev et
al., 2002). La protéine MyD88 est elle aussi impliquée. Elle présente deux isoformes de tailles
différentes. La forme petite ou small MyD88 (MyD88s) est capable de se fixer sur le récepteur
TLR4 et de recruter les protéines IRAK mais est incapable d’initier les cascades de
signalisation. In vitro, I’administration de LPS induit MyD88s dans des cellules immunitaires
humaines en culture. Toutefois, in vivo, les niveaux de MyD88s dans des monocytes circulants
de donneurs sains ne sont que trés peu induits par un traitement avec des LPS (Janssens et al.,
2002; van ’t Veer et al., 2007).

Parmi les proteines de la signalisation intracellulaire, les protéines IRAK participent a

I’initiation du phénomeéne de tolérance. Leur perte d’activation liée a la surexpression de
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MyD88s dans les cellules tolérantes est de surcroit favorisée par la production de la protéine
IRAK-M, qui empéche les cascades de phosphorylation. IRAK-M est uniquement exprimée
dans les monocytes/macrophages, sa production est induite par la cytokine pro-inflammatoire
TNFa et est positivement corrélée avec la durée de la phase de tolérance aux endotoxines in
vivo (Kobayashi et al., 2002; van ’t Veer et al., 2007). Les cellules immunitaires « tolérantes »
présentent une surexpression de la protéine p50 NFxB et donc une augmentation de
I’homodimere p50/p50 inactif, au détriment de I’hétérodimére p50/p65 actif (Ziegler-
Heitbrock, 2001). La protéine SH-2 containing inositol phosphatase (SHIP) contribue aussi a
I’installation de la tolérance aux endotoxines. Il s’agit d’un inhibiteur de la voie de signalisation
dépendante de NFxB. Dans un modéle murin, I’expression de SHIP est induite par 1’activation
intracellulaire de MyD88 suite & un traitement avec des LPS. De plus, I’induction de son
expression intracellulaire est uniquement temporaire. Elle n’est quasiment plus perceptible trois
heures aprés le traitement de monocytes humains avec des LPS. Les niveaux de production de
SHIP et la durée de la tolérance aux LPS sont méme positivement corrélés chez la souris (Sly
et al., 2004; van ’t Veer et al., 2007).

Il a été montré que certains micro-ARN ou miR participent a 1’installation et a la
maintenance de la tolérance aux endotoxines (Quinn et al., 2012). Ces courts acides
ribonucleiques (ARN) sont capables de s’apparier a I’ARN messager (ARNmM) d’un gene cible
entrainant ainsi une répression traductionnelle ou encore la dégradation de cet ARN messager.
Ce sont donc des régulateurs post-transcriptionnels. Seul I’exemple de miR-146a sera ici
développé. miR-146a est produit par les cellules de I’immunité en réponse a une stimulation
par des LPS et a une visée plutdt anti-inflammatoire en inhibant les voies pro-inflammatoires
dépendantes d’IRAK et de TRAF6 (Taganov et al., 2006). La restimulation de cellules
prétraitées avec des molécules de LPS s’accompagne d’une production encore plus importante
de miR-146a en réponse aux LPS. La transfection de monocytes humains en culture avec miR-
146a mime les effets d’un état de tolérance et inversement, des cellules déficientes en miR-
146a ont une moindre réponse tolérogene a une stimulation par des LPS (Nahid et al., 2009). Il
y a bien siir d’autres données sur ce miR et sur les autres miR pouvant étre impliqués dans ce
phénomeéne de tolérance aux LPS, la revue de Quinn et ses collaborateurs en 2012 permet d’en

avoir un bon apercu (Quinn et al., 2012).
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2. L’amorcage initié par les endotoxines

Un premier contact avec des LPS peut amoindrir les effets délétéres d’un deuxiéme
contact impliquant ainsi une notion de tolérance. Cependant, dans certains cas, et notamment
quand la premiére dose de LPS est tres faible, il est possible d’observer I’effet inverse : c’est-
a-dire que le premier contact ne va pas atténuer les effets du deuxieme mais va au contraire les
potentialiser. C’est la notion d’amorgage. Il n’y a eu que trés peu d’études sur cet amorgage des
endotoxines aussi appelé Schwartzman-like reaction (Thomas & Good, 1952). Ainsi, a I’heure
actuelle il est encore tres difficile de comprendre I’origine de ce phénomene et surtout de
comprendre pourquoi une trés faible dose de LPS aboutit a cet effet potentialisateur et non a

I’effet tolérogéne décrit plus haut.

Ce phénomeéne d’amorgage est notamment mis en évidence dans des modeles murins.
Une premiére injection d’une faible dose de LPS conduit & une trés forte production de
cytokines pro-inflammatoires lors d’une seconde administration de LPS allant méme jusqu’a
augmenter significativement la mortalité des animaux (Heremans et al., 1990). La protéine
IRAK-1 serait impliquée dans ce phénoméne d’amorcage. En effet, en condition de faible
endotoxémie, cette protéine n’activerait pas la voie dépendante de NFkB mais une autre cascade
de signalisation, celle dépendante de CCAAT/enhancer-binding protein ¢ (C/EBP3) (Maitra et
al., 2011). La principale différence entre les deux voies réside dans le fait que NFkB est capable
de stimuler a la fois I’expression de geénes pro- et anti-inflammatoires alors que C/EBPS est
uniquement pro-inflammatoire. Ce phénomeéne d’amorcage parait aussi étre dépendant des
niveaux d’IL-10. En effet, la dose de LPS a injecter pour déclencher ce processus d’amorgage
est cent fois plus faible chez des souris déficientes en IL-10. De plus, I’injection d’IL-10 chez
des souris déficientes en IL-10 et chez des souris sauvages s’accompagne d’une résistance a

I’amorcage (Berg et al., 1995).

Tout cela montre donc que ’ampleur de la réponse inflammatoire engendrée par une
entrée de LPS au niveau systémique est pleinement dépendante du statut inflammatoire déja

présent.
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IV. Inactivation et élimination des lipopolysaccharides circulants

Fort heureusement pour 1’organisme, en plus des mécanismes déclencheurs
d’inflammation dont il a été question dans la partie précédente, il existe aussi des voies
d’inactivation et d’élimination des LPS. La neutralisation de 1’activité pro-inflammatoire des
LPS se fait principalement via leur transfert et fixation sur les lipoprotéines circulantes.
Cependant, les LPS sont des molécules amphiphiles avec une partie hydrophobe non
négligeable. Ainsi, comme c’est le cas pour 1’activation des voies pro-inflammatoires
(TLR4/MD-2 et caspases), 1’organisme a besoin de navettes permettant le transport des LPS
depuis la circulation sanguine vers la surface des différentes lipoprotéines. C’est la
qu’interviennent (ou ré-interviennent) les protéines membres de la famille lipid transfer / LBP
(LT/LBP). Apres avoir été inactivées, les endotoxines bactériennes sont ensuite évacuées et

quittent le milieu intérieur au niveau du foie par voie biliaire.

1. Neutralisation des LPS circulants par les lipoprotéines

a) Les lipoprotéines

La Figure 10 représente une lipoprotéine. Ce sont des complexes macromoléculaires qui
comme leur nom I’indique ont une structure hétérogéne constituée a la fois de composés
lipidiques et protéiques. Retrouvées dans la circulation sanguine, le but premier des
lipoprotéines est de transporter les composés lipidiques et hydrophobes a travers la circulation
sanguine hydrophile. Qu’il s’agisse de composés lipidiques alimentaires provenant de
I’absorption intestinale, ceux synthétisés par le foie ou encore ceux libérés par le tissu adipeux,
tous ont besoin de navettes sanguines protéiques leur permettant d’étre véhiculés entre les
differents organes. Parmi ces navettes, les lipoprotéines occupent une place prépondérante et
dans ce contexte, les protéines constitutives, aussi appelées apolipoprotéines, ont le role

indispensable de tensioactifs afin de créer I’émulsion nécessaire a la stabilité de la lipoprotéine.
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Triglycérides

Cholestérol
estérifié Apolipoprotéine
Phospholipides
Cholestérol

non estérifié

Figure 10

Représentation schématique d’une lipoprotéine circulante

Toutes les lipoprotéines ont une structure commune, elles sont toutes composées d’un noyau de lipides
hydrophobes (triglycérides et esters de cholestérol) entouré d’une coque de protéines (les apolipoprotéines) et de
lipides polaires (phospholipides et cholestérol libre). Source : http://www.servier.fr/smart/banque-dimages-
powerpoint.

Comme le décrit le Tableau 1, il existe cing grandes catégories de lipoprotéines qui
varient selon leur taille, leur composition en lipides, leurs apolipoprotéines majoritaires, leurs
fonctions et leur densité. C’est selon ce dernier critére, la densité, que les différentes
lipoprotéines sont généralement classées. 1l y a, par ordre croissant, les chylomicrons (CM), les
very low density lipoproteins (VLDL), les intermediate density lipoproteins (IDL), les low
density lipoproteins (LDL) et les high density lipoproteins (HDL). Toutes ces lipoprotéines ont
une structure commune, elles sont toutes composées d’un noyau de lipides hydrophobes
(triglycérides et esters de cholestérol) entouré d’une coque de protéines et de lipides polaires
(phospholipides et cholestérol libre). En plus de participer activement a la stabilité de ce
complexe macromoléculaire, les apolipoprotéines contribuent également a son métabolisme.
En effet, elles présentent des structures spécifiques pouvant étre reconnues par les récepteurs

des cellules cibles et facilitent ainsi I’interaction lipoprotéine / cellule.
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Tableau 1

Récapitulatif des principales caractéristiques des lipoprotéines
(Thaxton et al., 2016)

Abréviations : VLDL — very low density lipoproteins ; IDL — intermediate density lipoproteins ; LDL — low density
lipoproteins ; HDL — high density lipoproteins.

Chylomicrons 80-1200 B-48, A-l, A-ll, C, E <0,95 Transport des lipides alimentaires

VLDL 35-80 B-100,C, E 0,95 -1,006 Transport des lipides depuis le foie

IDL 27-30 B-100, C, E 1,006 —1,019 Transport des lipides depuis le foie

LDL 22-27 B-100 1,019-1,063 Distribution des lipides dans les tissus
périphériques

HDL 7-13 A-l, A-ll, C, E 1,063-1,25 Récupération du cholestérol dans les

tissus périphériques

b) Le métabolisme des lipoprotéines

Le métabolisme des lipoprotéines est illustré dans la Figure 11. Les CM sont les
lipoprotéines les plus larges en taille. Elles sont produites par I’intestin a partir des lipides
alimentaires. La formation entérocytaire des CM se fait selon un mécanisme complexe qui ne
sera pas detaillé ici (Ramasamy, 2014). Ils transportent les triglycérides (TG) alimentaires
depuis D’intestin jusqu’aux différents organes utilisateurs. Au niveau de ces organes, la
lipoprotéine lipase (LPL) est I’enzyme responsable de 1’hydrolyse des TG présents sur les
lipoprotéines afin de permettre leur passage intracellulaire. Les remnants de CM (ce qui reste
des CM aprés hydrolyse des TG constitutifs) ont une demi-vie courte dans la circulation
sanguine, de I’ordre de quelques minutes, car ils sont rapidement éliminés au niveau du foie

(Cooper, 1992).

Sécrétés par les hépatocytes, les VLDL sont synthétisés principalement a partir des
acides gras libres (AGL) présents dans la circulation sanguine et des lipides endogénes issus de
la lipogenése de novo hépatique. De méme que pour les CM, la production hépatique des VLDL
nécessite de nombreuses étapes qui ne seront pas explicitées dans cette étude bibliographique
(Ramasamy, 2014). Comme les CM, les VLDL distribuent aussi les TG qu’ils contiennent vers
les tissus périphériques sous 1’action de la LPL. Plus la proportion de lipides contenus dans une
lipoprotéine est faible par rapport a la proportion de protéines, plus la densité de cette
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lipoprotéine augmente. Ainsi, les VLDL deviennent des IDL, puis des LDL qui sont ensuite

recaptés par le foie ou ils sont a nouveau chargés en composes lipidiques.

Les HDL immatures sont formés au niveau des tissus périphériques, acquierent leur
maturité en fixant des composés lipidiques tels que le cholestérol, puis sont captés par le foie.
11 s’agit du transport inverse du cholestérol. Au niveau hépatique, le cholestérol contenu dans
les HDL est soit redistribué¢ dans les LDL, soit ¢liminé. Ainsi, a I’inverse des LDL qui
distribuent le cholestérol du foie vers les organes périphériques, les HDL ramenent le

cholestérol depuis ces organes périphériques vers le foie.

o Intestin LPL
Lipides 5 Chylomicrons Remnarlts de
alimentaires \ chylomicrons

7 l N
Cholestérol Cholestérol LPL
\ \ AGL / HL
/ B HDL / \ Tissus
Acides biligires K f}/_; périphériques

) LPL
— VLDL > DL > LDL
LPL | HL

Figure 11

Vue d’ensemble du métabolisme des différentes lipoprotéines

Les chylomicrons produits par I’intestin distribuent les lipides alimentaires dans différents tissus, puis les remnants
de chylomicrons sont captés par le foie. Les VLDL produits par le foie contiennent des composés lipidiques (dont
le cholestérol alimentaire et synthétisé de novo) qu’ils distribuent dans les tissus périphériques, ils deviennent ainsi
des IDL, puis des LDL qui repartent dans le foie. Les HDL sont produits dans les tissus, ils se chargent en
cholestérol pour le ramener vers le foie. Le cholestérol sera ainsi soit réutilisé, soit éliminé par voie biliaire. C’est
le transport inverse du cholestérol. Figure adaptée de : www.accessmedecine.com, Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 12éme edition.

Abréviations : LPL — lipoprotéine lipase ; HL — lipase hépatique ; AGL — acides gras libres ; VLDL — very low
density lipoproteins ; IDL — intermediate density lipoproteins ; LDL — low density lipoproteins ; HDL — high
density lipoproteins.
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¢) L’inactivation des lipopolysaccharides par les lipoprotéines

Des études ont montré que chacune des classes de lipoprotéines est capable de se lier
aux LPS et de les neutraliser (Harris et al., 1990; Emancipator et al., 1992). Toutefois, les LPS
ne se lient pas a toutes les lipoprotéines avec la méme affinité et ont une Iégére préférence pour
les HDL. En effet, I’incubation de LPS avec du sang humain aboutit a une fixation d’environ
60% sur les HDL contre 25% pour les LDL et seulement 12% pour les VLDL (Levels et al.,
2001). Cette capacité d’inactivation des molécules de LPS par les lipoprotéines est aussi
fonction du type de LPS en présence et notamment de la conformation du lipide A (Sprong et
al., 2004). En effet, la capacité d’inactivation des lipoprotéines se fait via des modifications

structurales de la portion endotoxique des LPS, le lipide A (Brandenburg et al., 2002).

Les LPS associés aux lipoprotéines sont des LPS neutralisés dont le pouvoir pro-
inflammatoire est inactivé. En effet, comparés aux LPS libres, les LPS ainsi fixés se lient moins
facilement a la surface des cellules de I’immunité (Cavaillon et al., 1990) et leur clairance est
augmentée (Sewnath et al., 2000). Cela n’est pas sans conséquence d’un point de vue
physiologique. En effet, chez des sujets en sepsis, les concentrations plasmatiques en cytokines
pro-inflammatoires telles que I’'IL-6 ou le TNFa sont inversement corrélées avec la
concentration plasmatique en HDL (Chien et al., 2005). De plus, les conséquences déléteres
d’une injection de LPS sont plus marquées chez des sujets avec un faible taux de HDL sanguins
(Birjmohun et al., 2007). Cette neutralisation des LPS par les lipoprotéines circulantes
s’accompagne aussi d’un meilleur taux de survie chez des souris ayant recu une injection de
LPS (Harris et al., 1990). Il a d’ailleurs été montré que les souris déficientes en récepteur aux
LDL (LDL-R), connues pour avoir plus de LDL et IDL circulantes, sont protégées de 1’effet
létal d’une forte endotoxémie (Netea et al., 1996). Le sepsis fait partie des complications
pouvant survenir aprés une chirurgie cardiaque avec arrét cardiorespiratoire. Un faible taux de
cholestérol préopératoire apparait comme étant un facteur de risque d’apparition de cette
complication mortelle (Lagrost et al., 2014). Ces études témoignent donc d’un lien avéré entre
lipoprotéines circulantes et régulation de 1’inflammation (Rauchhaus et al., 2000) et remettent

en question le rdle originel des lipoprotéines.
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d) Prise en charge par les membres de la famille LT/LBP

Les LPS sont des molécules amphiphiles ayant besoin de navettes pour pouvoir se fixer
sur les lipoprotéines. Dans la circulation sanguine, ce sont principalement les protéines
membres de la famille LT/LBP qui Sont en charge d’un tel transfert. Cette famille est constituée
de la bactericidal permeability increasing protein (BPI), de la LBP, de la cholesteryl ester
transfer protein (CETP) et de la plasma phospholipid transfer protein (PLTP). Les principaux
points communs dans cette famille : i) une homologie de structure avec une représentation
tridimensionnelle de la protéine en forme de boomerang créant une sorte de poche pour la
fixation des lipides (Beamer et al., 1997), ii) une capacité de fixation et de transfert de composés
lipidiques ou lipophiles et iii) une implication dans le métabolisme des LPS. Le Tableau 2 ci-
dessous résume les fonctions de chacune de ces protéines vis-a-vis des LPS circulants. Parmi
ces protéines, seules deux ont une capacité de transfert avérée des LPS sur les lipoprotéines, la

LBP et la PLTP. Leur description sera donc davantage détaillée ci-apres.

Tableau 2

Fonctions des protéines de la famille LT/LBP dans le métabolisme des LPS
Tableau réalisé au sein de 1’équipe LIPNESS (L. Lagrost) du centre de recherche INSERM UMRS866.

Abréviations : LPS — lipopolysaccharides ; CD14 - Cluster de différenciation 14 ; TLR4 — Toll-like receptor 4 ;
LBP — Lipopolysaccharide binding protein ; BPI — Bactericidal permeability increasing protein ; CETP —
Cholesteryl ester transfer protein ; PLTP — Plasma phospholipid transfer protein.
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La BPI est une protéine de 55 kDa majoritairement localisée a la surface des cellules de
I’immunité et possédant une activité bactéricide. Elle se lie aux bactéries via leurs LPS
membranaires, les déstabilise et augmente leur mortalité (Weiss et al., 1984). Il a ainsi été
montré que la BPI avait des effets protecteurs vis-a-vis de 1’endotoxémie (Alexander et al.,
2004). La CETP est une protéine plasmatique d’environ 53 kDa fortement impliquée dans les
échanges lipidiques entre les différentes fractions lipoprotéiques (Lagrost, 1994). De tous les
membres de la famille LT/LBP, la CETP semble étre la protéine la moins impliquée dans le
métabolisme des LPS. Si aucune action directe sur les endotoxines n’est ¢tablie a 1’heure
actuelle, elle semble en revanche impacter leur métabolisme de fagon détournée, en diminuant
la durée de vie des HDL circulants ou en diminuant I’expression de TLR4 (Collet et al., 1999;
Venancio et al., 2016). De plus, les souris humanisées pour la CETP sont plus résistantes a une
injection de LPS (Cazita et al., 2008). La LBP a déja été décrite dans la partie précédente pour
sa capacité a présenter les LPS au CD14 et donc pour son activité pro-inflammatoire. Toutefois,
la LBP peut également exercer une fonction anti-inflammatoire en favorisant le transfert des
LPS circulants sur les lipoprotéines. Gutsmann et ses collaborateurs ont montré en 2001 que la
concentration plasmatique en LBP était le critére déterminant de son type d’activité ; a faible
concentration, elle est plutot pro-inflammatoire et inversement (Gutsmann et al., 2001). Ainsi,
I’induction de sa production hépatique en cas d’infection est associée a une prépondérance de

son activite anti-inflammatoire (Schumann et al., 1996).

La PLTP est une protéine ubiquitaire de 81 kDa initialement décrite pour sa capacité a
transférer les phospholipides depuis les lipoprotéines riches en TG (CM, VLDL, IDL et LDL)
vers les HDL. Elle modifie ainsi la composition, la structure et de ce fait les propriétés
biologiques des HDL (Lagrost et al., 1998). Elle a été largement étudiée dans un contexte
d’athérosclérose et de maladies cardio-vasculaires. Toutefois, en plus de transférer des
phospholipides, la PLTP sert également de navette a toute une panoplie de composés
amphipathiques tels que les diacylglycérol (DAG) (Rao et al., 1997), la vitamine E (Desrumaux
et al., 1999) ou encore les LPS. In vitro la PLTP et la LBP sont toutes deux capables de
transférer les LPS vers les lipoprotéines, toutefois la PLTP n’est pas capable de présenter les
LPS au CD14 et n’a donc pas de versant pro-inflammatoire (Hailman et al., 1996; Vesy et al.,
2000). De plus, des souris déficientes en PLTP (PLTP knockout ou PLTP KO) sont davantage

sensibles a une injection de LPS : moindre association des LPS aux HDL, clairance ralentie des
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LPS, production accrue de cytokines pro-inflammatoires et augmentation significative de la
mortalité (Gautier et al., 2008). Les souris déficientes en PLTP présentent donc une

neutralisation moindre des endotoxines bactériennes au niveau circulant.

2. Les voies de détoxification des endotoxines bactériennes

a) Transport inverse des lipopolysaccharides, réle de la voie hépato-biliaire

Des ¢études assez anciennes montrent que 1’inactivation plasmatique des LPS est
réversible (Rudbach et al., 1966; Rudbach & Johnson, 1966). Il parait donc indispensable
d’éliminer de la circulation sanguine les LPS méme inactivés. La clairance des LPS de
I’organisme présente de nombreuses similitudes avec celle du cholestérol : implication de la
PLTP et de la CETP, prise en charge par les HDL circulants, élimination par le foie... Ainsi,
par analogie avec le transport inverse du cholestérol, les voies d’élimination des LPS peuvent
étre nommeées « transport inverse des LPS » (Gautier & Lagrost, 2011). Les lipoprotéines se
chargent en LPS et les transportent ensuite vers le foie (Mathison & Ulevitch, 1979) ou ils
subissent des modifications de structure avant d’étre éliminés par voie biliaire. Chez les rats,
des LPS injectés par voie intraveineuse atteignent rapidement le foie : d’abord les cellules de
Kupffer (les macrophages résidents du foie), puis les hépatocytes et enfin la bile (Freudenberg
et al., 1982; Mimura et al., 1995). 1l s’agit donc d’une élimination hépato-biliaire. A 1’heure
actuelle, les mécanismes permettant le retour des complexes lipoprotéines-LPS ainsi que le
devenir exact des LPS dans les cellules hépatiques sont encore mal connus et il reste beaucoup

de questions auxquelles il faut encore trouver des réponses.

La clairance des complexes CM-LPS fait intervenir le LDL-R et le LDL-R related
protein (LRP). L’augmentation de 1’expression du LDL-R entraine une augmentation de LPS
radio-marqués dans les endosomes hépatiques alors que 1’augmentation de 1’expression de LRP
induit une plus forte excrétion biliaire des LPS radio-marquées (Harris et al., 2002). Lorsque
les LPS arrivent dans les cellules de Kupffer, leurs lipides A sont déacylés par | 'acyloxyacyl
hydrolase (AOAH), ce qui réduit leur pouvoir endotoxique (Shao et al., 2007). Les LPS
déacylés sont ensuite excrétés via la bile dans la lumiére intestinale (Maitra et al., 1981). In

vitro, les acides biliaires exercent une forte action détergente sur les LPS. lls modifient leur
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conformation structurale de fagon dose dépendante et suppriment ainsi la majeure partie de leur
capacité pro-inflammatoire (Stéphane Mandard, communication personnelle).

b) Autres voies de neutralisation/détoxification des lipopolysaccharides circulants

Dans I’organisme, la voie de détoxification majoritaire des LPS circulants est celle
qualifiée de « transport inverse des LPS », cependant il existe également d’autres voies moins
prépondérantes. L’enzyme AOAH n’est pas seulement exprimée dans les cellules de Kupffer
hépatiques. Elle est aussi retrouvée au niveau plasmatique dans les cellules de I’'immunité et
peut ainsi réduire le pouvoir endotoxique des LPS présents dans la circulation (Lu & Munford,
2011). Ce processus de déacylation ne semble pas étre dépendant du récepteur TLR4 in vitro
(Munford & Hall, 1985) mais cela est plus controverse in vivo étant donné que la déacylation
des LPS circulants est plus lente chez des souris déficientes en TLR4 (Lu & Munford, 2011).
Une autre enzyme, la phosphatase alcaline intestinale (1AP), a été décrite comme jouant un réle
prépondérant dans la neutralisation des LPS (Bates et al.,, 2007). D’un point de vue
mécanistique, elle inactive les LPS en déphosphorylant le lipide A (Poelstra et al., 1997).
D’autres protéines telles que la serum amyloid A, les collectines ou la BPI sont aussi des

protéines capables de se fixer aux LPS et de les neutraliser (Chaby, 2004).
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Chapitre 2
Le glucagon-like peptide 1
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I. Le GLP-1, ses origines et sa provenance

1. 1l était une fois une incrétine

Dans le monde des découvertes scientifiques médicales, ¢’est bien souvent la réalisation
d’un constat biologique qui suscite I’intérét général et déclenche toute une panoplie de
recherches visant a expliciter ce constat. La découverte du GLP-1 n’a pas dérogé a cette régle.
En effet, le GLP-1 est une hormone principalement produite par I’intestin dont les effets
biologiques ont été décrits avant méme de savoir que le GLP-1 en était a 1’origine ; il s’agit de

I’effet « incrétine ». Avant de rentrer dans le vif du sujet, qu’en est-il du contexte historique ?

a) Mais qu’est-ce qu’une hormone ?

La découverte de la premiére hormone et par la méme I’introduction du terme
« hormone » remonte au tout début du 20°™ siécle avec les recherches des physiologistes
anglais W.M. Bayliss (1860-1924) et E.H. Starling (1866-1927) mettant en évidence la
« sécrétine » (Bayliss & Starling, 1902). Ils montrent que I’infusion de composés acides dans
une anse jéjunale isolée et dénervée d’un chien anesthésié aboutit a des sécrétions exocrines par
le pancréas préalablement dénervé. Ces deux organes n’étant reliés au reste de I’organisme que
par les vaisseaux sanguins, ils en déduisent I’existence d’un phénoméne chimique « Then it
must be a chemical reflex », Starling, 1902. Ce composé chimique en provenance de I’intestin
est capable d’agir sur le pancréas via la circulation sanguine. C’est ainsi que le terme
d’«hormone » sera pour la premiére fois introduit en 1905 par E.H. Starling. Provenant du grec
« dpudv » et signifiant « mettre en mouvement, diriger, exciter », les hormones sont
premiérement définies comme des messagers chimiques devant étre transportes par le biais de
la circulation sanguine depuis 1’organe ou ils sont produits jusqu’a I’organe qu’ils affectent

(Hirst, 2004).

b) De la découverte des hormones a celle des incrétines

Inspirés par cette découverte, le biochimiste anglais B. Moore (1867-1922) et ses

collaborateurs préparent, a partir d’intestins de cochons, ce qu’ils appellent « I’extrait de
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membrane duodénale ». Ils constatent que I’administration par voie orale de cette mixture induit
une diminution de la glucosurie chez trois patients diabétiques. IIs font ainsi I’hypothése que,
comme le pancréas exocrine, le pancréas endocrine peut possiblement lui aussi étre régulé par
une hormone intestinale (Moore, 1906). Cette étude préliminaire a été confirmée en 1929 par
Zunz et La Barre. Ces derniers relient la veine pancréatique d’un chien « donneur » a la veine
jugulaire d’un chien « receveur ». lIs injectent « I’extrait intestinal » au chien « donneur » et
observent une forte diminution de la glycémie du chien « receveur ». Celui-ci ne recevant que
le contenu de la veine pancréatique du chien « donneur », ils en déduisent une action de
« I’extrait intestinal » sur le pancréas endocrine. Une année plus tard, en 1930, La Barre et Still
affirment avoir réussi a isoler un composé responsable de la diminution de la glycémie via une
action sur le pancréas endocrine et font I’hypothése que cette action consiste en une
augmentation de la sécrétion d’insuline. C’est ainsi que La Barre introduit pour la premiére fois
le nom d’« incrétine » en 1932 pour « INtestine seCRETion INsulin ». Selon lui, I’incrétine
serait donc le composé de « I’extrait intestinal » capable d’induire une diminution de la

glycémie sans agir sur le pancréas exocrine (Creutzfeldt, 2005).

c) L’effet incrétine

Les recherches sur les incrétines se sont arrétées pendant plus de 20 ans du fait du
contexte de guerre et d’une remise en question scientifique quant a I’existence de ces molécules.
Les progres en biochimie des peptides des années 1960 (techniques de purification et dosages
par radio-immunologie) ont ravivé I’engouement pour les incrétines. La premiere découverte
qui en a découlé a été faite presque simultanément par deux équipes de recherche et portera le
nom d’ « effet incrétine » : une dose de glucose administrée par voie orale stimule davantage la
sécrétion d’insuline que la méme dose de glucose administrée par voie intraveineuse (Mcintyre
et al., 1964; Elrick et al., 1964). Certains ont méme estimé que les facteurs gastro-intestinaux
expliqueraient 50 % de 1’insuline sécrétée aprés une administration orale de glucose (Perley &
Kipnis, 1967). Une incrétine est définie selon trois criteres : i) hormone produite par les cellules
entéroendocrines (EEC) intestinales apres I’ingestion de nutriments et en particulier de glucose,
i) hormone circulante stimulant la sécrétion d’insuline a une concentration physiologique et
enfin, iii) hormone stimulant la sécrétion d’insuline uniquement en présence de glucose
(Creutzfeldt, 2005).
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d) Et les responsables sont...

L’effet incrétine a donc été prouvé, quantifié et précisément défini, toutefois il faudra
attendre les années 1970 pour découvrir les hormones qui en sont responsables. La premiere
hormone décrite comme répondant a tous les critéres a été le glucose-dependent insulinotropic
polypeptide (GIP) (Dupre et al., 1973). Méme si le GIP était le candidat parfait, il s’est avéré
que I’effet incrétine de « I’extrait intestinal » persistait méme en I’absence de GIP, suggérant
ainsi ’existence d’une deuxiéme incrétine (Ebert et al., 1983). C’est ainsi que le GLP-1 et sa
capacité a stimuler la sécrétion d’insuline ont vu le jour en 1985 (Schmidt et al., 1985). Ce
peptide intestinal a été identifié par clonage et caractérisation du gene codant pour le
proglucagon. Son homologie de séquence et de régulation avec une autre hormone également
codée par ce geéne, le glucagon, lui a d’ailleurs valu le nom de glucagon-like peptide. Plusieurs
équipes de recherche ont ensuite confirmé 1’effet insulinotropique de cette hormone (Drucker
et al., 1987; Kreymann et al., 1987), marquant ainsi la naissance de nombreux traitements
antidiabétiques novateurs basés sur le fonctionnement biologique de cette nouvelle incrétine, le
GLP-1.

2. Un descendant du proglucagon

Le GLP-1 et le glucagon sont codés par le méme géne Gcg dans les cellules L
intestinales et les cellules o pancréatiques respectivement. Le géne Gcg donne naissance au
méme ARN messager dans les deux types cellulaires, il code pour un peptide appelé
préproglucagon (Figure 12) qui, apres retrait du peptide signal (PS) devient le proglucagon (160
acides aminés). Les modifications post-traductionnelles du proglucagon aboutissent a la
production de différents peptides actifs comprenant notamment le glucagon et le GLP-1
(Mojsov et al., 1986). A la méme période, il est decouvert que le géne Gcg et le GLP-1 sont
retrouvés dans une moindre mesure au niveau de cellules cérébrales (Han et al., 1986). Comme
le montre la Figure 12, la maturation protéolytique du proglucagon dépend de 1’enzyme
majoritairement active dans I’organe considéré. Dans le cerveau et les cellules L intestinales, la
prohormone convertase 1/3 (PC1/3) domine et conduit a la formation du GLP-1, du glucagon-
like peptide 2 (GLP-2), de I’oxyntomoduline, de I’intervening peptide 2 (IP2) et de la glicentine.
Dans les cellules a pancréatiques, 1’activité protéolytique de la PC2 domine et donne naissance

au glucagon, au glicentin-related pancreatic polypeptide (GRPP), a I’intervening peptide 1
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(IP1) et au major proglucagon fragment (MPGF). Dans certaines conditions, le fragment
MPGF pancréatique peut étre clivé et aboutir & une production pancreatique de GLP-1. La
régulation transcriptionnelle du gene Gcg dépend aussi de 1’organe considéré (Sandoval &
D’Alessio, 2015).

Préproglucagon PS IGRPP I Glucagon ] IP1 ) GLP-1 W GLP-2 '
Proglucagon (LeRPP | Glucagon | IP1 | GLP-1 |2, | GLP-2 j
=)

Pcz/ \PClB

“ Glucagon ] 0 GLP-1 )

” GRPP I GLP-2 |

n IP1 ] (LGlucagon ] IP1 ) Oxyntomoduline

MPGF l GLP-1 w GLP-2 W
IGRPP I Gluca%M 1P1 )Glicentine

Cellules a

Figure 12

Modifications post-traductionnelles du proglucagon

Le gene préproglucagon code pour le peptide du méme nom hydrolysé en proglucagon, un peptide de 160 acides
aminés. La maturation protéolytique du proglucagon est différente selon les organes et 1’enzyme protéolytique
dominante. Dans les cellules a pancréatiques, PC2 donne naissance au glucagon, au GRPP, a I’'lP1 et au MPGF.
Dans les cellules L intestinales et dans les neurones du systéme nerveux central, ’activité de PC1/3 domine, elle
clive le proglucagon en GLP-1, GLP-2, oxyntomoduline, glicentine et IP2 (Sandoval & D’Alessio, 2015).

Abréviations : PC2 — prohormone convertase 2 ; GRPP — glicentin-related pancreatic polypeptide ; IP —
intervening peptide ; MPGF — major proglucagon fragment ; PC1/3 — prohormone convertase 1/3 ; GLP —
glucagon-like peptide.

3. Lieu de production principal : les cellules L entéroendocrines

Le GLP-1 est une hormone majoritairement produite et sécrétée par 1’intestin mais étant
¢galement retrouvée dans les cellules o pancréatiques et dans le cerveau. Ces travaux de these
ne portant pas sur I’axe cérébral, la production de GLP-1 dans le cerveau ne sera pas détaillée

ci-dessous.
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a) Les cellules entéroendocrines

L’intestin est considéré comme I’organe endocrine le plus important de 1’organisme du
fait de la grande quantité et diversité d’hormones qu’il produit. Les cellules productrices, les
EEC, sont dispersées au sein de I’épithélium intestinal et ne représentent que 1% de la
population cellulaire de cet épithélium. Il en existe plusieurs sous-types différents nommés et
classés en fonction de leur morphologie et des hormones synthétisées (Sjélund et al., 1983).
Toutes ces cellules dérivent des mémes cellules souches intestinales et se différencient ensuite
(Schonhoff et al., 2004). Toutefois, il semblerait que les frontiéres entre les différents sous-
types ne soient pas aussi bien délimitées que cela 1’a été initialement présumé. En effet, une
étude de 2003 réalisée sur des intestins de rats, de porcs et d’humains, démontre par
immunohistochimie que le GLP-1 est cellulairement colocalisé dans 92% des cas avec une autre
hormone gastro-intestinale, soit le GIP, soit le peptide tyrosine-tyrosine (PYY). Dans I’intestin
gréle, 55 a 75% des cellules marquées présentent le double marquage GIP / GLP-1 (Mortensen
et al., 2003). Une étude plus récente met en avant un fort chevauchement phénotypique des
EEC présentes dans la partie proximale de I’intestin. La plupart des cellules L de cette zone
contiennent une autre hormone en plus du GLP-1 : cholécystokinine, GIP ou PYY (Habib et
al., 2012).

b) Les cellules entéroendocrines productrices de GLP-1 : les cellules L

Les cellules L entéroendocrines sont directement concernées par ces travaux de thése
dans la mesure ou elles sont a 1’origine de la production intestinale du GLP-1. Elles sont
disséminées selon un gradient ascendant le long de I’intestin et sont donc principalement
présentes dans la partie distale (Eissele et al., 1992). Le nom de cellules « L » n’est pas di a
leur forme qui pourrait étre assimilée a un « L » mais a la taille de leurs vésicules de sécrétion :
« large ». Localisées au sein de 1’épithélium intestinal, la morphologie de ces cellules varie en
fonction de leur localisation. Elles présentent d’une maniére générale une forme de flasque
(triangulaire) sauf dans le c6lon ou leur forme devient un peu plus sigmoidale. Elles disposent
d’un long pseudopode cytoplasmique au niveau basal qui s’insére en dessous des cellules
épithéliales avoisinantes, comme pour directement détecter les nutriments absorbés. Au niveau
apical, le contact avec la lumiére intestinale est faible mais elles disposent de villosités leur

permettant de détecter le contenu de la lumiere intestinale (Bohorquez et al., 2011).
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4. Production de GLP-1 par les cellules a pancréatiques

Dans les cellules a pancréatiques, c’est ’enzyme PC2 qui prend le relais de la PC1/3
intestinale pour cliver le proglucagon et aboutir & la formation du glucagon. Il est ainsi
clairement établi que le clivage du proglucagon pancréatique n’engendre pas la formation de
I’incrétine GLP-1. Toutefois, la protéase PC1/3 est exprimée dans les cellules o pancréatiques.
Méme si son expression est considérablement plus faible que celle de PC2, cela laisse présumer
une possible production de GLP-1. De plus, une sécretion de ce dernier par des cellules a
pancréatiques en culture a déja été observée en réponse a une stimulation avec du glucose
(Whalley et al., 2011). Ces travaux in vitro sur des lignées de cellules immortalisées ont été
confirmés par ’utilisation d’ilots de Langerhans isolés a la fois humains et murins (Hansen et

al., 2011a; Marchetti et al., 2012).

L’expression de PC1/3 dans les cellules a serait stimulée lors d’un stress ou d’un besoin
de régénération des cellules  productrices d’insuline (Kilimnik et al., 2010; Whalley et al.,
2011). En effet, le GLP-1 produit dans les cellules o pancréatiques est capable d’exercer un
effet insulinotropique paracrine (Marchetti et al., 2012), de stimuler la prolifération et la
régénération des cellules B (Kilimnik et al., 2010) ainsi que de promouvoir leur survie en cas
de dommages et stress inflammatoire par exemple (Huang et al., 2015). Cette augmentation
locale de GLP-1 dans les cellules a viendrait donc promouvoir la fonctionnalité des cellules 8
lorsque cela s’aveére nécessaire ; une sorte de systéme adaptatif de protection en réponse a des

conditions environnementales difficiles pour les cellules (Fava et al., 2016).
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I1.La sécrétion du GLP-1, un véritable casse-téte

Etudier les voies de sécrétion du GLP-1, en connaitre les agents sécrétagogues,
découvrir les mécanismes moléculaires qui en sont a 1’origine... Ce sont tous d’intéressants
challenges a relever, d’une part du point de vue de la curiosité scientifique mais surtout d’un
point de vue clinique et thérapeutique. En tant qu’incrétine, le GLP-1 dispose de propriétés
insulinotropiques et suscite un intérét majeur dans le domaine de la diabétologie. Les cellules
L entéroendocrines ne représentent qu’un faible pourcentage de la masse cellulaire de
1’épithélium intestinal et sont donc relativement difficiles a étudier spécifiquement, que ce Soit
in vivo comme ex vivo. Ainsi, des modeéles d’étude in vitro ont été développés ces derniéres
années afin d’explorer le fonctionnement de ces cellules L intestinales. Ces modeles ont certes
permis de grandes avancées mais il reste encore du chemin a faire avant que le fonctionnement

des cellules L ne soit plus un secret pour la communauté scientifique.

1. Les modéles d’étude cellulaires

a) Cultures intestinales de rat feetal (fetal rat intestinal culture)

Le premier modele d’étude in vitro a été développé en 1987, soit & peine deux ans apres
la découverte du GLP-1 : il s’agit du modéle appelé Fetal Rat Intestinal Culture (FRIC)
(Brubaker & Vranic, 1987). Cette technique consiste a prélever le tissu intestinal de rat feetal et
a le mettre en culture aprés avoir réalisé une dispersion des cellules par digestion enzymatique.
Ce systéme est capable de faire sécréter du GLP-1 par les EEC présentes (Jackson Huang &
Brubaker, 1995). Méme si ce mod¢le a permis certaines avancées, il n’en reste pas moins non

specifique des cellules L.

b) Lignées cellulaires intestinales murines : STC-1 et GLUTag

Par la suite ont été developpées des lignées de cellules immortalisées exprimant le géne
Gcg et capables de synthétiser et sécréter du GLP-1. La lignée appelée secretin tumor cell 1

(STC-1) a été la premiére a voir le jour en 1990 (Rindi et al., 1990). Elle provient de tumeurs
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entéroendocrines duodénales développées chez des souris doubles transgéniques. Celles-ci sont
porteuses d’un promoteur a I’insuline de rat reli¢ aux versions longues et courtes de 1’antigéne
T du Simian virus 40 (SV40). Cette lignée posséde de nombreuses caractéristiques similaires a
des EEC non différenciées. Elles sont capables de synthétiser et sécréter toute une panoplie
d’hormones gastro-intestinales telles que la cholécystokinine (Mangel et al., 1994) ou le GLP-
1 (Hirasawa et al., 2005).

La deuxieme lignée d’EEC immortalisées est apparue a peine quatre ans apres la
précédente, en 1994 (Drucker et al., 1994) : les cellules GLUTag. Cette lignée a été isolée de
tumeurs d’EEC développées chez des souris transgéniques ayant regu 1’antigéne T du virus
SV40 au niveau du gene codant pour le proglucagon (Lee et al., 1992). Les cellules GLUTag
sont relativement différenciées, expriment fortement le géne Gcg et sont capables de sécréter
des peptides dérivés du proglucagon tels que le GLP-1. Ainsi, ces cellules ont largement
contribué a I’état actuel des connaissances sur la régulation transcriptionnelle du géne Gceg, les
maturations protéolytiques du proglucagon ou encore sur les agents sécrétagogues du GLP-1
(Drucker et al., 1994; Brubaker et al., 1998; Dhanvantari et al., 2001).

c) Cultures primaires de cellules L murines fluorescentes

Reimann et ses collegues ont généré des cellules L fluorescentes a partir de souris
transgéniques : les cellules exprimant le gene Gcg apparaissent marquées par une sonde
protéique fluorescente jaune appelée Venus (Reimann et al., 2008). La cytométrie en flux
permet de trier et d’isoler les cellules positives pour la sonde. Ces cellules primaires sont
¢lectriquement excitables et sont donc adaptées pour de I’imagerie calcique ou encore de
I’électrophysiologie (Rogers et al., 2011). Un autre modéle de souris transgéniques a été mis
au point : toutes les cellules exprimant le PY'Y (les cellules L) apparaissent fluorescentes grace
a I’expression concomitante de la protéine Green Fluorescent Protein (GFP) (Bohdrquez et al.,
2011). Pour finir, il a réecemment été montré que les EEC disposent de leur propre proteine de
jonction : la claudine 4 (Nagatake et al., 2014). Elles peuvent donc étre isolées par cytométrie

en flux en utilisant un anticorps spécifique de cette protéine.
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d) Lignée cellulaire intestinale humaine : NCI-H716

Il existe une lignée de cellules intestinales immortalisées humaines, les NCI-H716.
Celles-ci ont été isolées depuis le liquide d’ascite d’un patient masculin caucasien agé de 33
ans et diagnostiqué pour un adénocarcinome du colon peu différencié (de Bruine et al., 1992).
Elles expriment le géne Gcg et sont capables, aprés différenciation, de sécréter du GLP-1 en
réponse a des agents secrétagogues. Cette lignée cellulaire a déja été utilisée pour étudier les
voies de signalisation aboutissant a la sécrétion du GLP-1 (Reimer et al., 2001). Néanmoins, il
apparait que la transcription du gene Gcg se fait de facon aberrante (Cao et al., 2003), si bien

que leur pertinence en tant que mode¢le d’étude a fortement été remise en cause.

2. Les différents agents sécrétagogues et leurs récepteurs

La sécrétion intestinale du GLP-1 est connue comme étant principalement stimulée en
phase postprandiale afin de réguler la hausse de glycémie liée a la prise alimentaire. C’est ainsi
que les niveaux de GLP-1 plasmatiques passent de 5 a 10pM en étant a jeun a des valeurs deux
a trois fois supérieures apres un repas. Le pic de GLP-1 plasmatique apparait généralement 20
a 30 minutes apres un repas, temps de latence pouvant étre modulé par la taille et la composition
nutritionnelle du repas (Vilsbgll et al., 2001; Alsalim et al., 2015).

Il est généralement accepté dans la littérature scientifique de catégoriser les voies de
stimulation de sécrétion du GLP-1 en deux groupes : i) les voies « directes » pour la stimulation
des cellules L directement par les nutriments de la lumiére intestinale et ii) les voies
« indirectes » lorsque la présence de nutriments dans 1I’organisme stimule les cellules L de fagon
indirecte. Toutefois, cette classification n’a pas été celle choisie ici et en voici les raisons.
Premierement, méme si les nutriments utilisent des intermédiaires pour déclencher la sécrétion
de GLP-1 et donc que I’action des nutriments en elle-méme est indirecte, la stimulation des
cellules, elle, reste bien directe via des récepteurs spécifiques (Figure 13). Deuxiemement, la
stimulation de la sécrétion du GLP-1 peut aussi étre indépendante des nutriments et donc de la

prise alimentaire : les molécules intermeédiaires peuvent devenir les agents secrétagogues.
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La sécrétion du GLP-1 est un phénoméne complexe impliquant de nombreuses voies de
stimulation dont toutes ne sont pas encore découvertes. Cette étude bibliographique dresse un
état des lieux mais n’est cependant pas exhaustive. La sécrétion de GLP-1 en réponse a des

composés pharmacologiques ne sera pas abordée ici (Wang et al., 2015).

a) Régulation nutritionnelle

Les nutriments présents dans la lumiere intestinale sont détectés par les prolongements
cytoplasmiques des cellules L. Chaque nutriment est détecté de facon différente et conduit a

une intensité de sécrétion qui lui est propre.

Les sucres
Le glucose est I’agent sécrétagogue historique du GLP-1 ayant permis la découverte de

I’effet incrétine (Mcintyre et al., 1964). Au niveau des cellules GLUTag, I’effet du glucose
passe par son absorption intracellulaire via les récepteurs membranaires sodium-glucose linked
transporter (SGLT) 1 et 3 (Gribble et al., 2003). L’utilisation de souris déficientes en SGLT1
inhibe la sécrétion de GLP-1 (Gorboulev et al., 2012). Le transporteur de glucose (GLUT) 2 est
aussi impliqué dans la réponse des EEC au glucose, a la fois ex vivo et in vivo chez des souris
(Cani et al., 2007b; Mace et al., 2012). Finalement, les récepteurs a I’origine de la perception
du go(t sucré, les type 1 taste G-protein coupled receptors (T1Rs) participent in vitro et in vivo
aux effets sécrétagogues des composés sucrés (Jang et al., 2007; Kokrashvili et al., 2009). Le
fructose (sucre contenu dans les fruits, le miel) et I’isomaltulose (miel, sucre de canne) sont
aussi capables de stimuler la sécrétion de GLP-1 (Gribble et al., 2003; Hira et al., 2011). Ces
observations suggerent donc ’existence d’un autre mécanisme de détection des sucres : le
GLUTS.

Concernant les édulcorants, la littérature scientifique est assez controversée . Une étude
de 2012 réalisée sur des volontaires sains montre que le remplacement du sucrose d’un repas
par des €dulcorants tels que 1’aspartame ou I’erythritol ne compense pas 1’effet sécrétagogue
du sucrose sur le GLP-1 (Sakurai et al., 2012). Cependant, une étude récente de 2016 montre
qu’au contraire le xylitol et 1’erythritol sont capables d’induire une augmentation du GLP-1
plasmatique chez des sujets volontaires (Wolnerhanssen et al., 2016). Toutefois, dans cette

derniere étude, les édulcorants ne sont pas incorporés dans un repas mais sont administrés purs
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(dissolution dans de I’eau). De plus, méme s’ils induisent une sécrétion de GLP-1, celle-ci est
presque deux fois inférieure a celle induite par le glucose et ne module que trés peu

I’insulinémie et la glycémie.

Les lipides
Les lipides exercent leurs effets via des récepteurs membranaires de la famille des

récepteurs couplés aux protéines G (RCPG ou GPR pour G protein-coupled receptor). Les
acides gras longues chaines mono-insaturés et polyinsaturés activent les GPR120 et GPR40
aussi bien in vitro qu’in vivo sur des modéles murins (Hirasawa et al., 2005; Xiong et al., 2013).
Les acides gras a chaines courtes sont majoritairement issus de la fermentation des fibres
alimentaires par le microbiote intestinal. Ils induisent une sécrétion de GLP-1 via leurs
récepteurs GPR41 et GPR43 (Nghr et al., 2013). D’autres composés lipidiques, tels que les 2-
monoacylglycérols issus de la digestion des TG alimentaires, sont des ligands reconnus de
GPR119. Or, I’activation du GPR119 des cellules L conduit a une sécrétion de GLP-1 in vitro
(Moss et al., 2016) et in vivo chez ’Homme (Hansen et al., 2011b). Hormis les RCPG, le
récepteur fatty acid transport protein (FATP) 4 joue un role clé dans 1’absorption intracellulaire

de I’acide oléique ainsi que dans son effet sécrétagogue in vitro et in vivo (Poreba et al., 2012).

Les protéines et les acides aminés

Les composés protéiques stimulent la sécrétion de GLP-1 in vitro et ex vivo (Cordier-
Bussat et al., 1998), cependant les mécanismes de détection sont loin d’étre clairement établis.
Le récepteur GPRCG6A est exprimé dans les cellules GLUTag et induit une sécrétion de GLP-1
en réponse a de la L-ornithine (Oya et al., 2013). La détection des composés protéiques ferait
aussi intervenir le récepteur peptide transporter 1 (PEPT1). Ce co-transporteur a protons connu
pour 1’absorption des peptides au niveau entérocytaire est aussi exprimé dans les cellules L
(Diakogiannaki et al., 2013). La glutamine a un fort pouvoir sécrétagogue (plus conségquent que
celui du glucose) in vitro sur les cellules GLUTag (Reimann et al., 2004) et in vivo chez des

volontaires sains, obeses ou diabétiques de type 2 (Greenfield et al., 2009).
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Autres données en rapport avec 1’alimentation

Les acides biliaires auraient des effets contradictoires sur la régulation du GLP-1. Ils
induisent sa sécrétion via leur récepteur TGRS in vitro et in vivo chez la souris (Katsuma et al.,
2005; Brighton et al., 2015). Toutefois, le récepteur nucléaire farnesoid X receptor (FXR), un
autre récepteur connu des acides biliaires, exerce un réle d’inhibition de la production du GLP-
1 (Trabelsi et al., 2015). Deux polyphénols végétaux, la curcumine (Takikawa et al., 2013) et
I’anthocyane (Kato et al., 2015), sont des agents sécrétagogues des cellules L en culture. La
margose sauvage, une plante de la famille des Cucurbitaceae cultivée pour son fruit amer est
aussi un agent sécrétagogue du GLP-1, ce qui expliquerait d’ailleurs ses effets thérapeutiques

hypoglycémiants (Huang et al., 2013).

b) Régulations nerveuse et hormonale

La densité la plus forte de cellules L est localisée au niveau de I’iléon et du colon (Eissele
et al., 1992). La sécrétion postprandiale de GLP-1 provient donc principalement de 1’intestin
distal. Toutefois, les taux plasmatiques de GLP-1 augmentent rapidement apres un repas, avant
méme que les nutriments ne soient arrivés au niveau des cellules L (Borgstrom et al., 1957).
Cette disparité temporelle laisse suggérer I’implication d’autres mécanismes faisant
potentiellement intervenir des voies nerveuses, hormonales ou bien méme paracrines (Hansen
& Holst, 2002; Lim & Brubaker, 2006).

La stimulation nerveuse

L’implication du nerf vague dans la sécrétion du GLP-1 a été démontrée sur un modéle
d’intestin murin isolé apres vagotomie sous-diaphragmatique (Rocca & Brubaker, 1999). Les
récepteurs cholinergiques stimulent la sécrétion de GLP-1 par les cellules L (Reimer et al.,
2001; Anini et al., 2002). A I’heure actuelle, seuls les récepteurs muscariniques sont connus
pour étre exprimés sur les EEC murines et humaines (Anini et al., 2002; Anini & Brubaker,
2003a). Chez I’Homme, I’implication de ces récepteurs a été confirmée par I’administration
d’un antagoniste, 1’atropine (Balks et al., 1997). Concernant les récepteurs adrénergiques, leurs
effets sont controversés (Claustre et al., 1999; Harada et al., 2015). Le neuropeptide gastrin-
releasing peptide (GRP), produit par les neurones GRPergiques du systéme nerveux entérique,

stimule la sécrétion de GLP-1 in vitro sur des cellules humaines en culture et in vivo dans un

82



Introduction — Le GLP-1

modéle murin (Persson et al., 2000; Reimer et al., 2001). L’acide y-aminobutyrique (GABA)
et la glycine sont deux autres neurotransmetteurs capables d’induire une sécrétion de GLP-1 in
vitro (Gameiro et al., 2005).

La stimulation hormonale

Le GIP produit par les EEC de type K proximales est capable, in vitro, d’induire une
sécrétion de GLP-1 par les cellules L distales murines (Brubaker et al., 1998). Etant donné la
fréquente colocalisation cellulaire de cette hormone avec le GLP-1, un effet paracrine peut étre
envisage (Mortensen et al., 2003). Toutefois, le récepteur au GIP n’a pas encore été montré
comme étant exprimé par les cellules L. Cette sécrétion de GLP-1 dépendante de GIP ferait
probablement intervenir les voies nerveuses précédemment décrites (Rocca & Brubaker, 1999).

D’autres hormones peuvent aussi réguler la sécrétion de GLP-1 par les cellules L.
L’insuline et la leptine sont des agents sécrétagogues pouvant potentiellement agir directement
via leur récepteur spécifique exprimé par les cellules L murines et humaines (Anini & Brubaker,
2003b; Lim et al., 2009). La somatostatine inhiberait la sécrétion de GLP-1 via son récepteur
somatostatin receptor type 5 (SSTR5) (Chisholm & Greenberg, 2002). Le GLP-1 étant capable
de stimuler la sécrétion de somatostatine, il pourrait s’agir d’une boucle de rétrocontrdle
(Brubaker et al., 1997). Pour finir, la sécrétion de GLP-1 par les EEC est aussi stimulée par
I’activation de son récepteur spécifique le récepteur au GLP-1 (GLP-1R) (Kappe et al., 2013).

Le GLP-1 pourrait donc s’autocontrdler.

c) Régulation par les facteurs de I’inflammation

Certains médiateurs de I’inflammation modulent aussi les taux plasmatiques de GLP-1.
L’IL-6, une cytokine pro-inflammatoire, augmente in vivo la sécrétion d’insuline via une
induction de la synthése et de la sécrétion de GLP-1 au niveau intestinal (Ellingsgaard et al.,
2011). Cette cytokine peut soit directement stimuler la sécrétion de GLP-1 par les cellules
GLUTag, soit les sensibiliser. La pré-incubation des cellules avec de I’IL-6 améliore leur

réponse lors d’une stimulation au glucose.

Les LPS, qui ont fait I’objet du premier chapitre de cette thése, sont capables de

potentialiser la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (SISG) via une augmentation des
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taux circulants de GLP-1. Ces effets insulinotropiques des LPS disparaissent lorsque les
animaux sont traités avec des antagonistes du GLP-1R ou lorsque des souris déficientes en
GLP-1R (GLP-1R knockout ou GLP-1R KO) sont utilisées (Nguyen et al., 2014). Méme si cette
étude témoigne d’une augmentation du GLP-1 circulant en réponse aux LPS, les mécanismes
moléculaires reliant LPS et GLP-1 sont encore inconnus. Une autre équipe de recherche
confirme cette cascade LPS / GLP-1 / insuline et propose un mécanisme dépendant de I’1L-6

pour expliquer la hausse de GLP-1 en réponse aux LPS (Kahles et al., 2014).

3. Mécanistique intracellulaire de la sécrétion

a) Cascades de signalisation intracellulaires

La Figure 13 schématise ce qui est connu a I’heure actuelle concernant les cascades de
signalisation intracellulaires aboutissant a la sécrétion de GLP-1. Elle a été réalisée en se basant
sur les références citées dans la partie précédente ainsi que sur les informations contenues dans
deux revues scientifiques (Lim & Brubaker, 2006; Tian & Jin, 2016). Cette figure met en avant

des cascades de signalisation différentes mais qui finalement se recoupent assez régulierement.

La détection membranaire d’un agent sécrétagogue aboutit souvent a une dépolarisation
associée a une augmentation du calcium intracellulaire. La dépolarisation peut étre la
conséquence : i) d’une augmentation du sodium ou du potassium intracellulaire comme c’est le
cas pour le glucose et le fructose, i1) d’une activation de la phospholipase C (PLC) telle que
rencontrée apres une stimulation des récepteurs muscariniques ou encore, iii) d’un efflux d’ions
chlorure en cas d’activation des récepteurs GABAa. Outre les voies de signalisation
dépendantes du calcium, les cellules L entéroendocrines peuvent aussi répondre via une
augmentation des taux d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc¢) (Lim & Brubaker, 2006;
Tian & Jin, 2016).

Ainsi, comme pour la sécrétion d’insuline, la sécrétion du GLP-1 est majoritairement
dépendante des taux de calcium et d’AMPc intracellulaires ; ces deux voies de signalisation
sont largement connues pour étre impliquées dans les processus d’exocytose (Seino &
Shibasaki, 2005). Les découvertes scientifiques de ces dernieres années apportent des pieces au
puzzle « sécrétion du GLP-1 ». Cependant, pour le moment peu d’études se sont intéressées

aux mécanismes pouvant relier calcium, AMPc et exocytose dans les EEC.
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Figure 13

Les voies de signalisation cellulaires a I'origine de la sécrétion de GLP-1

La sécrétion de GLP-1 par les cellules L peut étre stimulée par différents facteurs : nerveux (vert), glucidiques
(bleu), protéiques (gris), lipidiques (rouge), inflammatoires (jaune), hormonaux (violet) et autres (orange).
Chacune de ces voies fait intervenir différents récepteurs selon les molécules mises en jeu. Les noms de ces
récepteurs apparaissent sur la figure sauf pour les LPS, I’IL-6 et les polyphénols, car & ce jour les mécanismes
sécrétagogues ne sont pas encore connus.

Abréviations : LPS — lipopolysaccharides ; IL-6 — interleukine 6 ; GLP-1 — glucagon-like peptide 1 ; GLUT —
transporteur de glucose ; SGLT1 — sodium glucose linked transporter 1 ; T1R - type 1 taste G-protein coupled
receptors ; PEPT1 — peptide transporter 1 ; GPRC6A - G protein-coupled receptor family ¢ group 6 subtype A ;
GPR — G protein coupled receptor ; FATP4 — fatty acid transport protein 4 ; InsR — récepteur a I’insuline ; GLP-
1R — récepteur au GLP-1 ; Ob-Rb — récepteur a la leptine ; SSTR5 — somatostatin receptor type 5 ; GIPR —
récepteur au glucose-dependent insulinotropic polypeptide ; TGR5 — récepteurs aux acides biliaires ; GPRR —
récepteur au gastrin-releasing peptide ; GABAAa — récepteur & 1’acide y-aminobutyrique ; Glycine R — récepteur a
la glycine ; PK — protéine kinase ; MAPK — mitogen-activated protein kinase ; PLC — phospholipase C ; AMPc -
adénosine monophosphate cyclique ; Epac2 — exchange protein activated by cAMP 2.
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b) Processus d’exocytose

La protéine synaptotagmin-7, capable de détecter le calcium intracellulaire et d’induire
I’exocytose de I’insuline, a été décrite in vitro et in vivo comme nécessaire a la sécrétion du
GLP-1 (Gustavsson et al., 2011). Les cellules L disposent d’une réserve de GLP-1 directement
mobilisable et stockée dans des granules intracellulaires basales (Bohdrquez et al., 2011). Une
étude s’est intéressée a I’exocytose de ces granules dans les cellules GLUTag : ils démontrent
I’expression des protéines de la superfamille des protéines soluble N-éthylmaleimide-sensitive-
factor attachment protein receptors (SNARES) dont la vesicle-associated membrane protein 2
(VAMP2), la syntaxinla et la synaptosomal-associated protein 25 (SNAP25) (Li et al., 2014).
Les protéines transmembranaires SNAREs fournissent 1’énergie nécessaire au rapprochement
granules/membrane qui normalement s’évitent (forces répulsives). Lorsque les membranes sont
assez proches, le calcium intracellulaire aide a la fusion (Figure 14). La protéine VAMP2 est
localisée au niveau des granules sécrétoires et peut interagir avec les protéines membranaires
syntaxinla et SNAP25 pour former un complexe de fusion SNARE. L’administration d’une

molécule empéchant ces interactions diminue la sécrétion de GLP-1 (Li et al., 2014).

Granules GLP-J.

Synaptotagpmin-7

Complexe SNARE

Calcium

Figure 14

Processus d'exocytose dans les cellules L entéroendocrines

L’augmentation de calcium intracellulaire est détectée par la protéine synaptotagmin-7 des granules de GLP-1 et
facilite le processus de fusion des membranes (la granulaire et la cytoplasmique). L’énergie nécessaire a ce
rapprochement est apportée par les protéines du complexe de fusion SNARE : syntaxinla et SNAP25 de la
membrane cellulaire ainsi que VAMP2 de la granule.

Abréviations : GLP-1 — glucagon-like peptide 1 ; VAMP2 — vesicle-associated membrane protein 2 ; SNAP25 —
synaptosomal-associated protein 25 ; SNARE — Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein
Receptor.
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I11. Dégradation et clairance du GLP-1

1. L’activité protéolytique de la DPP-1V

a) LaDPP-IV

La DPP-IV pour dipeptidyl peptidase IV, aussi connue sous le nom de cluster de
différenciation 26 (CD26) est une serine peptidase appartenant a la famille des
prolyloligopeptidases. Cette protéine de 766 acides aminés et 110 kDa (Misumi et al., 1992)
est majoritairement membranaire méme si une forme soluble a aussi été retrouvée au niveau
sanguin (Iwaki-Egawa et al., 1998). En ce qui concerne sa structure (Figure 15), elle posséde
un large domaine extracellulaire constitué d’une région fortement glycosylée proche de la
membrane plasmique, puis d’une région riche en cystéines et enfin la région catalytique. Cet
imposant domaine extracellulaire est relié par une tige souple au domaine transmembranaire
hydrophobe, qui lui est relié a la partie intracellulaire N-terminale de seulement 6 acides
aminés ; il s’agit donc d’une protéine principalement extracellulaire. La forme soluble de la

DPP-IV est dépourvue de cette région cytoplasmique.

La DPP-1V est une enzyme ubiquitaire exprimée dans de nombreux tissus comme le
foie, I’intestin, les lymphocytes ou encore les cellules endothéliales et épithéliales. En ce qui
concerne son activité biologique, elle clive la partie N-terminal de peptides ayant une proline
ou une alanine en deuxiéme position et entraine ainsi la libération d’un dipeptide. De nombreux
neuropeptides, cytokines ou encore hormones gastro-intestinales telles que le GLP-1 et le GIP
sont les substrats de cette peptidase. L’activité protéolytique de la DPP-IV permet soit
’activation biologique de certains précurseurs, soit I’inactivation du peptide clivé comme c’est
le cas notamment pour GLP-1. Cette capacité d’inactivation des incrétines lui confere d’ailleurs
un role majeur dans I’homéostasie glucidique. C’est une des raisons pour lesquelles elle suscite
I’intérét des communautés scientifiques, médicales et pharmaceutiques : ils la considerent
comme un formidable outil thérapeutique permettant de moduler les taux de GLP-1 et donc
d’aider a la prise en charge du diabéte de type 2 (DT2) (Lambeir et al., 2003).
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Figure 15

Représentation schématique de la structure de I'enzyme DPP-1V

Le dimére de DPP-IV membranaire est principalement extracellulaire. Le domaine intracellulaire trés court
comprend la partie N-terminale (NH2). Le domaine transmembranaire est relié par une tige souple a I’imposant
domaine extracellulaire divisé en trois régions : une fortement glycosylée, une riche en cystéines et enfin la région
catalytique permettant I’hydrolyse des différents substrats peptidiques (Ohnuma et al., 2008).

Abréviations : AA — acides aminés.

b) L’inactivation du GLP-1

Le GLP-1 obtenu suite a la maturation protéolytique du proglucagon par I’enzyme
PC1/3 est un peptide inactif de 37 acides aminés référencé comme le GLP-1 (1-37). Les 6
premiers aminoacides de la partie N-terminale sont retirés pour former le GLP-1 (7-36) et le
GLP-1 (7-37) actifs (Figure 16). Ces derniers peuvent ensuite recevoir un groupement amide
au niveau de leur partie C-terminale sous I’action de I’enzyme peptide-amidating
monooxygenase (PAM). Chez la souris et chez ’Homme, la quasi-totalité du GLP-1 sécrété est
un GLP-1 amide (Orskov et al., 1994; Kuhre et al., 2014). La forme active du GLP-1 est donc
un peptide de 31 ou 30 acides aminés extrémement sensible a I’activité catalytique de la DPP-
IV. Cette enzyme clive la partie N-terminale de la forme active du GLP-1 au niveau de 1’alanine,
libérant ainsi un dipeptide et un GLP-1 (9-37) ou (9-36) amide biologiquement inactif (Deacon
et al., 1998; Vahl et al., 2003).
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Figure 16

Les formes actives et inactives du GLP-1

Le GLP-1 (1-37) issu de la maturation protéolytique du proglucagon comporte 37 acides aminés. Le clivage des 6
premiers acides aminés produit les formes actives du GLP-1 : GLP-1 (7-36) et GLP-1 (7-37) présentant ou non un
groupement amide en C-terminal. L’amidation est réalisée par la peptide-amidating monooxygenase (PAM). Les
séquences d’acides aminés sont indiquées sur le schéma. Le site de clivage de la DPP-1V est indiqué par le trait
pointillé orange et conduit & la production des formes GLP-1 (9-37) et (9-36) amide inactives (Cantini et al., 2016).

Abréviations : GLP-1 — glucagon-like peptide 1 ; DPP-IV — dipeptidyl peptidase-1V.

Des études ex vivo réalisées sur des iléons perfusés de cochons ont montré que la
majorité du GLP-1 arrivant dans la circulation sanguine est déja sous une forme inactivée
(Figure 17). La DPP-IV présente dans 1’endothélium des vaisseaux drainant la muqueuse
intestinale inactive une bonne partie du GLP-1 dés son entrée dans les capillaires sanguins
(Hansen et al., 1999). Il a ainsi été estimé que moins de 25 % du GLP-1 sécrété par les cellules
L intestinales quitte les méandres de I’intestin sous une forme active. Une autre vague de
dégradation a lieu dans le foie. A ce niveau, c¢’est environ 40 a 50 % des 25 % restants qui sont
inactivés. En conclusion, seulement 10 & 15 % du GLP-1 sécrété par ’intestin arrive dans la
circulation systémique sous une forme active (Holst, 2007). De plus, ces faibles quantités
systémiques de GLP-1 actif sont trés rapidement désactivées par la version soluble de la DPP-
IV. C’est ainsi que la demi-vie plasmatique du GLP-1 actif a été estimée a seulement 1 ou 2
minutes (Vilsbgll et al., 2003).
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10 a 15% du GLP-1 sécrété quitte le foie
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Figure 17

Inactivations intestinale et hépatique du GLP-1

La sécrétion du GLP-1 est stimulée au niveau des cellules L entéroendocrines des villosités intestinales. Le GLP-
1 diffuse a travers la lame basale pour rejoindre la lamina propria puis les capillaires sanguins. Il est rapidement
dégradé par la DPP-IV des cellules endothéliales. Si bien que seulement 25% du GLP-1 sécrété arrive dans la
circulation portale. Dans le foie, de nouveau 40 a 50% du GLP-1 restant est inactivé par la DPP-IV hépatique. Au
final, seulement 10 & 15% du GLP-1 sécrété initialement par I’intestin arrive dans la circulation systémique sous
une forme active. La DPP-IV soluble plasmatique est en charge de la dégradation du GLP-1 restant (Holst, 2007).

Abréviations : GLP-1 — glucagon-like peptide 1 ; DPP-IV — dipeptidyl peptidase IV.

c) Une voie de dégradation indépendante de DPP-1V : la NEP 24.11

Une étude de 1997 montre que le GLP-1 peut aussi étre le substrat d’une autre enzyme,
la neutral endopeptidase 24.11 (NEP 24.11), aussi connue sous le nom de neprilysine. Son
activité protéolytique génére des formes plus courtes du GLP-1 telles que les GLP-1 (28-37) et
(28-36) amide (Hupe-Sodmann et al., 1995). Dans ce sens, il a ét¢ montré que 1’inhibition de
cette enzyme diminue la dégradation du GLP-1 plasmatique (Plamboeck et al., 2005). 11 s’agit
d’une endopeptidase principalement membranaire exprimée dans de nombreux tissus comme
les reins, le systétme nerveux central (SNC), les hépatocytes... Elle présente une large

spécificité de substrats.
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2. Une forme inactivée pas si inactive

Les GLP-1 (9-37) ou (9-36) amide sont les formes de GLP-1 majoritairement retrouvées
dans la circulation sanguine, elles représentent entre 60 et 80 % du GLP-1 total. Inactivées par
la DPP-1V, elles ont été montrées comme n’ayant quasiment aucune affinité pour le GLP-1R et
donc une activité biologique quasiment nulle (Knudsen & Pridal, 1996). Et si ce n’était pas
réellement le cas ? Ce n’est pas ’affinité pour le GLP-1R qui est remise en question mais plut6t

la perte d’activité biologique de ces formes « inactives ».

Des données de la littérature suggerent que le GLP-1 pourrait exercer certaines de ses
actions biologiques par des voies indépendantes du GLP-1R. Au niveau cardiaque, le GLP-1
agirait selon un double mécanisme : la voie canonique via le GLP-1R et une voie non
canonique, indépendante du GLP-1R, activée par les formes « inactives » du GLP-1. Cette voie
indépendante du GLP-1R serait d’ailleurs a 1’origine de la récupération des fonctions
cardiaques suite a des lésions ischémiques (Ban et al., 2008). Ces données sur le systeme cardio-
vasculaire suggerent donc 1’existence de récepteurs encore inconnus et capables de détecter les
métabolites inactifs du GLP-1. En plus des effets cardiovasculaires, une étude réalisée chez
I’Homme a montré que I’administration de GLP-1 (9-36) a des patients obeses et résistants a

I’insuline diminue la production hépatique de glucose de plus de 50% (Elahi et al., 2008).

Il a récemment été montré que les formes courtes du GLP-1, produites par ’action de la
NEP 24.11, sont capables d’entrer dans le milieu intracellulaire d’hépatocytes indépendamment
du GLP-1R et d’exercer des effets biologiques au niveau des mitochondries : inhibition de la
gluconéogenese et diminution du stress oxydant (Tomas et al., 201la). De plus,
I’administration de ces métabolites du GLP-1 a des souris sous régime obésogéne mime les
actions de I’insuline en prévenant la prise de masse corporelle, le diabéte et la stéatose hépatique
(Tomas et al., 2011b). Le GLP-1 (28-36) a méme été décrit comme ayant des proprietés de
protection des cellules B pancréatiques (Liu et al., 2012). Ainsi, comme le résume la Figure 18,
les formes clivées du GLP-1 générées par la DPP-IV et la NEP 24.11 présentent des effets
biologiques indépendants du GLP-1R. Cela pose alors la question de la pertinence clinique des
inhibiteurs de la DPP-1V largement prescrits dans le cadre du DT2. En effet, ces derniers
pourraient paradoxalement aboutir a une diminution des effets biologiques du GLP-1.
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Figure 18

Modele biologique hypothétique des effets du GLP-1 actif et inactif

Pour simplifier la figure, les formes (?-37) et (?-36) amide sont inscrites sous forme (?-36) uniquement. Le GLP-
1 (7-36) actif peut exercer ses effets biologiques connus via le récepteur GLP-1 classique ou étre clivé par la DPP-
IV pour donner naissance au GLP-1 (9-36) inactif. Celui-ci améliore la survie cellulaire au niveau du systeme
cardiovasculaire et a des effets gluco-régulateurs chez des patients obéses et résistants a I’insuline. Le récepteur
du GLP-1 (9-36) n’est pas encore connu. L’endopeptidase NEP 24.11 dégrade soit le GLP-1 (7-36) soit son
métabolite le GLP-1 (9-36) et conduit a la formation du GLP-1 (28-36). Ce dernier est transporté en intracellulaire
par un mécanisme encore inconnu et exerce des effets mimétiques de I’insuline via notamment une action des
mitochondries.

Abréviations : GLP-1 — glucagon-like peptide 1 ; GLP-1R — récepteur au GLP-1 ; DPP-IV — dipeptidyl peptidase
IV ; NEP 24.11 — neutral endopeptidase 24.11.

3. Laclairance des formes actives et inactives par voie rénale

Les meétabolites (9-37) et (9-36) amide du GLP-1 ont une demi-vie légérement plus
longue que celle de la forme active mais tout de méme trés courte : 4 a 5 minutes suffisent pour
que leur concentration sanguine diminue de moitié (Vilsbell et al., 2003). Cette clairance rapide
du GLP-1 et de ses métabolites est expliquée par une élimination par voie rénale efficace. En
effet, il a été décrit in vivo chez le rat que la clairance du GLP-1 est largement ralentie suite a

une néphrectomie bilatérale (Ruiz-Grande et al., 1990). Ces observations ont été confirmées
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chez ’'Homme : des patients atteints d’insuffisance rénale chronique présentent un retard de
clairance du GLP-1 (Meier et al., 2004). Une étude utilisant du GLP-1 radio-marqué montre
que le rein élimine les métabolites du GLP-1 ainsi que du GLP-1 actif (Hassan et al., 1999).
Comme le montre la Figure 19, le GLP-1 actif sécrété par I’intestin peut suivre trois voies
différentes : i) exercer son activité biologique via le GLP-1R, ii) étre clivé par la DPP-IV ou la
NEP 24.11 et iii) étre directement éliminé par voie rénale. En ce qui concerne ses métabolites
résultant des activités protéolytiques de la DPP-IV et de la NEP 24.11, ils peuvent soit exercer

leurs effets biologiques soit directement étre eliminés par voie rénale.

[ Activités biologiques ]

DPP-IV NEP 24.11

2 2 Rein
GLP-1 GLP-1 GLP-1

(7-36)  (9-36) (28-36)
N 7

Cellule L

NEP 24.11

Elimination par voie rénale

Figure 19

Metabolisme des différentes formes du GLP-1

Pour simplifier la figure, les formes (?-37) et (?-36) amide sont inscrites sous forme (?-36) uniquement. Le GLP-
1 (7-36) actif est dégradé par la DPP-1V pour donner naissance au GLP-1 (9-36). Ce dernier est ensuite clivé en
un plus petit peptide, le GLP-1 (28-36), par I’activité protéolytique de la NEP 24.11. Ces trois formes de GLP-1
peuvent exercer leurs activités biologiques ou étre éliminées par voie rénale.

Abréviations : GLP-1 — glucagon-like peptide 1 ; DPP-IV — dipeptidyl peptidase IV ; NEP 24.11 - neutral
endopeptidase 24.11.
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V. La biologie du GLP-1

1. Le récepteur au GLP-1 et sa distribution physiologique

Un nombre croissant d’études suggere 1’existence de plusieurs récepteurs au GLP-1.
Toutefois, a ce jour un seul a été identifié comme tel : le GLP-1R (Thorens, 1992). C’est par
I’intermédiaire de ce récepteur transmembranaire de la famille B des RCPG que le GLP-1 actif
exerce ses fonctions biologiques. Cette protéine de 463 acides aminés est capable de reconnaitre
des peptides dérives du proglucagon endogenes, tels que le GLP-1, I’oxyntomoduline ainsi que
des molécules pharmacologiques exogénes analogues du GLP-1 comme I’exendine 4. Comme
tous les membres de sa famille, le GLP-1R possede un long domaine N-terminal extracellulaire
capable de reconnaitre ses peptides cibles ainsi qu’un domaine C-terminal intracellulaire. Entre
les deux, la partie centrale est composée de sept domaines transmembranaires. C’est donc au
niveau de la partie N-terminale que se fait la reconnaissance du GLP-1 (Wilmen et al., 1996).
Outre les 1lots du pancréas, I’ARNm codant pour le GLP-1R a ét¢ retrouvé dans d’autres tissus
tels que les poumons, le ceeur, le cerveau, les reins et le tube digestif (Wei & Mojsov, 1995).
Ses fonctions dans ces différents organes ne sont pas encore toutes élucidées. L expression et
le role du GLP-1R sont encore controversés dans le foie, le tissu adipeux et le muscle
squelettique, organes dans lesquels le GLP-1 exerce d’importantes fonctions biologiques.

2. Pléiotropie du GLP-1 dans la régulation du métabolisme glucidique

Mis a part son role originel d’incrétine, les fonctions du GLP-1 concernent plus
globalement la régulation de I’homéostasie glucidique en général : synthése d’insuline,
régulation de la prise alimentaire, diminution de la vidange gastrique,... Pour cela, le GLP-1 et
ses analogues peuvent influer sur le fonctionnement de différents organes dont le pancréas, le
SNC et d’autres organes consommateurs de glucose que sont le foie, les muscles squelettiques

et le tissu adipeux (Figure 20).

94



Introduction — Le GLP-1

a) Une action pancréatique du GLP-1 et son effet incrétine

Le GLP-1 a initialement été découvert et décrit par et pour son effet incrétine, ¢’est-a-
dire sa capacité a stimuler la sécrétion d’insuline en réponse a 1’absorption orale de glucose.
Cet effet exercé au niveau des cellules B pancréatiques induit donc une diminution rapide de la
glycémie. Plus tard, des études montrent que le GLP-1 induit aussi la synthése de I’insuline en
augmentant la transcription de son geéne et en stabilisant son ARNm afin d’éviter un épuisement
des réserves en insuline (Drucker et al., 1987). De plus, I'utilisation d’analogues du GLP-1 et
donc I’activation pharmacologique du GLP-1R induit la prolifération des cellules 8 et diminue

leur susceptibilité a I’apoptose (Xu et al., 1999; Li et al., 2003).

En plus de cette action insulinotropique, le GLP-1 est aussi connu pour inhiber la
production du glucagon hyperglycémiant par les cellules a pancréatiques. Les mécanismes a
I’origine d’une telle inhibition ne sont pas encore complétement élucidés et 1’expression du

GLP-1R dans les cellules a est encore débattue (Drucker, 2006; Richards et al., 2014).

Ces actions du GLP-1 sur le pancréas endocrine sont primordiales dans la régulation de
I’homéostasie glucidique. En effet, la restauration de 1’expression du GLP-1R spécifiquement
dans le pancréas de souris GLP-1R KO est suffisante pour rétablir une normoglycémie chez ces
souris normalement hyperglycémiques (Lamont et al., 2012).

b) Le GLP-1 et son impact sur le systéme nerveux central

Les interactions du GLP-1 avec le SNC lui conférent ses propriétés satiétogenes et de
régulation de la prise alimentaire (Turton et al., 1996). En effet, il a été montré que le GLP-1R
était exprimé dans différentes zones du cerveau impliquées notamment dans la régulation de la
prise alimentaire (Merchenthaler et al., 1999; Richards et al., 2014). Le GLP-1 produit par les
cellules L intestinales et certains de ses analogues pharmacologiques peuvent passer la barriére
hémato-encéphalique pour rejoindre des zones bien spécifiques du SNC (Kastin et al., 2002;
Hunter & Holscher, 2012). 1l est aussi directement produit localement par des neurones du
noyau du tractus solitaire (NTS) (Larsen et al., 1997). En plus de cette stimulation centrale des
GLP-1R, les effets anorexigénes du GLP-1 périphérique peuvent aussi étre relayés par le GLP-

1R des terminaisons nerveuses afférentes du nerf vague (Kanoski et al., 2011).
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Cependant, I’implication du SNC dans la capacité du GLP-1 a réguler le métabolisme
glucidique semble étre encore controversée. Une étude récente suggere que le GLP-1R des
voies nerveuses périphériques et centrales est certes impliqué dans les effets anorexigéenes du
GLP-1 mais n’a pas d’influence sur ses fonctions d’incrétines (Sisley et al., 2014). Toutefois,
I’administration intragastrique de faibles doses de glucose stimule I’utilisation périphérique du
glucose et la glycogénogenése musculaire sans que la glycémie systémique ne soit augmentée.
Ces effets sont de plus réduits par I’administration centrale d’un antagoniste du GLP-1R (Knauf
et al., 2008). En conditions hyperglycémiques, 1’infusion intracérébroventriculaire d’un
agoniste du GLP-1R augmente la sécrétion d’insuline et le stockage hépatique de glycogéne
(Knauf et al., 2005). De plus, le blocage de I’activité du GLP-1 central par inhibition de sa
production ou par antagonisation du GLP-1R conduit au développement d’une intolérance au
glucose (Barrera et al., 2011). D’autres fonctions du GLP-1 semblent aussi étre dépendantes
des voies nerveuses. En effet, la capacité du GLP-1 a inhiber les sécrétions gastriques est abolie
suite a une vagotomie (Wettergren et al., 1997) et une signalisation vagale du GLP-1 serait
impliquée dans sa capacité a ralentir le péristaltisme intestinal et la vidange gastrique (Schirra
et al., 2000, 2002). Ces capacités du GLP-1 a ralentir les processus d’ingestion et de digestion

des aliments lui ont valu le surnom de « frein iléal ».

c) Les principaux organes gluco-consommateurs

Le foie

Les effets hépatiques du GLP-1 sont principalement dépendants de la stimulation ou
inhibition préalables de I’insuline et du glucagon respectivement (Larsson et al., 1997). Le
GLP-1 peut aussi directement agir au niveau de cet organe anatomiguement propice a une
sensibilité au GLP-1. Situ¢é a la sortie de la veine porte, le foie est ’organe de 1’organisme en
contact avec la plus grande quantité de GLP-1 actif, apreés les intestins bien sdr. In vitro, sur des
hépatocytes en culture, le GLP-1 mime I’action de I’insuline en inhibant la glycogénolyse
induite par le glucagon (Ikezawa et al., 2003) et stimule I’accumulation de glycogene (Valverde

et al., 1994). De plus, le fait de traiter des souris ob/ob (phénotype de souris obéses) avec du
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GLP-1 ou de I’exendine 4 améliore non seulement la sensibilité a 1’insuline mais aussi la

stéatose hépatique (Ding et al., 2006).

Les muscles squelettigues

Le GLP-1 est capable de stimuler 1’absorption et le métabolisme du glucose dans des
myocytes humains en culture, indépendamment de I’insuline (Luque et al., 2002). Récemment,
une étude a confirmé ces résultats et démontre en plus que 1’absorption accrue de glucose se
fait par une augmentation de I’expression protéique de GLUT4. Le GLP-1 induit aussi la
synthese de glycogene intracellulaire via un mécanisme dépendant de la phosphoinositide 3
kinase (PI3K) (Green et al., 2012). Toutefois, il a également ¢té montré que 1’activation
pharmacologique du GLP-1R cérébral provoque une insulino-résistance musculaire.
Inversement, le blocage pharmacologique de ces récepteurs centraux conduit a une
augmentation de I’utilisation musculaire du glucose (Knauf et al., 2005). Une étude de 2014
démontre cependant que I’infusion périphérique de GLP-1, chez des rats insulino-résistants,

améliore considérablement I’action de I’insuline au niveau musculaire (Chai et al., 2014).

Le tissu adipeux

L’administration d’analogues pharmacologiques du GLP-1 entraine une perte de masse
corporelle des patients obéses ou en surpoids (Monami et al., 2012; Pi-Sunyer et al., 2015). I
reste cependant a savoir si ces observations sont les conséquences des effets du GLP-1 sur le
SNC (satiété et régulation de la prise alimentaire) ou si le GLP-1 peut agir directement au niveau

du tissu adipeux, cela doit encore étre détermine.

In vitro, le traitement d’adipocytes en culture avec du GLP-1 ou un de ses analogues
confirme les effets bénéfiques du GLP-1 : i) augmentation de la sensibilité a I’insuline via une
induction de I’expression de GLUT4 et de la phosphorylation du récepteur a 1’insuline et de
I’insulin receptor substrate 1 (IRS-1) (Gao et al., 2007) et ii) induction de 1’expression et de la
sécrétion d’adiponectine (Kim Chung et al., 2009). Concernant la prolifération et de la
différenciation adipocytaire, le GLP-1 exerce des effets mais les conclusions sont encore

controversées (Challa et al., 2012; Cantini et al., 2015). Ces résultats suggerent donc une action
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directe du GLP-1 sur le tissu adipeux. De plus, il a récemment été montré que 1’administration
quotidienne d’un agoniste du GLP-1R (exénatide) pendant 8 semaines a des souris nourries
avec un régime riche en graisses conduit a une réduction de I’adiposité viscérale. L’exénatide
favoriserait un « brunissement » adipocytaire via un mécanisme qui pourrait étre dépendant de
la sirtuine 1 (SIRT1) : augmentation de la lipolyse, de 1’oxydation des acides gras ou encore de

la biogenése mitochondriale (Xu et al., 2016).
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Figure 20

Effets biologiques du GLP-1

Le GLP-1 et ses analogues exercent leurs effets sur différents organes périphériques : le SNC, le pancréas, le tissu
adipeux, le muscle et le foie. Toutes ces actions ont pour but de réguler le métabolisme du glucose. Figure inspirée
de celle présente dans la revue de Drucker en 2006 (Drucker, 2006) a laquelle ont été ajoutées les données
mentionnées dans la partie « Pléiotropie du GLP-1 dans la régulation du métabolisme glucidique ».

Abréviations : GLP-1 — glucagon-like peptide 1 ; SNC — systéme nerveux central ; GLUT4 — glucose transporter
type 4.
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3. Un rdle anti-inflammatoire : la partie immergée de I’iceberg ?

Tout au long de ce chapitre, le GLP-1 a été décrit comme une hormone capable de
réguler le métabolisme glucidique. Et si ce n’était 1a qu’une seule face de cette hormone
intestinale ? Et si faire rimer GLP-1 avec homéostasie glucidique était faire abstraction de tout
un versant de ses propriétés réelles ? La position distale des cellules L entéroendocrines, la
quantité tres faible de GLP-1 actif circulant ainsi que I’ubiquité de son récepteur spécifique, ce
sont toutes des observations ayant conduit certains auteurs a remettre en question la fonction
originelle du GLP-1 (Nauck, 1999; Lee & Jun, 2016). Et si le GLP-1 était aussi et surtout une

hormone anti-inflammatoire ?

L’administration orale chronique d’un inhibiteur de la DPP-IV, la sitagliptine, réduit
I’infiltration macrophagique dans le tissu adipeux et diminue I’expression génique de cytokines
pro-inflammatoires dans les Tlots pancréatiques et le tissu adipeux de souris obéses (Dobrian et
al., 2011). Toujours dans le tissu adipeux, ces capacités du GLP-1 a diminuer I’infiltration
macrophagique et I’expression cytokinique ont aussi été observées dans un autre modele
animal : des souris ob/ob préalablement traitées avec un adénovirus recombinant capable de
produire du GLP-1 (Lee et al., 2012). Les macrophages sont connus pour exprimer le GLP-1R
a leur surface et le traitement in vitro de macrophages humains avec du GLP-1 ou un de ses
analogues conduit a une polarisation des macrophages vers un profil de type M2 anti-
inflammatoire (Shiraishi et al., 2012). Le GLP-1 a récemment été décrit comme ayant des
propriétés anti-inflammatoires dans d’autres organes tels que le cerveau (Parthsarathy &
Holscher, 2013), les reins (Marques et al., 2014), le foie (Wang et al., 2014) ou bien méme
directement dans I’organe a l’origine de sa production, I’intestin (Yusta et al., 2015;

Anbazhagan et al., 2016).

Les propriétes anti-inflammatoires du GLP-1 pourraient aussi étre en lien avec sa
fonction originelle d’incrétine. De par son effet insulinotropique, le GLP-1 favorise la clairance
du glucose et préviendrait ainsi les conséquences délétéres et notamment pro-inflammatoires
d’une hyperglycémie (Esposito et al., 2002). De plus, I’insuline elle-méme exerce des actions

anti-inflammatoires (Sun et al., 2014).

L’existence de cette face cachée anti-inflammatoire du GLP-1 est aussi confortée par le

fait que les taux de GLP-1 circulants sont augmentés chez des patients hospitalisés gravement
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malades (Kahles et al., 2014), suggérant ainsi une corrélation entre 1’inflammation systémique
et Iactivité sécrétoire des cellules L. De plus, la quantité plasmatique de GLP-1 peut étre
modulée par des facteurs de I’inflammation. La cytokine pro-inflammatoire IL-6, notamment
produite en réponse a une infection bactérienne, est capable de stimuler la sécrétion de GLP-1
(Ellingsgaard et al., 2011). Pour finir, ’augmentation de I’endotoxémie est associée avec une
augmentation des taux de GLP-1 circulants (Nguyen et al., 2014). L’IL-6 serait 1’agent
sécretagogue intermédiaire entre les LPS et le GLP-1 (Kahles et al., 2014). Toutefois a ’heure

actuelle, les mécanismes reliant LPS et GLP-1 sont encore trés peu connus
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Chapitre 3
Liens entre LPS et GLP-1
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Les LPS peuvent se retrouver dans la circulation sanguine en traversant les barriéres
biologiques. Dans 1’organisme, la principale source de LPS est située dans le tube digestif et
plus précisément au sein du microbiote intestinal. L’intestin est donc 1’organe dans lequel
quantité de LPS et production de GLP-1 sont maximales. De plus, de nombreux travaux
suggerent que les LPS circulants contribueraient a I’apparition des maladies métaboliques telles
que I’obésité et le diabéte de type 2 (DT2) ; maladies qui s’avérent étre intimement liées avec

le fonctionnement du GLP-1 intestinal. Serait-ce le reflet d’un lien entre LPS et GLP-1 ?

I. Principal lieu de rencontre : I’intestin

Les principales fonctions de I’intestin sont la digestion des aliments et 1’absorption des
nutriments qu’ils contiennent. In fine, ces nutriments apportent 1’énergie nécessaire au
fonctionnement de 1’organisme. Afin d’optimiser cette absorption et de préparer les autres
organes a une arrivée d’énergie, 1’intestin produit et sécréte de multiples hormones, faisant de
lui le plus grand organe endocrine de I’organisme. Il dispose aussi de son propre systéme
nerveux, le systeme nerveux entérique (SNE), jouant un peu le role de chef d’orchestre. De par
sa principale fonction absorptive, 1’intestin constitue la plus vaste surface d’échange entre le
milieu extérieur et le milieu intérieur. 1l a donc également la trés grande responsabilité de
protéger I’organisme des agressions extérieures et de constituer une barriere a 1’entrée de
molécules étrangéres, tout en laissant cependant 1’accés aux nutriments. Cela est renforcé par
le fait que I’intestin héberge des milliards de micro-organismes constituant ce qui est plus
communément appelé le microbiote intestinal. Afin de pallier ce besoin de protection, I’intestin
a développé son propre tissu lymphoide, le gut-associated lymphoid tissue (GALT). Celui-ci

travaillerait en étroite collaboration avec les EEC productrices de GLP-1.

1. Physiologie de I’intestin

a) Anatomie de I’intestin

L’intestin gréle se divise en trois parties : le duodénum, le jéjunum et 1’iléon. Il est

précédé de I’estomac et suivi du colon. Chez ’Homme, sa longueur peut varier de 4 a 7m et
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son diamétre est d’environ 0,5cm. Son importante surface d’échange représente 300 a 400m?
(’équivalent de deux terrains de tennis) et s’explique par la présence de replis, de villosités au
sein des replis et d’une multitude de microvillosités au niveau de la membrane apicale des
cellules épithéliales. La Figure 21 schématise la paroi intestinale. Elle s’organise autour de
quatre couches qui sont de I’intérieur vers 1’extérieur : i) la muqueuse intestinale constituée de
I’épithélium, de la lamina propria et de la muscularis mucosae, ii) la sous-muqueuse composée
d’un tissu conjonctif et d’un réseau développé de vaisseaux sanguins et lymphatiques, iii) la
musculeuse caractérisée par le présence de deux couches de fibres musculaires lisses (une
longitudinale externe et une circulaire interne) et enfin, iv) la séreuse formée de cellules
endothéliales (le mésothélium) et reposant sur une couche de tissu conjonctif permettant

d’optimiser les mouvements du tube digestif.

Sous-muqueuse

Muscularis Musculeuse
mucosae ]
Muqueuse .
Lamina
propria
Epithélium \
/ Séreuse
Figure 21

Représentation schématique de la paroi intestinale

Cette coupe transversale schématique de I’intestin gréle représente les différentes couches de la paroi intestinale.
La muqueuse est la couche au contact de la lumiére intestinale par I’intermédiaire de son épithélium constitué de
villosités. La muqueuse est recouverte de la sous-muqueuse, puis de la musculeuse et enfin de la séreuse. Figure
adaptée de Balbi & Ciarletta, 2013.

b) La muqueuse intestinale et son role de barriére

L’épithélium intestinal est caractériseé par la présence de cryptes et de villosités
principalement constituées de quatre types cellulaires (Figure 22). Les villosités comportent :

i) les cellules absorbantes ou entérocytes (90 % des cellules totales), ii) les EEC disséminées
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sur toute la longueur de 1’intestin (moins de 1% des cellules de 1’épithélium) et iii) les cellules
caliciformes productrices de mucus. Les cryptes sont quant a elles caractérisées par la présence :
i) de cellules de Paneth sécrétant notamment le lysozyme (enzyme antibactérienne) et ii) de
cellules souches se divisant et se différentiant le long de ’axe crypto-villositaire pour donner
naissance aux quatre types cellulaires venant d’étre cités. La muqueuse intestinale se renouvelle
rapidement, tous les 5 jours chez I’Homme sain et tous les 3 jours chez la souris (Leblond &
Messier, 1958).

La muqueuse intestinale constitue une réelle barriére physique aux agents pathogenes.
Les cellules épithéliales sont reliées les unes aux autres par trois types de jonctions
intercellulaires : les jonctions serrées, les jonctions intermédiaires ou adhérentes et les
desmosomes (Farquhar & Palade, 1963). A cela s’ajoute une barriére glycoprotéique située en
surface de la muqueuse intestinale : le mucus. Perméable aux nutriments, il évite le contact

entre 1’épithélium et le contenu de la lumiére intestinale (Johansson et al., 2011).
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Figure 22

Epithélium intestinal et illustration des différentes cellules épithéliales

Les cellules souches situées a mi-chemin entre les villosités et les cryptes se différencient en entérocytes, cellules
entéroendocrines et cellules caliciformes en migrant vers la lumiére intestinale et en cellules de Paneth en migrant
vers le fond des cryptes. Les illustrations de cellules ont été reprises de I’article de Gelberg en 2014 (Gelberg,
2014).
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c) Le systeme nerveux entérique

Le tube digestif dispose de son propre systeme nerveux. Présent dans la paroi intestinale,
le SNE a un réle clé dans la coordination des activités sensitives, motrices, absorptives,
sécrétoires et immunitaires de 1’intestin. Parmi les trois divisions du systéme nerveux autonome,
le SNE est la partie la plus conséquente. Il dispose de ses propres circuits intrinseques lui
permettant d’agir indépendamment du SNC. 1l est composé de plus de 100 millions de neurones,
ce qui égale le nombre de neurones de la moelle épiniere, et il possede un éventail de
neurotransmetteurs comparable a celui du SNC. Ce systeme nerveux est tellement développé
que I’intestin est parfois assimilé a un deuxieme cerveau. Le SNE est constitué de deux plexus
ganglionnés : le plexus sous-muqueux de Meissner et le plexus myentérique d’Auerbach
localisé entre les deux couches de la musculeuse (Figure 23) (Sasselli et al., 2012). Dans le
chapitre précédent, une importante communication entre le SNE et les EEC a été décrite : cette

voie neuroendocrine de stimulation régule notamment la sécrétion de GLP-1.

AR

Muqueuse Muscularis mucosae

Figure 23

Représentation simplifiée du systeme nerveux entérique

Les constituants du systeme nerveux entérique sont localisés dans la paroi intestinale. Les ganglions du plexus de
Meissner sont localisés dans la sous-muqueuse. Ceux du plexus d’Auerbach sont logés entre les deux couches de
la musculeuse dans du tissu conjonctif. Les neurones représentés sur ce schéma ne sont bien siir ni a ’échelle ni
représentatifs du nombre réel de neurones, de leur diversité ou encore des différentes connections. Figure adaptée
de : http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP2/POLY.Chp.1.2.1.3.html.

106


http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP2/POLY.Chp.1.2.1.3.html

Introduction — Liens entre LPS et GLP-1

d) Le tissu lymphoide associé a I’intestin

L’intestin dispose d’un systéme immunitaire associé a sa muqueuse dont la fonction
premicre est de protéger 1’organisme, le GALT. 1l doit différencier les molécules étrangéres
pathogenes et nocives des molécules nutritives également étrangeres mais bénéfiques. Des
déréglements du GALT peuvent étre a ’origine d’une inflammation localisée ou bien méme
systémique. Il contribue donc fortement a toutes les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin et intolérances alimentaires dont la prévalence ne cesse d’augmenter ces dernicres

annees. La Figure 24 schématise les différents éléments constitutifs du GALT.

Les plaques de Peyer riches en lymphocytes B et T sont distribuées sur toute la longueur
de I’intestin. L’épithélium intestinal qui les recouvre est infiltré d’un grand nombre de cellules
immunitaires. Les entérocytes qui le composent se différencient en cellules M dépourvues de

microvillosités apicales et capables de transporter des bactéries entiéres.

Les ganglions mésentériques sont disposes en chapelet autour des vaisseaux drainant le

tube digestif et constituent les plus grands ganglions lymphatiques de 1’organisme.

En plus de constituer une barriére physique, I’épithélium représente aussi une barriere
immunologique contribuant activement au GALT. Les cellules de Paneth sont capables de
sécréter des agents antimicrobiens tels que les défensines et les lysozymes (Elphick & Mahida,
2005). Les cellules épithéliales expriment des protéines leur permettant d’interagir avec les
cellules hématopoiétiques de la lamina propria (Bleicher et al., 1990). Elles sont ainsi capables
de moduler la réponse inflammatoire en sécrétant différentes cytokines (Rodriguez-Juan et al.,
2001). L’épithélium comporte aussi des lymphocytes T spécifiques, les lymphocytes intra-
épithéliaux (LIE) (Bonneville et al., 1988).

La lamina propria est également fortement impliquée dans le GALT du fait des
nombreuses cellules immunitaires qu’elle contient (cellules dendritiques, macrophages ou

encore lymphocytes T).
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Figure 24
Organisation du tissu lymphoide associé a I'intestin (GALT)
Les plaques de Peyer, les ganglions mésentériques et la lamina propria sont riches en cellules immunitaires. Les

cellules M des plaques de Peyer permettent le transport de bactéries entieres pour les présenter aux constituants du
systéme immunitaire. Au niveau des cryptes, I’épithélium dispose des cellules de Paneth capables de sécréter des
molécules antimicrobiennes. Dans les villosités, les cellules épithéliales cohabitent avec des lymphocytes intra-

épithéliaux. Figure adaptée de la revue de Mowat en 2003 (Mowat, 2003).

2. Les habitants de P’intestin : le microbiote intestinal

Et si le corps humain était finalement plus bactérien qu”humain ?

Voila une question philosophique dont la réponse ne sera bien sir pas apportée dans le
paragraphe qui va suivre. Toutefois cette question est belle et bien fondée. L’€étre humain vit en
synergie avec des milliards de micro-organismes disséminés partout sur et dans son corps.
L’intestin est I’hote d’une importante population de bactéries, si importante qu’elle dépasserait
méme le nombre de cellules humaines : I’intestin renfermerait environ 10 fois plus de bactéries

que le corps entier ne comporte de cellules humaines. Méme si ce rapport a récemment été revu
a la baisse et que finalement le ratio cellules humaines / cellules bactériennes ne serait « plus
que » de 1 : 1 (Sender et al., 2016), il y a bien de quoi se poser des questions existentielles. Qui
est réellement 1’hote de qui ? Cet écosysteme intestinal est si conséquent qu’il péserait méme

plus que le cerveau humain : 2kg de bactéries contre 1,5kg de cellules cérébrales. Si autrefois,
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pour désigner ces populations microbiennes, le terme de « flore » était utilisé, celui-ci faisant
référence au régne végétal, il est actuellement d’usage d’employer le terme de « microbiote »,

qui signifie littéralement « petit vivant ».

a) Localisation, composition et dynamique du microbiote intestinal

La bouche, I’iléon et le colon sont habités par de nombreuses bactéries. Seul I’estomac
en comporte trés peu du fait de son environnement acide hostile. La partie proximale de
I’intestin regoit des sécrétions gastriques ainsi que des acides biliaires et n’est donc pas non plus
appréciée des bactéries, il ne contient « que » 10° bactéries par gramme de contenu. Leur
quantité est croissante tout au long de I’intestin (10* et 107 dans le jéjunum et I’iléon
respectivement) et atteint son paroxysme dans le colon avec 10'* bactéries par gramme de
contenu luminal. Les bactéries sont réparties entre la lumiére intestinale et la couche de mucus

recouvrant I’épithélium.

Ces derniéres années, le développement du séquencage haut débit du matériel génétique
a permis de faire un bond en avant en terme d’¢tude du microbiote. L’é¢tude MétaHIT lancée en
2008 a révélé au grand jour I’extréme richesse du microbiote intestinal (Qin et al., 2010). Cette
étude réalisée sur les selles de 124 personnes a mis en évidence plus de 3,3 millions de genes
différents appartenant a plus de 1000 espéces bactériennes bien distinctes. Il ressort également
de cette étude que le microbiote de chaque individu est constitué¢ d’en moyenne 160 especes. Si
chaque individu comporte 160 espéces et que 124 individus en comportent 1000, cela implique
donc une forte variabilité interindividuelle. Effectivement, méme s’il existe un socle commun
d’environ 20 a 30 especes bactériennes, chaque individu dispose de son propre microbiote, un
peu comme une empreinte non pas digitale mais intestinale : empreinte, qui, a I’inverse de
I’empreinte digitale, peut étre modulée en fonction du milieu environnant. Le microbiote
humain est principalement constitué des bactéries suivantes : Firmicutes, Bacteroidetes et

Proteobacteria (Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Le microbiote intestinal colonise son hote dés ses premiéres années de vie et évolue
avec lui au rythme de son développement (Figure 25). Au cours d’une vie, il y a principalement
trois grandes étapes entrainant des modifications de la composition du microbiote : le sevrage,
le passage a une alimentation solide et le vieillissement (Greenhalgh et al., 2016). Entre ces

principales étapes, d’autres facteurs tels que les traitements thérapeutiques, les pathologies ou
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encore 1’alimentation peuvent moduler la composition de cet écosystéme microbien. Un
changement dans les habitudes alimentaires impacte tres rapidement la composition du
microbiote intestinal : a peine un jour aprés que les aliments aient atteint I’intestin distal, que
ce soit chez la souris ou chez I’Homme. L’inverse est également vrai, ¢’est-a-dire que le

microbiote retrouve rapidement sa composition originelle (David et al., 2014).

Oral Y GIT { Oral Y GIT

C

w o

Nouveau-né Enfant Adulte Personne agée

Variabilité inter-individuelle

{Firmicutes Bacteroidetes  Proteobacteria Actinobacteria  Autres ]

Figure 25

Mise en place et évolution du microbiote au cours de la vie

Le microbiote intestinal prend place tres rapidement dans le tube digestif de son hote et évolue avec lui au cours
des différentes étapes de sa vie. La diversité microbienne et la variabilité interindividuelle varient en sens inverse :
la diversité augmente avec 1’age alors que la variabilité diminue. Figure adaptée de la revue de Greenhalgh en
2016 (Greenhalgh et al., 2016).

b) Les fonctions du microbiote

Tres souvent, le mot « bactérie » rime avec les mots « pathogene » et « danger ». Si ¢’est
le cas pour certaines bactéries de passage, les bactéries résidentes du microbiote, elles, sont
bénéfiques pour leur héte. Le cas contraire serait forcément la conséquence d’un déréglement
physiologique. 1l a pendant longtemps été coutume de croire que le nouveau-né acquiert son

microbiote des la rupture des membranes feetales. Or, la stérilité utérine a été remise en question
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(Goldenberg et al., 2000) et les récentes avancées biotechnologiques apportent des arguments
allant dans ce sens, en montrant notamment une grande diversité microbienne dans le liquide
amniotique (DiGiulio et al., 2008). Ainsi, en plus de contribuer a notre vie « terrestre », ce
microbiote participerait aussi au développement feetal in utero (Romano-Keeler & Weitkamp,
2015). Toutefois, cette découverte est encore controversée et des études restent nécessaires pour

pouvoir statuer quant a 1’existence ou non d’une colonisation microbienne in utero.

Du fait de ses diverses fonctions vitales pour I’hote (digestives, immunitaires,
neurologiques et métaboliques), le microbiote a déja été assimilé a un « organe oublié » (O’Hara
& Shanahan, 2006). Les bactéries intestinales participent notamment a 1’intégrité de
I’épithélium en modulant les taux de renouvellement, de prolifération et de différenciation des
cellules épithéliales (Abrams et al., 1963). Les bactéries du microbiote se nourrissent a la fois
de I’hdte en lui-méme (desquamation cellulaire, enzymes digestives, mucines) et de son
alimentation. Elles assurent de ce fait une fonction de digestion qui s’avere étre source d’énergie
pour 1’hdte notamment via la production de vitamines et d’acides gras a courtes chaines. Chez
les ruminants et les rongeurs coprophages, c’est la digestion bactérienne de I’herbe et des
excréments respectivement qui permet cet apport nutritionnel. Qu’en est-il de ’Homme pour
qui ces denrées ne font pas partie du menu ? Ce sont notamment les fibres alimentaires et les
sucres complexes (cellulose, pectine...) issus des fruits et Iégumes et indigestes pour I’Homme

qui assurent cette fonction (Flint et al., 2012).

Ces bactéries symbiotiques ont également un réle en terme de protection et d’immunité.
Premierement, elles constituent une troisieme ligne de défense physique (en plus du mucus et
de la muqueuse) contre les pathogénes, en empéchant notamment leur prolifération.
Deuxiémement, elles communiquent avec le systeme immunitaire de leur hote et cela des son
plus jeune age. Elles participent au développement de celui-ci en interagissant avec les cellules
du GALT. C’est le cas par exemple des cellules dendritiques de la lamina propria. Leurs
prolongements atteignent la lumiére intestinale, détectent les bactéries et communiquent
I’information aux cellules du systeme immunitaire adaptatif (Rescigno et al., 2001). Dés 1989,
D. Strachan, professeur en épidémiologie, suggérait que la diminution du contact héte —
microbes due a un exces d’hygiéne des modes de vie de 1’époque (qui ont d’ailleurs continué
dans ce sens) pouvait étre la cause de 1’augmentation des maladies auto-immunes ; ainsi est née

la « theorie hygiéniste » ou « hypothése de 1’hygié¢ne » (Strachan, 1989).
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c) La dysbiose de I’écosystéme intestinal

Il est désormais connu que la dysbiose, c’est a dire le déséquilibre du microbiote
intestinal peut contribuer ou méme étre a 1’origine de certaines pathologies. C’est le cas par
exemple pour certaines allergies ou encore pour les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin comprenant la maladie de Crohn et la rectocolite ulcéro-hémorragique. Dans ces
derniéres, le déséquilibre du microbiote commensal génére une réponse immunitaire inadaptée
de la part du GALT. Certains troubles comportementaux comme 1’autisme et la maladie

d’Alzheimer peuvent aussi étre associés a une dysbiose intestinale (Ghaisas et al., 2016).

Pour finir, ce déséquilibre de la population microbienne intestinale accompagne
¢galement les maladies métaboliques telles que I’obésité et le DT2, dont il sera question dans
la deuxieme et derniére partie de ce chapitre. Les techniques de métagénomique récemment
développées contribuent a faire des associations microbiote — pathologies. Certains y voient
méme a terme un puissant outil de diagnostic permettant d’identifier, dans le microbiote
intestinal, des germes spécifiques biomarqueurs de pathologies. Si ce ne sont la que des
corrélations et que le lien de causalité n’a pas encore été démontré, cela ouvre quand méme de
belles perspectives en terme de médecine préventive via 1’alimentation et en terme de
thérapeutique via par exemple le transfert fécal. Initialement utilisée pour combattre les
infections bactériennes résistantes aux antibiothérapies, comme c’est le cas de Clostridium
difficile, la transplantation fécale est de plus en plus utilisée pour traiter d’autres troubles

intestinaux comme les inflammations chroniques de I’intestin (Colman & Rubin, 2014).

3. La cohabitation microbiote — hote

La relation du microbiote avec son hote est donc une totale synergie. L hote apporte de
I’alimentation exogene et endogene a son microbiote qui en retour lui apporte 1’énergie et les
vitamines issues de la dégradation de certains composés indigestes pour ’Homme. L’hote
héberge son microbiote et en contrepartie celui-ci I’aide a combattre les potentiels pathogenes
présents dans le tube digestif... Toutefois, commensales ou pathogénes, des bactéries restent
des bactéries. Comment se fait-il que le systéme immunitaire de 1’organisme humain accepte
de vivre avec autant de micro-organismes potentiellement dangereux pour lui ? Effectivement,

si soudainement la barriére intestinale physique venait a devenir perméable, voire méme a se
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rompre, le microbiote intestinal héberge assez de bactéries et notamment assez de LPS pour
rapidement entrainer le décés de son hote. C’est d’ailleurs strement la raison pour laquelle
I’intestin, de par son GALT, est aussi le plus important organe lymphoide de 1’organisme. La
colonisation bactérienne du tube digestif contribue grandement au développement de ce
systeme immunitaire compétent. Microbiote et GALT communiquent en permanence, que ce
soit pour faire face aux agressions extérieures ou pour faire en sorte que le GALT tolére la
présence du microbiote. Ce phénomene de tolérance fait intervenir de nombreux acteurs et

notamment les EEC.

a) Mise en sourdine du systeme immunitaire

Les bactéries et leurs composants sont reconnus par des récepteurs spécifiques des
cellules de 1I’hote permettant ainsi I’initiation d’une réponse immunitaire. Ces récepteurs font
principalement partie de deux familles : i) les récepteurs membranaires TLRs dont le TLR4 est
en charge de la détection des LPS bactériens et ii) les récepteurs intracellulaires de type
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors ou NOD-like receptors (NLRs). Les
TLRs sont exprimés par les cellules épithéliales de I’intestin (Cario et al., 2000) et les molécules
bactériennes détectées par les TLRs ne sont pas spécifiques des bactéries pathogénes, ainsi
comment se fait-il que la présence du microbiote résidant n’induise pas de réponse

inflammatoire ?

Au niveau de 1’épithélium intestinal, I’expression des TLRs ainsi que ses cascades de
signalisation intracellulaires sont régulées a la baisse par la présence en continu de composés
bactériens et donc par la colonisation microbienne du tube digestif (Otte et al., 2004; Shibolet
& Podolsky, 2007). Il a été montré que la mise en contact de fagon répétée ou continue de
cellules épithéliales intestinales avec des composeés pro-inflammatoires bactériens, tels que les
LPS ou le LTA, s’accompagne : i) d’une diminution de la réponse inflammatoire, ii) d’une
réduction de I’expression des TLRs membranaires et iii) d’une inhibition des cascades de
signalisation pro-inflammatoires intracellulaires (Otte et al., 2004). Une souche commensale
du microbiote intestinal a été décrite comme capable de réguler a la baisse la voie de
signalisation pro-inflammatoire dépendante de NFxB en stimulant son export du noyau (Kelly
et al., 2004). Ainsi, en temps normal, une faible expression du récepteur TLR4 membranaire

sur les cellules epithéliales rend la muqueuse intestinale tres peu sensible a la présence de
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composés bactériens comme les LPS (Abreu et al., 2001). Ce serait notamment cette tolérance
de I’intestin envers son propre microbiote qui serait altérée dans les pathologies inflammatoires
chroniques de I’intestin. En effet, il a ét¢ décrit une plus forte expression de TLR4 et de la
protéine MD-2, indispensable a son activation, au niveau des cellules épithéliales de I’intestin
chez des patients atteints par ce type de pathologies (Cario & Podolsky, 2000; Vamadevan et
al., 2010).

b) Les TLRs : des détecteurs d’une altération membranaire

Les TLRs pourraient aussi étre impliqués dans certains des effets bénéfiques du
microbiote, comme le maintien de I’intégrité de la barriére intestinale et la prolifération des

cellules épithéliales (Pull et al., 2005).

L’ischémie mésentérique correspond a une diminution totale ou partielle du flux sanguin
au niveau intestinal. Si I’ischémie mésentérique en elle-méme est délétére pour I’intestin, la
reperfusion des tissus peut I’étre encore plus. Cette pathologie se caractérise donc par une forte
dégradation de la barriere intestinale. Il a été montré que le microbiote commensal ainsi que la
présence d’un récepteur TLR4 fonctionnel protégent la muqueuse intestinale des dommages
induits pas un traitement d’ischémie / reperfusion chez la souris (Chen et al., 2008; Tatum et
al., 2010).

L’altération de 1’épithélium intestinal de souris par un traitement au dextran sodium
sulfate (DSS) s’accompagne d’une forte augmentation de la perméabilité intestinale (Kitajima
et al., 1999). Les capacités de réparation de la muqueuse intestinale suite a un traitement au
DSS sont réduites par 1’antagonisation du récepteur TLR4 (Ungaro et al., 2009). De plus, les
souris déficientes en TLR4 ou en MyD88 sont plus sensibles a ce traitement au DSS et
présentent une translocation bactérienne plus importante que les souris sauvages (Fukata et al.,
2005). D’autres études ont décrit ce récepteur comme capable d’activer la réparation de

I’épithélium intestinal via 1’induction de la cyclo-oxygénase 2 (Fukata et al., 2006).

Ainsi, le récepteur TLR4 serait en mesure de détecter le passage de bactéries luminales
dans la muqueuse altérée et déclencherait des cascades de signalisation permettant de faire face
a cette dégradation épithéliale.
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c) L’axe immuno-endocrine intestinal

Les EEC participeraient elles aussi au dialogue entre les bactéries (pathogénes ou
commensales) et le systtme immunitaire intestinal de 1’hote. Pour rappel, ces cellules
représentent seulement 1% de D’épithélium intestinal mais y sont essentielles car elles
produisent et sécrétent de nombreuses hormones. Leur fonction principale est de détecter les
aliments au niveau de la lumiére intestinale et d’optimiser les conditions d’absorption et

d’utilisation par 1’organisme.

Le vaste systeme immunitaire intestinal et les cellules qui le composent expriment une
large gamme de récepteurs aux peptides produits par les EEC (Genton & Kudsk, 2003). Cette
observation suggére donc un dialogue moléculaire entre systeme endocrine et systéme
immunitaire. En effet, un certain nombre d’études témoignent d’une action des hormones
entérales sur le systeme immunitaire : la ghréline augmente 1’activation et la prolifération des
lymphocytes T (Lee et al., 2014), la cholécystokinine stimule la production d’acétylcholine par
les lymphocytes B et a ainsi un effet sur le recrutement des neutrophiles (Reardon et al., 2013).
Il a de plus été décrit dans le chapitre 2 que le GLP-1 présente de nombreuses propriétés anti-

inflammatoires a la fois systémiques et locales au niveau de I’intestin.

Une autre donnée confirmant le lien entre les EEC et le GALT est le fait que certaines
maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin sont associées a une augmentation du nombre
de ces cellules au niveau iléal ainsi qu’une augmentation de la sécrétion de leurs hormones
comme le GLP-1 (Harrison et al., 2013). De plus, des études a la fois in vitro et in vivo
démontrent que, comme les cellules de 1’épithélium intestinal « classiques », les EEC expriment
elles aussi certains TLRs dont un récepteur TLR4 fonctionnel (Palazzo et al., 2007; Bogunovic
et al., 2007).

Toutes ces informations suggérent donc I’existence d’un axe immuno-endocrine
permettant un dialogue entre ces deux systéemes intestinaux (Worthington, 2015). Comme les
cellules épithéliales de I’intestin exprimant le TLR4, les EEC pourraient elles aussi percevoir
une dégradation de la perméabilité membranaire via ce récepteur et ainsi participer a une

régulation de la réponse inflammatoire.
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Il. LPS, GLP-1 et maladies métaboliques

1. L’épidémie de diabésité

Obésité et DT2 sont des maladies métaboliques dont la prévalence ne cesse
d’augmenter. En 1998, 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) qualifiait I’obésité de
premiere « épidémie » non infecticuse de I’Histoire. Selon cette méme institution, il y avait en
2014 environ 1,9 milliard d’adultes (4gés de 18 ans et plus) en surpoids, dont au moins 600
millions d’obéses. En France, les chiffres sont également inquiétants : en 2012, I’é¢tude Obépi
estimait a pres de 7 millions le nombre de personnes obeses, soit environ 15% de la population.
Selon la Fédération Internationale du Diabéte (FID), dans le monde, une personne meurt du
diabéte toutes les 7 secondes. C’est plus que le sida et la malaria réunis. Parmi les 422 millions
de diabétiques (données de 2014 — OMS), 90% présentent un DT2 dont le facteur de risque
majeur est I’obésité. En effet, prés de 80% des diabétiques de type 2 sont obéses ou en surpoids,
mais « seuls » 25 a 30 % des obéses sont diabétiques. DT2 et obésité sont étroitement liés, si

bien qu’un nouveau terme est apparu dans la littérature scientifique, celui de « diabésité ».

a) L’obésité et ses conséquences physiopathologiques

Depuis 1997, I’obésité est considérée par ’OMS comme une véritable pathologie
caractérisée par « une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle pouvant nuire
a la santé ». Elle peut étre d’origine génétique et/ou physiopathologique mais peut également
résulter d’un déséquilibre de la balance énergétique : apports caloriques de la prise alimentaire

supérieurs a la dépense énergétique (Bleich et al., 2008).

Bien souvent I’avancement de la maladie est évalué par la détermination de I’indice de
masse corporelle (IMC). Il se calcule en faisant le rapport de la masse de I’individu (en kg) sur
sa taille (en m?) : surpoids quand I’'IMC est supérieur a 25kg/m? et obésité si cela dépasse les
30kg/m? (Figure 26). Toutefois, I’utilisation de cet indice est de plus en plus controversée car
il ne tient pas compte de la composition corporelle de 1’individu, c’est-a-dire de ses proportions
de masse grasse et de masse maigre, ainsi que de la distribution physiologique du tissu adipeux.

Or, il est maintenant communément admis que 1’exces de tissu adipeux viscéral est le plus
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délétere en terme de comorbidités associées a 1’obésité. 11 a par exemple été observé que des
sujets obeses avec peu de tissu adipeux viscéral ont une tolérance au glucose similaire a des
individus de masse normale (Pouliot et al., 1992). Le tour de taille est donc un paramétre
anthropométrique reflétant davantage 1’accumulation de graisse abdominale, toutefois il ne
permet pas de faire la distinction entre tissus adipeux viscéral et sous-cutané.

Poids (pounds)
90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 200 310 330 350
.

2 T T T 7 ™ 66
T TT T T l T T ) T / T B )
S P
/
L / . /
Maigreur | Normal Surpoids ‘ Obésité /
19— IMC<18,5 (/~{ IMC18,5-25 f IMC25-30 - IMC > 30 6'3
- i/’
P
/
s 7’
1.0, n
} e o
—_— / / B o
3 1.8 | | | - ! 4 ,, 7 _ - 511 5
= Y P /s []
= Q
Q | 4 Sl ™
E /’ / ’ / [ ]
oy / / 4 n
= [ ) v, ‘ °
® U T 57 2
] 2 J ’ [- %
[ ) Y —_
7 / 7 []
/ 4 -
p =
i A K
A VA
/’
1.6 £ 53
/ / _,’ /|
o/ Ly
7’ 7|
/ / ’ /
/ s
1.5/ / 1/ ¥ " #1

40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160
Poids (kilogrammes)

Figure 26

Table de détermination de I'indice de masse corporelle

Cette table prend en compte la taille et la masse d’un individu afin de déterminer son indice de masse corporelle.
Les classes majeures sont représentées par des couleurs différentes au sein desquelles sont indiquées des sous-
classes a I’aide de lignes en pointillés. Figure adaptée de : Global Database on Body Mass Index, WHO, 2006.

Avec la glycémie, la triglycéridémie, le taux de HDL circulants et la tension artérielle,
le périmétre abdominal est un des critéres d’évaluation du « syndrome métabolique ». Ce
dernier regroupe un ensemble de déreglements métaboliques pouvant contribuer au
développement de pathologies telles que le DT2. La définition du syndrome métabolique a
souvent été remise en question. La derniére a été proposée par la FID en 2005. Elle se voulait
consensuelle mais fait finalement 1’objet de nombreuses critiques, notamment de la part des
associations europeennes et américaines du diabéte (American Diabetes Association ou ADA

et European Association for the Study of Diabetes ou EASD), jugeant les criteres de définition
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ambigus. Quel que soit le seuil fixé, la surcharge pondérale fait partie de ces critéres
d’évaluation. En effet, I’obésité est un facteur de risque avéré pour plusieurs complications
métaboliques telles que : i) la résistance a I’insuline et le DT2, ii) la stéatose hépatique non
alcoolique (NAFLD) et la stéatohépatite (NASH), iii) le développement de certains types de
cancers (sein, colon, cesophage...) ou encore iv) les pathologies cardiovasculaires (Poirier et

al., 2006; Yki-Jarvinen, 2014; Lauby-Secretan et al., 2016).

Est-ce que 1’obésité est réellement une maladie ou est-elle « juste » un facteur de risque
pour de nombreuses pathologies ? La question fait actuellement débat (Hofmann, 2016).
L’OMS astatué en 1997 et 1’a confirmé en 2003, I’obésité est une maladie. L’ American Medical
Association et le Parlement Européen considérent eux aussi 1’obésité comme une réelle
pathologie. Une enquéte réalisée auprés de 1118 adultes recrutés dans le Survey Sampling
International (SSI) montre des avis plutdt mitigés. En moyenne, seulement 51% des répondants
classent I’obésité dans la catégorie des pathologies (Puhl & Liu, 2015). Finalement, le
consensus actuel est inspiré de The Obesity Society (TOS) et serait de cataloguer 1’obésité
comme une pathologie non pas au sens scientifique du terme, mais plutét au sens normatif afin
de pouvaoir solliciter toutes les ressources nécessaires pour la combattre : prévention, traitement,
recherche médicale... (Allison et al., 2008).

b) Le diabéte de type 2, sa physiopathologie et le syndrome hyperinsulinémique

Le DT2 et sa physiopathologie

Selon I’OMS, le diabéte est « une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne
produit pas assez d'insuline ou lorsque l'organisme n'est pas capable d'utiliser efficacement
Iinsuline qu'il produit. Il en résulte une concentration accrue de glucose dans le sang
(hyperglycémie) ». Le lien entre le diabéte et le pancréas a été fait pour la premiere fois a
Strasbourg en 1889 : le médecin allemand O. Minkowski et son assistant J. Mering constatent
que, suite a une pancréatectomie, les urines des chiens attirent les mouches du fait de leur teneur
élevée en sucres. L’hormone impliquée est nommée « insuline » du fait de sa localisation
histologique dans les Tlots de Langerhans. Il existe principalement deux formes de diabéte : le
diabete de type 1 (DT1) et le DT2. Le DT1, ou diabéte insulinodépendant, provient d’une
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destruction auto-immune des cellules B du pancréas et ne sera pas davantage détaillé ici. Par

opposition au DT1, le DT2 est aussi appelé diabéte non insulinodépendant.

La pathogenese du DT2 démarre par une perte de sensibilité a cette hormone des tissus
cibles, il s’agit de la résistance a 1’insuline. Normalement, I’action hypoglycémiante de
I’insuline passe par : i) une augmentation de I’entrée du glucose aux niveaux musculaire,
hépatique et adipocytaire et ii) une inhibition du déstockage du glycogene hépatique et de la
synthese de glucose de novo. En cas de résistance, la capacité de cette hormone a diminuer la
glycémie est altérée et I’organisme compense en augmentant sa sécrétion. Il en résulte alors une
hyperinsulinémie afin de maintenir une glycémie physiologique. Cependant, sur le long terme,
les cellules B du pancréas peuvent s’épuiser et ainsi conduire in fine a un défaut de sécrétion

d’insuline, ou insulinopénie (Figure 27).
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Figure 27

Les principales étapes de la physiopathologie du diabéte de type 2

Le déséquilibre de la balance énergétique contribue activement a la prise de masse grasse. Celle-ci est directement
associée au développement de la résistance a I’insuline. Lorsque les tissus cibles de I’insuline ne sont plus sensibles
a cette hormone alors ’organisme compense en sécrétant davantage d’insuline pour permettre la régulation de la
glycémie. Toutefois, cette hypersécrétion peut conduire a une défaillance des cellules B pancréatiques qui a terme
ne produisent plus d’insuline. L’insulinopénie est la derniére étape dans la physiopathologie du diabéte de type 2.
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Le syndrome hyperinsulinémique

Actuellement, il est donc clairement établi que la résistance a 1’insuline entraine une
augmentation de la sécrétion de cette hormone justement pour compenser la perte de sensibilite.
Cependant, des travaux récents suggérent que cette hypersécrétion d’insuline pourrait en fait
étre la cause et non la conséquence (Figure 28). La résistance a I’insuline ne serait donc qu’une

réponse secondaire a des quantités trop importantes de cette hormone.

Cette hypothése récente et innovante est née d’observations faites chez des patients
obeses diabétiques ayant été opérés d’une chirurgie de 1’obésité. En effet, ces opérations basées
sur un court-circuit gastro-intestinal du trajet des aliments corrigent 1’hypersécrétion d’insuline
et ce, malgré une persistance de la résistance a I’insuline (Reed et al., 2011). Ceci suggére donc
que I’hyperinsulinémie ne serait pas la conséquence de la résistance a cette hormone. D’apres
Kelly et al., cet excés d’insuline pourrait étre le point de départ commun aux maladies telles
que DT2, obésité, hypertension... Ces auteurs introduisent alors le terme de « syndrome

hyperinsulinémique » (Kelly et al., 2014).

Si cette nouvelle hypothése est séduisante, 1’origine de cette hypersécrétion est
actuellement inconnue (Corkey, 2012). Certains auteurs suggerent I’implication d’un signal
provenant de I’intestin (Pories & Dohm, 2012). En effet, la chirurgie de 1’obésité, évoquée ci-
dessus, normalise la sécrétion d’insuline alors qu’elle ne consiste « qu’a exclure » une partie de
I’intestin. Cela suggere fortement un lien étroit entre intestin et hypersécrétion d’insuline. Si
effectivement 1’hypersécrétion d’insuline est la cause et non la conséquence de la résistance a
I’insuline, alors la pertinence de certaines thérapies actuelles basées sur une augmentation

pharmacologique de cette hormone pourrait étre remise en question.
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Modele proposant I'hyperinsulinémie comme le point de départ du DT2

Dans ce modéle, I’hypersécrétion d’insuline ne serait pas la conséquence de la résistance a 1’insuline mais plut6t
la cause. L’hyperinsulinémie répétée contribuerait au développement d’une résistance a I’insuline. Toutefois,
’origine de cette hypersécrétion d’insuline (facteur X) n’est pas encore connue a I’heure actuelle (Corkey, 2012).

¢) Physiopathologie des principaux organes gluco-consommateurs

L’obésité et le surpoids sont les principaux facteurs de risque de ’apparition du DT2. Il
est clairement établi aujourd’hui que la probabilit¢ de développement de cette pathologie
augmente avec I’IMC (Guh et al., 2009) et diminue avec la perte de masse corporelle (Diabetes
Prevention Program Research Group et al., 2009). L’expansion du tissu adipeux et sa
dysfonction jouent un réle majeur dans cette perte de sensibilité a I’insuline tout d’abord locale
puis systémique. De plus, ’accumulation de graisses ectopiques au niveau des principaux
organes gluco-consommateurs périphéeriques, a savoir le foie et les muscles squelettiques,
contribuent fortement a une perte de sensibilité a I’insuline de ces tissus et donc a ’apparition
de la résistance a I’insuline, il s’agit de la lipotoxicité (Samuel & Shulman, 2012). Au niveau
de ces organes, le métabolisme des composés lipidiques (Figure 29) est considéré comme
pouvant étre une cause non négligeable de I’altération du métabolisme glucidique via
I’installation de I’insulino-résistance. Il a notamment été montré que 1’accumulation de dérivés
lipidiques comme les diacylglyérols (DAG) et les céramides régule de facon négative 1’action

de I’insuline (Erion & Shulman, 2010; Chavez & Summers, 2012). D’autres organes tels que le
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ceeur, les reins, les os ou encore le pancréas, avec sa perte de fonction des cellules 3, sont aussi

impactés par la lipotoxicité mais ne seront pas abordés dans cette étude.

Le tissu adipeux blanc

Les TG contenus dans les VLDL heépatiques et dans les CM intestinaux en période
postprandiale sont hydrolysés en AGL par la LPL. Ces AGL sont captés par le tissu adipeux
soit par diffusion passive, quand le gradient de concentration le permet, soit par transport actif
impliquant différentes protéines telles que la fatty acid translocase/CD36 (FAT/CD36) et la
FATP1 (Coburn et al., 2000; Wu et al., 2006). Certains AGL restent cependant dans la
circulation sanguine et constituent ainsi un pool d’AGL disponibles pour les autres tissus. Dans
le tissu adipeux, ’activité de la LPL est stimulée par I’insuline (Sadur & Eckel, 1982).
L’angiopoietin-like protein 4 (ANGPTL4) aussi appelé fasting-induced adipose factor (FIAF)
est quant a lui un inhibiteur de la LPL (Sukonina et al., 2006). La fatty acid synthase (FAS) et
I’acétyl-CoA carboxylase (ACC) sont les enzymes clés de la lipogenése, c’est-a-dire de la
synthése des TG. L’énergie ainsi stockée dans des gouttelettes lipidiques reste bien sir
mobilisable par les autres tissus tels que le foie ou les muscles squelettiques : il s’agit de la
lipolyse. Celle-ci fait principalement intervenir 1’adipose triglycerides lipase (ATGL), la lipase
hormonosensible (HSL) et la monoacylglycérol lipase (MGL). L’insuline est un puissant
inhibiteur de la lipolyse (Fain et al., 1965).

Lors d’un déréglement de la balance énergétique, le tissu adipeux subit des
réarrangements afin de pouvoir stocker 1’énergie excédentaire : tout d’abord une hypertrophie
(augmentation de la taille) suivie d’une hyperplasie (augmentation du nombre) adipocytaires
(Krotkiewski et al., 1983). Ainsi, dans un premier temps, ce tissu jouerait un rdle protecteur
vis-a-vis des autres organes en emmagasinant I’excés énergétique de I’alimentation. L’atteinte
de la limite d’expansion favoriserait I’apparition des complications métaboliques associées a
I’obésité (Kim et al., 2014). Les adipocytes hypertrophiés sont moins insulino-sensibles (Kim
et al., 2015) et cette perte de fonction de I’insuline pourrait contribuer a : i) I’augmentation de
la lipolyse basale observée chez des sujets obeses (Arner & Langin, 2014) et ii) le défaut de
stockage des TG alimentaires associé a 1’obésité. La lipolyse du tissu adipeux provoque une

libération d’AGL et de glycérol pouvant contribuer a un dépot de graisses ectopiques et une
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augmentation de la gluconéogenése hépatique et donc favoriser I’hyperglycémie. De plus,
I’autophagie est augmentée dans le tissu adipeux de patients obéses résistants a 1’insuline
(Kosacka et al., 2015). Il pourrait s’agir d’une lipophagie, c’est-a-dire une autophagie des
gouttelettes lipidiques augmentant ainsi les AGL disponibles (Wang, 2016). Le tissu adipeux
est de plus un organe endocrine. Son expansion modifie la production d’adipokines et de
lipokines connues pour participer a la régulation du métabolisme gluco-lipidique en
interagissant avec d’autres organes (Cao et al., 2008; Galic et al., 2010). Le moindre captage
des AGL, ’intensification de la lipolyse et la dysfonction sécrétoire du tissu adipeux blanc

participent donc au déréglement du métabolisme des organes périphériques.

Le foie

Au niveau du foie, la LPL et la lipase hépatique (HL) sont en charge de la dégradation
des TG. Elles favorisent ainsi le captage des AGL par les hépatocytes grace a différents
transporteurs membranaires tels que FATP2, FATP5 ou encore FAT/CD36 (Doege et al., 2006;
Koonen et al., 2007; Falcon et al., 2010). Comme dans le tissu adipeux, les acides gras des
hépatocytes sont aussi stockés sous forme de TG dans des gouttelettes lipidiques.
L’augmentation de I’insulinémie est associée & une lipogenése de novo qui consiste a
transformer les composés sucrés en acides gras et faisant intervenir diverses enzymes comme
I’ACC, la FAS ou encore la diacylglycérol transférase (DGAT). Le glucose et 1’insuline
régulent I’action de ces enzymes lipogéniques par I’intermédiaire de deux protéines :
respectivement carbohydrate responsive element binding protein (ChREBP) et sterol
regulatory element binding protein 1¢c (SREBP1c). En ce qui concerne 1’¢limination des lipides
hépatiques, cela peut se faire via la sécrétion des VLDL chargés de TG ou via I’oxydation des
acides gras dans les mitochondries. Cette derniére fait intervenir différentes protéines telles que
la carnitine palmitoyltransférase 1 (CPT1) (Sanders & Griffin, 2016).

L’obésité est associée a une accumulation de lipides dans le foie, principalement sous
forme de TG : il s’agit de la NAFLD. Cela s’explique par un déséquilibre entre 1’apport de
lipides (via la circulation sanguine ou la synthese de novo) et leur élimination (sécrétion des
VLDL ou oxydation des acides gras). L’activité de ’HL et donc le captage des AGL est
augmentee chez les patients obeses et atteints de NAFLD (Pardina et al., 2009). Cette activité
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enzymatique accrue couplée a I’augmentation du pool d’AGL, du fait de I’alimentation et de la
souffrance du tissu adipeux, participe au développement de la NAFLD. Les gouttelettes
lipidiques hépatiques contribuent a I’installation de 1’insulino-résistance qui est sélective dans
cet organe : I’insuline n’inhibe plus la gluconéogenése par contre elle stimule davantage la
lipogenese de novo : il en résulte une hypertriglycéridémie ainsi qu’une hyperglycémie (Brown
& Goldstein, 2008).

Les muscles squelettiqgues

A eux seuls, les muscles squelettiques expliquent 80% de la clairance du glucose chez
I’Homme (DeFronzo et al., 1981). lIs captent le glucose via le récepteur GLUT4 et le stockent
sous forme de glycogéne aprés 1’avoir transformé en glucose-6-phosphate (G6P), sous 1’action
de I’hexokinase. Les muscles sont aussi capables, via leur LPL, de capter des AGL. A I’inverse
du tissu adipeux et du foie, chez I’ Homme, la LPL musculaire est inhibée par une infusion
d’insuline (Farese et al., 1991) et par le FIAF (Robciuc et al., 2012). Les AGL s’infiltrent dans
la cellule musculaire par diffusion passive ou par I’'intermédiaire de transporteurs membranaires

tels que FAT/CD36 (Coburn et al., 2000).

L’IL-6 est une myokine dont I’expression et la sécrétion sont augmentées lors d’un
exercice physique, quand la sensibilité a I’insuline est augmentée (Ostrowski et al., 1998). Cette
myokine augmente le métabolisme musculaire en induisant notamment 1’oxydation des acides
gras (Kelly et al., 2009). L’obésité et le DT2 sont associés a une diminution des récepteurs a
I’TIL-6 au niveau musculaire (Scheele et al., 2012). Ces pathologies entrainent également une
diminution de I’oxydation des acides gras musculaires et donc une accumulation des TG (He et
al., 2001). Or, les TG musculaires participent a une perte de sensibilité a I’insuline des muscles
squelettiques (Roden et al., 1996). En plus des TG, les métabolites bioactifs tels que les DAG
et les céramides sont aussi déléteres pour la sensibilité a ’insuline (Straczkowski et al., 2007).
La capacité de cette hormone a induire I’entrée du glucose dans les cellules musculaires est

fortement diminuée en cas de DT2 (Cline et al., 1999).
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Figure 29

Physiologie des principaux organes gluco-consommateurs périphériques

Le tissu adipeux blanc (en haut a droite), le foie (en bas a gauche) et les muscles squelettiques (en bas a droite)
sont les principaux organes gluco-consommateurs. lls participent au développement de 1’insulino-résistance
globale et sont les premiers impactés par ce manque de sensibilit¢ a I’insuline. Les lipides alimentaires
(chylomicrons) et hépatiques (VLDL) peuvent étre captés par ces trois organes grace a la LPL. L’expansion du
tissu adipeux permet de faire face a un exces de lipides plasmatiques. Il en résulte une perte de sensibilité a
I’insuline de ce tissu, une hausse de la lipolyse et un moindre captage lipidique. Les lipides excédentaires
plasmatiques peuvent s’accumuler dans les autres organes comme les muscles et le foie. Cela entraine une perte
de sensibilité a I’insuline entretenue par le développement de la stéatose hépatique. 1l en résulte une hausse de la
sécrétion des VLDL et donc une hausse des lipides plasmatiques.

Abréviations : VLDL - very low density lipoprotein ; FIAF — fasting-induced adipose factor ; LPL — lipoprotéine
lipase ; AG — acide gras ; MAG — monoacylglycérol ; DAG — diacylgycérol ; TG — triglycérides ; ATGL - adipose
triglycerides lipase ; HSL — lipase hormonosensible ; MGL — monoacylglycérol lipase ; ACC — acétyl-CoA
carboxylase ; FAS —fatty acid synthase ; IL-6 — interleukine 6 ; G6P — glucose 6 phosphate ; HL — lipase hépatique ;
FATP — fatty acid transport protein ; CPT1 - carnitine palmitoyltransférase 1 ; SCD1 - stéaroyl-CoA désaturase ;
DGAT - diacylglycérol transférase ; ChREBP — carbohydrate responsive element binding protein ; SREBP1c —
sterol regulatory element binding protein 1c.
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2. Le GLP-1 et les maladies métaboliques

Du fait de ses fonctions d’incrétine, de contrdle de la prise alimentaire, de régulation de
I’adipogenese..., il n’est pas surprenant que le GLP-1 soit étroitement associé a 1’étiologie des

maladies métaboliques que sont I’obésité et le DT2.

a) GLP-1 et obésité

Certaines études montrent une diminution de la sécrétion de GLP-1 stimulée par du
glucose chez les patients obéses (Muscelli et al., 2008), alors que d’autres ne pergoivent aucune
modification (Knop et al., 2012). Dans les cas ou la sécrétion de GLP-1 est effectivement
diminuée, plusieurs mécanismes reliés a 1’obésité pourraient y contribuer. C’est le cas par
exemple du développement de la résistance a la leptine et a I’insuline. En effet, ces deux
hormones sont connues pour étre des agents secrétagogues du GLP-1 (Anini & Brubaker,
2003b; Lim et al., 2009) ; leur perte de fonction pourrait donc étre associée a une diminution
de la sécrétion du GLP-1.

La perturbation de I’effet incrétine par le surpoids et I’obésité est un sujet encore soumis
a controverse. En 2008, une étude conclut que : i) I’efficacité de I’effet incrétine est inversement
corrélée avec I’'IMC des sujets et que ii) 1’obésité et I’intolérance au glucose sont deux facteurs
indépendants 1’un de I’autre conduisant a un défaut d’effet incrétine (Muscelli et al., 2008). Une
étude menée récemment chez des adolescents obéses et/ou diabétiques montre également un
défaut d’effet incrétine chez les sujets obeses ayant une tolérance au glucose normale.
Toutefois, ils concluent qu’il ne s’agit que d’un artefact et que les calculs sont faussés par une
forte SISG chez ces sujets (Aulinger et al., 2016).

Cette potentielle perte de fonction de 1’effet incrétine en cas d’obésité pourrait avoir
plusieurs origines : i) une diminution des taux plasmatiques des incrétines, le GLP-1 et/ou le
GIP et ii) une réduction de leurs capacités insulinotropiques. Quoi qu’il en soit, une perte
d’efficacité du GLP-1 pourrait également avoir des effets délétéres sur la vitesse de la vidange
gastrique et les effets satiétogenes d’un repas. Ainsi, si la prise de masse corporelle entraine un
défaut de GLP-1 et que le défaut de GLP-1 entraine une prise de masse, il pourrait s’agir ici
d’un cercle vicieux dont il est laborieux de sortir et expliquant, entre autres, pourquoi il est

difficile de réduire sa masse corporelle.
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b) GLP-1 et diabéte de type 2

Le DT2 est une pathologie associée a une forte altération de I’effet incrétine. Cette
observation réalisee pour la premiére fois en 1986 a été citée de nombreuses fois et recemment
confirmée (Nauck et al., 1986; Muscelli et al., 2008; Aulinger et al., 2016). L’origine de ce
dysfonctionnement des incrétines est controversée. Des études montrent une diminution de la
sécrétion de GLP-1 chez les patients atteints de DT2 (Muscelli et al., 2008), d’autres
n’observent aucun changement en terme de quantité de GLP-1 sécrétée (Vollmer et al., 2008)
et d’autres encore montrent une augmentation du GLP-1 total chez des sujets diabétiques de
type 2 et obeses par rapport a des patients obéses non diabétiques (Aulinger et al., 2016). Une
méta-analyse sur ce sujet conclut a la nécessité d’une étude de cohorte longitudinale, afin de
pouvoir réellement statuer sur 1’éventuelle diminution de sécrétion de GLP-1 en cas de DT2
(Nauck et al., 2011).

En plus d’une modification des quantités de GLP-1 produites, un amenuisement de son
effet insulinotropique pourrait aussi contribuer a 1’altération de ’effet incrétine. A ce sujet
aussi, les données scientifiques sont contradictoires. L’infusion de GLP-1 & une dose
physiologique est capable d’induire une sécrétion d’insuline chez des sujets sains mais est
completement inefficace chez des sujets diabétiques de type 2 (Hgjberg et al., 2009). Toutefois,
une étude légerement plus ancienne montre : i) qu’une infusion physiologique de GLP-1 rétablit
la sécrétion d’insuline en cas de DT2 mais ii) que les doses supra-physiologiques sont beaucoup
plus efficaces chez les sujets sains que chez les sujets diabétiques (Kjems et al., 2003). Cette
disparité pourrait s’expliquer par 1’état d’avancement du DT2 ainsi que par sa prise en charge
médicale. La conservation des effets insulinotropiques du GLP-1 a fortes doses est la base de
la plupart des traitements thérapeutiques en diabétologie : agonistes du GLP-1R, analogues du
GLP-1, inhibiteurs de I’enzyme DPP-1V...

3. Les maladies métaboliques et I’'inflammation a bas bruit

L’obésité et le DT2 sont associés a un déréglement de la réponse inflammatoire de
I’organisme qui se caractérise par le développement d’une inflammation chronique de faible
intensité, aussi appelée inflammation a « bas bruit ». L’origine moléculaire de cet état

inflammatoire ainsi que sa causalité sur 1’étiologie des maladies métaboliques sont le sujet
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d’actives recherches. Cette inflammation a bas bruit serait initiée et nourrie par deux
composantes : i) une composante « stérile » initiée par un excés énergétique dans les différents
tissus et principalement dans le tissu adipeux blanc et ii) une composante « infectieuse » a

laguelle contribueraient les molécules de LPS issues du microbiote intestinal.

a) Le tissu adipeux : point de départ de I’inflammation « stérile »

Le tissu adipeux blanc est hétérogene dans sa composition, il est constitué de deux
fractions principales : i) les adipocytes représentent la majorité des cellules et permettent le
stockage/déstockage des composés lipidiques ; ii) la fraction stroma-vasculaire contient
principalement les précurseurs des adipocytes, les cellules endothéliales des capillaires, les
fibroblastes et enfin les cellules de I’immunité dont les macrophages. En cas de surpoids et
d’obésité, les changements architecturaux de ce tissu contribuent fortement aux dysfonctions
métaboliques telles que I’inflammation (Martinez-Santibafiez et al., 2014). En effet,
I’expansion adipocytaire (hyperplasie et hypertrophie) provoque un stress cellulaire
inflammatoire pouvant étre généré par I’hypoxie ou encore la mort des adipocytes (Cinti et al.,
2005; O’Rourke et al., 2011). L’état inflammatoire se traduit par : i) un recrutement de cellules
immunitaires et notamment de macrophages, ii) une augmentation de la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires telles que 1’IL-6, I’IL-8, le TNFa et un facteur impliqué dans le
chimiotactisme des cellules immunitaires, la protéine monocyte chimoattractant protein 1
(MCP-1) (Skurk et al., 2007) ou encore iii) une diminution de la production de I’adiponectine,
une adipokine anti-inflammatoire favorisant de plus la sensibilité a I’insuline (Hu et al., 1996;
Yamauchi et al., 2001; Ouchi & Walsh, 2007).

L’inflammation associée a I’obésité est aussi caractérisée par une activation de certaines
protéines de I’inflammasome telles que NLR family pyrin domain-containing 3 (NLRP3), qui
active a son tour la caspase 1. Cette dernicre est responsable de la production de I’IL-1p pro-
inflammatoire. En cas d’obésité, NLRP3 est activée par les céramides et contribue ainsi a la
perturbation de 1’homéostasie métabolique du tissu adipeux blanc, du foie ou encore des

muscles (Vandanmagsar et al., 2011).

Le récepteur TLR4 contribue aussi a 1’état inflammatoire de ces organes. En effet,
présent a la surface des cellules constitutives et des macrophages, il peut étre activé par les

acides gras saturés. Son activation dans le tissu adipeux blanc est augmentée par
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I’administration d’un régime riche en graisses saturées. La déficience en TRIF et MyD88
protege les souris de I’inflammation du tissu adipeux blanc et de 1’altération de la sensibilité a

I’insuline provoquées par un régime riche en graisses (Lee et al., 2001; Caesar et al., 2015).

L’exces d’énergie apportée par 1’alimentation conduit a un stress métabolique général
et & une activation continue des voies inflammatoires au sein de différents tissus. Du fait de sa
fonction primaire de stockage de 1’excédent, le tissu adipeux semble étre le premier impacté
par une alimentation trop riche. Dans les autres organes tels que le foie et les muscles
squelettiques, le stress métabolique est induit non seulement par I’excés alimentaire, mais aussi
par le relargage d’acides gras et de molécules pro-inflammatoires du tissu adipeux en
souffrance. Toutefois, la lipolyse du tissu adipeux, plus que son inflammation, semble étre a

I’origine de I’insulino-résistance (Morigny et al., 2016).

b) Le microbiote et I’endotoxémie métabolique

Des travaux de recherche utilisant des souris axéniques ont montré que le microbiote
intestinal exerce un réle non négligeable dans le développement de I’obésité, de la stéatose
hépatique ou encore de la résistance a I’insuline (Bé&ckhed et al., 2004, 2007; Rabot et al., 2010;
Le Roy et al., 2013). De plus, une étude de 2013 met en avant un lien entre la richesse du
microbiote (d’un point de vue diversité génétique et donc quantité d’especes bactériennes
présentes) et le statut métabolique des individus. Les personnes avec une richesse bactérienne
faible se caractérisent par une adiposité plus marquée, un statut inflammatoire plus prononcé
ou encore une résistance a I’insuline plus développée (Le Chatelier et al., 2013). Cependant, &
I’heure actuelle il est encore difficile de dire si ces modifications du microbiote sont la cause
ou la conséquence de ces désordres métaboliques. Un nombre croissant d’études scientifiques
suggére que le microbiote et ses composés pro-inflammatoires peuvent contribuer a 1’étiologie

des maladies métaboliques en favorisant le développement de 1’inflammation a bas bruit.

L’obésité et les régimes riches en graisses sont associés a une altération de la
perméabilité intestinale chez des souris obéses (Brun et al., 2007). Les molécules de LPS
luminales peuvent ainsi plus facilement passer la barriére intestinale et se retrouver dans la
circulation sanguine. Des études menées chez 1’animal ont montré qu’effectivement
I’administration d’un régime riche en graisses s’accompagne d’une augmentation modérée des

taux de LPS plasmatiques (Cani et al., 2007a, 2007c). C’est ainsi qu’est né le concept
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d’« endotoxémie métabolique » pour désigner cette légére augmentation continue des LPS
plasmatiques. La notion d’endotoxémie métabolique a ensuite été étendue a des études chez
I’Homme (Erridge et al., 2007; Pussinen et al., 2011; Pendyala et al., 2012). Les LPS étant des
molécules avec un fort potentiel pro-inflammatoire, 1’endotoxémie métabolique générée par les
régimes riches en graisses pourrait contribuer a I’installation et a la maintenance de

I’inflammation a bas bruit associée aux maladies métaboliques.

Il a par exemple été montré que l’induction expérimentale d’une endotoxémie
métabolique, par une diffusion continue de faibles doses de LPS, favorise la prolifération de
précurseurs adipocytaires, I’accumulation de masse grasse et le développement de la résistance
a I’insuline (Cani et al., 2007a; Luche et al., 2013). Les effets délétéres des régimes riches en
graisses sur la perméabilité intestinale et sur I’apparition de I’endotoxémie métabolique sont de
plus diminués par le traitement antibiotique des souris. En plus d’une réduction des taux de LPS
plasmatiques, les souris traitées aux antibiotiques présentent également une diminution de la
masse grasse, une expression moindre des marqueurs d’une infiltration macrophagique dans le

tissu adipeux ainsi qu’une meilleure tolérance au glucose (Cani et al., 2008).

Toutefois, ’augmentation de 1’endotoxémie induite par 1’administration d’un régime
riche en graisses et I'implication de ces LPS plasmatiques dans I’apparition des maladies
métaboliques sont deux faits scientifiques encore controversés et remis en question a 1’heure
actuelle. Il a par exemple été montré que : i) chez la souris et chez ’Homme, les régimes riches
en graisses ne sont pas toujours associ€s a une augmentation basale de I’endotoxémie, ii) les
LPS plasmatigues ne sont pas forcément nécessaires pour expliquer les effets du microbiote sur
I’adiposité et le métabolisme glucidique, iii) chez des rats, I’infusion continue de faibles doses
de LPS en intrapéritonéal ou par voie portale, pendant 60 et 28 jours respectivement, n’altére
pas leur sensibilité a I’insuline et iv) toujours chez des rats, I’administration continue d’une
faible dose de LPS pendant 90 jours ne modifie pas la masse corporelle des animaux (Smith et
al., 2009; Liu et al., 2010; Caesar et al., 2012; Dudele et al., 2015; Janssen & Kersten, 2016).
Des ¢études sont donc encore nécessaires pour conclure quant a 1’existence d’un lien entre LPS

et maladies métaboliques et, le cas échéant, pour comprendre la nature de ce lien.
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c) La détoxification des LPS par la PLTP et les maladies métaboliques

Pour rappel, la PLTP est impliquée dans la détoxification des LPS par voie biliaire en
favorisant la fixation de ces LPS sur les lipoprotéines circulantes. Les animaux déficients en
PLTP sont donc plus sensibles a ces molécules de LPS en cas de choc endotoxique (Gautier et
al., 2008). De plus, la capacité des LPS a induire le GLP-1 et la SISG est également exacerbée
chez ces animaux (Nguyen et al., 2014). Les souris PLTP KO pourraient donc étre un bon

modele pour étudier les effets d’une endotoxémie métabolique prolongée.

Plusieurs données de la littérature démontrent un lien entre activité PLTP et désordres
métaboliques, méme si celui-ci n’est pas encore clairement établi. En effet, différentes études
cliniques montrent une augmentation des niveaux plasmatiques de PLTP chez les sujets obéses
ainsi qu’une association positive avec des paramétres de I’insulino-résistance (Dullaart et al.,
1994; Murdoch et al., 2000; Kaser et al., 2001). Chez des patients diabétiques de type 2, une
augmentation de 1’activité de la PLTP plasmatique a été retrouvée (Dullaart et al., 2007). Si
toutes ces études suggeérent que la PLTP pourrait étre impliquée dans le développement du DT2,
une seule étude vient de mettre en évidence qu’une augmentation de Dlactivité PLTP
plasmatique pourrait prédire un risque accru de développer cette pathologie (Abbasi et al.,
2015). L’activité PLTP est donc considérée comme un facteur contribuant a 1’apparition des
désordres métaboliques et non I’inverse. Toutefois, des travaux de 2005 montrent qu’au
contraire, la perte de fonction de la PLTP pourrait favoriser le développement des maladies
métaboliques. En effet, chez I’Homme, le polymorphisme du gene codant pour la PLTP
humaine est associé a un tour de taille augmenté et un risque accru de devenir obése (Bossé et
al., 2005).

Des études sont donc encore nécessaires pour réellement comprendre les relations entre
PLTP et désordres métaboliques ainsi que pour déterminer si cela est en lien avec la capacité

de cette protéine a neutraliser les LPS.

d) L’endotoxémie et ’homéostasie glucidique

D’une maniere générale, lorsque les LPS pénetrent dans la circulation sanguine, de
profondes modifications des métabolismes lipidiques, protéiques et glucidiques peuvent se

produire (Fong et al., 1990). Parmi elles, les perturbations du métabolisme glucidique sont
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étudiées depuis de nombreuses années (Zeckwer & Goodell, 1925) et sont particuliérement
complexes car les effets des LPS varient notamment en fonction de la durée d’exposition et de

la dose administrée.

Les patients en soins intensifs atteints d’un sepsis (tres fortes concentrations
plasmatiques de LPS en continu) présentent une hyperglycémie au court terme mais sont
propices a une hypoglycémie sur le long terme (Miller et al., 1980; Hirasawa et al., 2009). Chez
I’Homme sain, une endotoxémie expérimentale s’accompagne d’une augmentation de
I’insulino-sensibilité 2 heures aprés I’injection de LPS alors qu’une insulino-résistance est
observée aprés 7 heures et 24 heures (Agwunobi et al., 2000; Mehta et al., 2010).
L’administration de LPS lors d’un clamp euglycémique-hyperinsulinémique chez des
volontaires sains conduit a une amélioration de 1’insulino-sensibilité périphérique et hépatique
(van der Crabben et al., 2009).

L’administration aigué ou continue de faibles doses de LPS s’accompagne d’une
amélioration de la clairance du glucose (van der Crabben et al., 2009; Nguyen et al., 2014). Ces
effets peuvent étre expliqués : i) par la capacité des LPS a stimuler la sécrétion d’insuline au
niveau du pancréas (Vives-Pi et al., 2003) ou encore ii) par le fait que I’administration de faibles
doses de LPS entraine une augmentation des taux de GLP-1 circulants associée a une induction
de la SISG (Nguyen et al., 2014). Dans cette derniére étude, 1’utilisation de souris déficientes
en GLP-1R ou encore le traitement pharmacologique des animaux avec un antagoniste du GLP-
IR annule les effets des LPS sur I’insuline. Ces données suggerent donc un role important du

GLP-1 en tant que médiateur dans les effets des LPS sur le métabolisme glucidique.

De facon surprenante, dans ce contexte, la hausse de I’endotoxémie semble avoir des
effets bénéfiques sur le métabolisme glucidique en induisant les taux plasmatiques d’hormones
responsables de la régulation de la glycémie que sont I’insuline et le GLP-1. Ces hormones
présentent également des propriétés anti-inflammatoires. Leur induction dépendante des LPS
pourrait, a premiére vue, étre une réponse physiologique afin de reduire les effets delétéres
d’une inflammation induite par les LPS. Toutefois, sur le long terme, la stimulation prolongée
d’insuline pourrait contribuer au syndrome hyperinsulinémique et ainsi participer a I’apparition

de la résistance a I’insuline et des maladies métaboliques.
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Ces travaux de thése s’inscrivent dans le contexte scientifique ayant été décrit au travers
des trois chapitres de 1’étude bibliographique. Deux projets de recherche bien distincts ont été
meneés au cours de ce doctorat. Ils ont eu pour but d’étudier les liens entre LPS et GLP-1 et cela

a deux échelles différentes : moléculaire et physiologique.

Lipopolysaccharides et glucagon-like peptide 1 :

des mécanismes moléculaires a la physiopathologie

PARTIE 1

Quels sont les mecanismes moléculaires reliant les LPS au GLP-1 et quelles

en sont les consequences physiologiques ?

Il a récemment été montré dans notre laboratoire que les endotoxines bactériennes sont
capables d’augmenter les taux circulants de GLP-1 actif (Nguyen et al., 2014). L’objectif de ce
projet de recherche est d’élucider les mécanismes moléculaires a 1’origine de cette induction du
GLP-1 actif par les LPS. Pour cela, nous avons voulu répondre aux questions suivantes :

S’agit-il d’une augmentation de sa sécrétion et/ou d’une diminution de sa dégradation ?

Les LPS peuvent-ils agir au niveau des EEC de type L productrices de GLP-1 ?

Si oui, par quel(s) mécanisme(s) moléculaire(s) ?

Cette cascade LPS / GLP-1 découverte chez les souris est-elle fonctionnelle chez ’Homme ?

Si oui, quelle est sa pertinence physiologique ?
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PARTIE 2

Quelles sont les conséquences physiopathologiques d’une augmentation de
I’endotoxémie et de la cascade LPS / GLP-1/ insuline dans le développement

des maladies métaboliques telles que ’obésité et le DT2 ?

Les régimes hyperlipidiques augmenteraient les taux de LPS plasmatiques. Cette
endotoxémie qualifiée de « métabolique » contribuerait a I’inflammation a bas bruit associée
aux pathologies telles que I’obésité et le DT2 et en favoriserait ainsi le développement. De plus,
les LPS sont capables de stimuler la sécrétion d’insuline via la cascade LPS / GLP-1 / insuline
décrite récemment (Nguyen et al., 2014). L’objectif de ce travail est d’étudier les effets de cette
cascade en conditions obésogéniques. Dans ce contexte, nous nous sommes posé les questions

suivantes :

Quelles sont les conséquences d’une endotoxémie métabolique expérimentale lorsque celle-

ci est couplée a I’administration d’un régime riche en graisses ?

La PLTP étant impliquée dans la détoxification des LPS, les souris déficientes en PLTP sont
plus sensibles aux LPS. Sont-elles également plus sensibles au développement des maladies

métaboliques lors d’un régime riche en graisses ?
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|. Expérimentations in vivo chez des volontaires sains

En collaboration avec le Docteur P. Pickkers (Université de Radboud, Nimegue, Pays-
Bas), une endotoxémie expérimentale a été induite chez des volontaires sains. Les sujets sont
des hommes de 18 a 35 ans, sans antécédents médicaux et / ou prise de traitement médical
particulier. La solution de LPS (LPS purifi¢ d’E. coli ; US Standard Reference Endotoxin E.
coli O:113 ; Pharmaceutical Development Section of the National Institutes of Health,
Bethestda, USA) a été administrée a 15 sujets par voie intraveineuse (IV) sous forme d’un bolus
de 2ng/kg. Le groupe Placebo est également constitué de 15 sujets ayant aussi recu un bolus en
IV mais ne contenant pas de LPS. Des prélevements sanguins ont été réalisés avant ainsi que 3
et 6 heures apres le bolus. Les prélévements ont été réalisés a 1’aide d’une canule artérielle. Les
tubes de sang ont été centrifugés dans les 10 minutes suivant le prélevement & 2000 g pendant
10 minutes et a 4°C. Le plasma récupéré a été initialement stocké a -20°C durant 24 heures

maximum avant d’étre stocké a -80°C (plasma collecté sur tubes EDTA et Lithium Héparine).

I1.Expérimentations in vivo sur souris

1. Animaux

Les animaux utilisés pour ces travaux de these étaient des souris males C57BL6/J
sauvages (wild-type ou WT) ou génétiqguement modifiées agées de 8 a 12 semaines au début
des expérimentations. Les souris WT provenaient de 1’élevage de ’animalerie centrale de
I’Université de Bourgogne ou de 1’élevage Charles River, les souris déficientes en PLTP (PLTP
KO) et les souris déficientes en TLR4/2 (TLR4/2 KO) sont issues de I’¢levage de I’animalerie
centrale de I’Université de Bourgogne et enfin les souris déficientes en IL-6 (IL-6 KO)
proviennent de I’I2MC a Toulouse (don du Docteur V. Douin). Tous les animaux étaient logés
dans un environnement contrdlé en température et en humidité avec un cycle jour/nuit de 12
heures (allumage a 7 heures). Selon les expériences, ils étaient soit nourris avec un régime

standard (régime A03, Safe), soit avec un régime obésogéne riche en graisses saturées (high-
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fat ou HF ; S9572-E020, D12492, 60% kJ de graisses saturées, Ssniff), soit avec le régime
contréle correspondant au régime HF (low-fat ou LF ; E157453-04, D12450J, 10% kJ de
graisses saturées, Ssniff). La nourriture et 1’eau étaient en accés libre dans les cages. La masse
corporelle et la prise alimentaire des animaux nourris avec les régimes HF et LF ont été
régulierement mesurées. Toutes les expérimentations impliquant des animaux ont été effectuées
conformément aux directives institutionnelles et approuvées par le Comité d’Ethique de

I’Université de Bourgogne (protocole numéro 5459).

2. Etude des effets d’une administration aigué de LPS

Les LPS étaient de la souche Escherichia coli 055:B5 (L2880, Sigma). La solubilisation
des LPS dépendait des voies d’administration : i) solubilisation dans du sérum physiologique
0,9% (NaCl ; Versol®, Aguettant) stérile quand 1’administration des LPS se faisait par voies
intrapéritonéale (IP) et intraveineuse ou ii) solubilisation dans de 1’eau de boisson quand
I’administration des LPS se faisait par un gavage oral. Dans tous les cas la préparation des
solutions de LPS nécessite un protocole précis afin d’obtenir une reproductibilité maximale
entre les différentes expérimentations car la qualité de la solubilisation et donc les effets
biologiques des LPS en dépendent : vortex 1 minute, sonicateur 30 secondes puis a nouveau
vortex pendant 1 minute. L’atropine (4301196, Aguettant) a été préparée dans du NaCl stérile
et a été injectée en IP a raison de Img/kg 10 minutes avant et 90 minutes apres ’injection IP de
LPS. Le glucose (2mg/kg dans de ’eau de boisson ; G8270, Sigma) et I’huile de mais
(500uL/souris ; C8267, Sigma) ont été administrés par voie orale respectivement 15 minutes et
30 minutes avant I’injection IP de LPS. Les prélévements sanguins ont été réalisés a différents

temps apres 1’administration des LPS : 3, 6, 12 et/ou 24 heures.

3. Induction d’une colite aigué par un traitement au DSS

La colite aigué a été générée par 1’administration de dextran sodium sulfate (DSS ;
40kDa ; 42867, Sigma) dans de 1’eau de boisson a raison de 2,5% (m/v) pendant 7 jours. L’eau
du biberon contenant ou non le DSS était changée tous les jours pour éviter une éventuelle
contamination microbienne. Les souris étaient pesées tous les jours pour évaluer les effets du

DSS. Apreés le traitement au DSS, du LPS a été administré par voie orale (5mg/souris). Les
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prélévements sanguins pour les dosages des LPS et du GLP-1 ont été réalisés par voie rétro-

orbitaire avant, 3 heures et 6 heures aprés 1’administration de LPS.

4. Modéle d’ischémie/reperfusion mésentérique

Les souris ont été divisées en deux groupes : opération contrdle (sham) et opération
d’ischémie/reperfusion (I/R). Les souris sham ont regu exactement la méme procédure
chirurgicale que les souris I/R sauf que I’artére n’a pas été clampée. Les animaux ont été
anesthésiés par une inhalation d’isoflurane et allongés sur le dos sur des plaques chauffantes
permettant de maintenir la température corporelle a 37°C. Une laparotomie médiane a été
réalisée et I’artére mésentérique supérieure a été isolée. L’ischémie a été induite par la pose
d’un clamp sur I’artére mésentérique afin de bloquer la circulation sanguine pendant 5, 10, 15
ou 20 minutes. L’ischémie était suivie d’une reperfusion pendant 15, 30, 45, 60, 120 ou 360
minutes (retrait du clamp). L’ischémie intestinale était confirmée visuellement par un
changement de couleur de I’intestin et des vaisseaux sanguins qui I’entourent et la reperfusion
par le retour des pulsations et de la couleur rosée/rouge. L’antagoniste TLR4 (TAK-242,
614316, Millipore) a été solubilisé dans une émulsion eau/huile (50/50 v/v) et a été injecté en
IP @ 10mg/kg 3 heures avant I’expérience d’I/R. La polymyxine B Sulfate (P0972, Sigma) a été
administrée a 0,2mg/mL dans de I’eau de boisson pendant 14 jours avant I’'I/R. Les
prélévements sanguins (circulations systémique et portale) ont été réalisés pour doser le GLP-
1 et les LPS. La partie distale de I’intestin (iléon) a été prélevée et directement fixée dans du
formol (10%) pour des analyses histologiques. Les souris ont été euthanasiées par dislocation

cervicale.

5. Implantation IP de pompes osmotiques de type Alzet®

Les souris ont été acclimatées au régime obésogene 7 jours avant I’implantation des
pompes osmotiques (model 1004, Alzet®). Le modérateur de débit métallique des pompes a
été remplacé par un modérateur de débit plastique (peek micro medical tubing, 0002612, Alzet)
24 heures avant le remplissage afin de pouvoir par la suite utiliser la technologie EChoMRI®.
Les pompes ont été remplies 48 heures avant I’implantation avec du NaCl stérile ou une solution
de LPS provenant de la souche Escherichia coli 055:B5 (LPS B5 Ultrapure, tlrl-pb5ips,
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Invivogen) et ont été placées dans du NaCl stérile a 37°C pendant 48 heures. La solution de
LPS a eté réalisée dans du NaCl stérile et la concentration a été calculée en fonction de la masse
moyenne des animaux et du débit exact des pompes osmotiques de fagon a obtenir un débit de
diffusion de 300ug/kg/jour ou de 10ug/kg/jour selon les expérimentations. Pour I’implantation
IP, les animaux ont été anesthésiés par une inhalation d’isoflurane et allongés sur le dos sur des
plaques chauffantes permettant de maintenir la température corporelle & 37°C. Une laparotomie
médiane a été réalisée, de taille suffisante pour pouvoir insérer la pompe osmotique dans la
cavité péritonéale. La paroi abdominale a ensuite été suturée et la peau agrafée. La masse
corporelle et la prise alimentaire sont suivies réguliérement au cours des 28 jours d’infusion de
NaCl ou de LPS.

6. Tests de tolérance orale au glucose (OGTT) et test de tolérance a I’insuline (ITT)

Les animaux ont été placés sur des grilles de mise a jeun et leur nourriture a été retirée
6 heures avant le début des expériences. Une solution de glucose (150 ou 200g/L dans de I’eau
de boisson ; G8270, Sigma) ou une solution d’insuline (0,03 ou 0,05u/mL dans du NaCl ;
Humalog 100UT/mL, Lispro, Lilly) sont préparées. Le glucose ou I’insuline sont administrés a
raison de 1,5 ou 2g/kg pour le glucose (OGTT) et 0,3 ou 0,5u/kg pour I’insuline (ITT). Le
glucose est administré par voie orale a I’aide d’une canule de gavage et I’insuline est injectée
en IP. La glycémie est mesurée au cours du temps par la veine caudale et grace a un lecteur de
glycémie (OneTouchUltra, Lifescan). Pour I’OGTT, les mesures se font avant ainsi que 15, 30,
60, 90, 120 et 210 minutes apres le gavage. Pour I’'ITT, les mesures se font avant ainsi que 30,

60, 90, 120 et 150 minutes apres ’injection.

7. Clamps euglycémiques-hyperinsulinémiques

Les clamps ont éte réalisés sur des souris nourries avec un régime obésogene et ayant
recu une infusion continue de NaCl ou de LPS a 300ug/kg/jour pendant 28 jours. La nourriture
a été restreinte la veille de 1’expérimentation (environ 15 heures avant). Les animaux ont été
anesthésiés par une injection IP de pentobarbital sodique a 50mg/kg. Une chirurgie a ensuite
¢été réalisée afin d’isoler et de cathétériser la veine jugulaire droite de 1’animal. Pour le clamp,

la solution d’insuline (Novorapid, Novo Nordisk) contenant le traceur radioactif (glucose tritié,
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[3-3H] glucose, Perkin Elmer) a été préparée de fagon a ce que les souris recoivent 8mU/kg/min.
Le débit de perfusion du glucose 15% (G-20, 12606029 1215, B. Braun) a été modulé de facon
a obtenir une stabilisation de la glycémie. Les animaux anesthésiés ont été installés sur des
coussins chauffants. La glycémie a été suivie par la veine caudale gréace a un lecteur de glycémie
toutes les 10 minutes pendant minimum 2 heures et jusqu’a stabilisation. Des échantillons de
sang (10uL) ont été prélevés a 10 minutes d’intervalle pendant les 30 derniéres minutes
(glycémie stabilisée) afin de doser le [3-*H] glucose ; prélévements réalisés par la veine caudale
dans des tubes EDTA. Les taux d’apparition (Ra) et de disparition (Rd) du glucose ont été
calculés par le rapport du débit de perfusion du [3-*H] glucose sur I’activité spécifique retrouvée
dans les échantillons de plasma des 30 derniéres minutes. Ce calcul prend aussi en compte la
masse de I’animal ainsi que la glycémie de stabilisation. La production hépatique de glucose
(HGP) a été calculée en retirant le taux de perfusion du glucose (GIR) a la vitesse d’apparition
du glucose Ra. D’autres échantillons de sang ont été prélevés (sur tubes EDTA) afin de mesurer

I’insulinémie avant et a la fin du clamp. Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale.

8. Imagerie préclinique PET/CT : visualisation de la distribution du glucose

Imagerie PET
L’imagerie préclinique, tomoscintigraphie par émission de positons (PET), a été réalisée

au Centre Georges Francois Leclerc de Dijon (CGFL) sur des animaux nourris avec un régime
obésogene et ayant recu une infusion continue de NaCl ou de LPS a 300ug/kg/jour pendant 28
jours. Les souris ont été mises a jeun (retrait de la nourriture) pendant 6 heures avant le début
de I’expérience. Les animaux ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane (4% pour
I’induction puis 2%) et placés sur une plaque chauffante. Un cathéter (PE10) muni d’un port
d’injection (volume mort de 8 uL) a été implanté au niveau de la veine caudale latérale afin de
pouvoir ultérieurement injecter le fluorodésoxyglucose (**F-FDG). Les animaux maintenus
sous anesthésie ont été placés sur le lit d’imagerie chauffé de I’appareil BioPET/CT (Bioscan).
Le bout du cathéter a été relié & une seringue contenant 15-20 MBq de ®F-FDG. L’injection de
BE-FDG a été réalisée et a tout de suite été suivie d’une injection de sérum physiologique pour
nettoyer le cathéter de toute trace de BF-FDG. L’acquisition de 45 minutes a été lancée
(acquisition dynamique, mode liste, 46 mm axial FOV, 250-700 keV) simultanément avec le

début de I’injection. La largeur du champ d’acquisition ne nous permettait pas d’avoir 1’animal
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dans sa globalité, les pattes arriére (muscles squelettiques) ont été privilégiées au détriment du
cerveau. Un scanner CT de la méme région a ensuite été réalisé (150 pA, 45 kV, 360
projections, 2 coups/projection). A la fin de 1’acquisition, les souris ont été euthanasiées par

injection IP d’une surdose de pentobarbital sodique.

Reconstruction des images PET/CT

La technique de tomoscintigraphie par émission de positons couplée a la correction
d’atténuation (PET/CT) a donc été utilisée. Les traitements d’images sont réalisés a 1’aide du
logiciel Vivoguant™ (Invicro, Boston, USA). Deux types de reconstructions ont été réalisés.
La premiére a consisté a extraire 45 coupes de 1 minute de I’acquisition de 45 minutes afin de
construire les courbes d’activité en fonction du temps. La deuxieme a consisté en une
reconstruction statique en se basant sur les 45 minutes d’acquisition pour pouvoir déterminer

les contours des organes d’intéréts et évaluer le métabolisme du glucose dans chaque organe.

Analyses

Les contours des organes ont été tracés sur toutes les coupes et un volume d’intérét
(\VOI) a été obtenu en additionnant les résultats de chacune des coupes. Puis, les VOI ont été
superposées sur les images PET obtenues a la fois a partir des reconstructions dynamiques de
1 minute et a la fois a partir des reconstructions statiques correspondant aux 5 derniéres minutes
d’acquisition. Le SUV max correspond a la valeur maximale des SUV de I’organe d’intérét.

Les SUV sont calculés d’apres la formule suivante :

_ (activité en cps/cc dans ROI)(facteur de calibration en Bq/cps)(1x10%)

SUV
(Scantime dose en MBq) / poids de I’animal en g

Avec :

- Activité en cps/cc dans ROI : déterminé aprés la délimitation de la région d’intérét
(ROI), activité maximale pour SUV max.

- Facteur de calibration en Bg/cps : déterminé par un contrdle qualité standard de la
procédure PET
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- La Scantime dose en MBq : calculée a partir de la dose injectée (activité totale de la
seringue avant I’injection — activité restante dans la seringue apres 1’injection en prenant
en compte la décroissance radioactive entre les deux mesures) ajustée a la durée de

I’imagerie PET.

9. Mesure de la composition corporelle par spectroscopie RMN (EchoMRI®)

L’EchoMRI® est une procédure qui utilise un spectroscope par résonnance magnétique
nucléaire (RMN) permettant de déterminer la composition corporelle de I’animal (masse grasse,
masse maigre et eau libre). Les animaux sont dans un premier temps pesés, puis placés vigiles
dans un tube de contention spécifique a 1’appareil (EcChoMRI 500T ; EchoMRI, Houston, USA).
Le tube est ensuite inséré dans I’appareil. La séquence de mesure est lancée et dure trois

minutes.

10. Mesure de la dépense énergétique en cages métaboliques

L’¢étude de la dépense énergétique a été realisée par calorimétrie indirecte. Les mesures
ont été réalisées sur un systeme CLAMS a circuit ouvert controlé par ordinateur (Oxymax
Comprehensive Lab Animal Monitoring System ; Columbus Instruments). Afin de limiter les
effets du stress dd a la modification de leur environnement, les souris ont été acclimatées au
protocole de test (cage de calorimétrie, ventilation,...) pendant 48 heures avant I’expérience. La
mesure de la dépense énergétique a été réalisée pendant 24 heures en respectant le cycle jour /
nuit et avec un débit d’air de 0,6 L/min. Les gaz évacués des chambres ont été échantillonnés
pendant 45 secondes toutes les 20 minutes apres une période de purge de 90 secondes. Les
volumes d’oxygéne (Vo2) consommeés et de dioxyde de carbone (Vcoz) produits ont été
quantifiés par ’analyse des gaz échantillonnés au travers du détecteur & oxygene et dioxyde de
carbone. Avant le début de I’expérimentation, une calibration des détecteurs a été réalisée grace
a un mélange de calibration spécifique contenant a la fois de 1’oxygéne, du dioxyde de carbone
et de I’azote (Air Liquide). Une prise de référence grace a I’air ambiant a €té réalisée toutes les
8 mesures. Le ratio de la production de dioxyde de carbone et la consommation d’oxygene a
été calculé (QR : quotient respiratoire ou RER : respiratory exchange ratio au choix). A la fin

de DI’expérimentation les données de composition corporelle mesurées au préalable par
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EchoMRI® ont permis 1’ajustement de la dépense énergétique [production de chaleur : (3,815
+ 1,232 x QR) X Vo] & la masse métaboliquement active des animaux selon la procédure décrite
par Even et Nadkarmi 2012 (Masse maigre + 0,2 Masse grasse) (Even & Nadkarni, 2012). Au
cours de I’expérimentation, les déplacements des animaux a I’intérieur de la cage ont été

mesurés ainsi que la consommation d’eau et de nourriture en temps réel.

11. Mesure de la sécrétion des VLDL hépatiques et des chylomicrons intestinaux

Une solution de poloxamer-407 (Lutrol® F 127, 51632903, BASF), un inhibiteur de la
LPL, a été préparée la veille des expériences a 75mg/mL dans du PBS stérile (DPBS, BE17-
512F, Lonza) préalablement refroidi. La préparation de la solution nécessite de vortexer la
préparation réguliérement (toutes les 15 minutes environ) et vigoureusement pendant 2 heures
puis de la laisser toute la nuit a 4°C sous agitation douce. Le poloxamer-407 est injecté en IP a
raison de 1g/kg. Les animaux ont été mis sur grilles de mise a jeun avec retrait de la nourriture
4 heures avant I’injection de poloxamer-407. Pour I’évaluation de la sécrétion des VLDL
hépatiques, du sang a été prélevé (tubes EDTA) par la veine caudale avant puis 30 minutes, 1
et 2 heures apres I’injection de poloxamer-407 afin de doser les TG circulants. Pour I’évaluation
de la sécrétion des CM intestinaux, un gavage avec de I’huile de mais (C8267, Sigma) a raison
de 500uL/animal a été réalisé 1 heure apres I’injection de poloxamer-407 ; du sang a été prélevé
(tube EDTA) par la veine caudale avant puis 1, 2 et 4 heures apres le gavage avec de 1’huile

afin de doser les TG circulants.

12. Prélévements de sang, de plasma et d’organes

Le sang a été prélevé dans des tubes spécifiques revétus avec de 1’éthyléne diamine téra-
acéetiqgue (EDTA) (BD Vacutainer® K2E Tubes, 365975, Odil ; Microvette®, CB300K2E,
16.444, Sarstedt) afin de prévenir la coagulation. Les prélévements ont été effectués dans les
circulations systémique (voies rétro-orbitaire et caudale ou ponction cardiaque sur animaux
anesthésiés) et/ou portale (veine porte). Si nécessaire, le plasma a été séparé par centrifugation
a 8000rpm pendant 10 minutes a 4°C. Les organes sont prélevés le plus rapidement et le plus
proprement possible. Ils sont pesés et directement placés dans de 1’azote liquide. Tous ces

prélevements ont été réalisés sur des animaux anesthésiés, sauf les prélévements par voies
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caudales et rétro-orbitaires qui peuvent se faire sur animaux vigiles. Les échantillons de sang,
de plasma et les organes ont été congelés a -20°C et -80°C pour des analyses ultérieures. Dans
certains cas les organes n’ont pas été placés dans 1’azote liquide puis congelés, mais ont été

immergés dans une solution de formol (10%) pour des examens histologiques.

[11. Expérimentations ex vivo et in vitro

1. Culture cellulaire

Les lignées d’EEC murines utilisées étaient les GLUTag (don du Docteur D.J. Drucker,
University of Toronto, Toronto, Canada) et les STC-1 (don du Docteur G. Rindi, Istituto di
Anatomia Patologica, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Policlinico Universitario A.
Gemelli, Roma, Italy). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture Dulbecco’s modified
Eagle’s medium GlutaMAX™ (21885-025, Gibco) contenant 5,6mM de glucose et
supplémenté a 10% (v/v) avec du sérum de veau feetal (10270, Gibco) et a 1% (v/v) avec un
cocktail d’antibiotiques comprenant pénicilline et streptomycine (PenStrep, 15140-122, Gibco).
Les cellules en culture ont été conservées dans une étuve réglée a 37°C et 5% de CO.. Le milieu
de culture était changé tous les trois jours. Les cellules étaient décollées a la trypsine (TrypLE™
Express, 12605-028, Gibco) puis repiquées quand elles atteignaient 70-80% de confluence dans
la boite de culture (environ une fois par semaine). Les deux lignées cellulaires utilisées sont

connues pour étre des modeles fiables d’étude de la sécrétion du GLP-1.

2. Etudes de la sécrétion du GLP-1

a) Exvivo a partir d’explants d’iléon
Les animaux ont été anesthésiés par une inhalation d’isoflurane et allongés sur le dos
sur des plaques chauffantes permettant de maintenir la température corporelle a 37°C. Une
laparotomie mediane a été réalisée et ’intégralité de I’intestin gréle a été retirée. Les souris ont
été euthanasiées par dislocation cervicale. Seule la partie distale de I’intestin a été conservée
pour les expériences du fait de sa forte capacité a sécréter du GLP-1 (8cm pour le profil de

sécrétion et 3cm pour les autres expériences). Des morceaux d’intestin de 1cm ont été coupés,
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ligaturés d’un coté, remplis avec du NaCl, du glucose 3g/L ou du LPS a différentes
concentrations (75, 500 et 1000ng/mL), ligaturés de I’autre c6té et incubés dans du milieu de
sécretion a 37°C pendant 1 heure. Le glucose (G8270, Sigma) et les LPS (L2880, Sigma) ont
été solubilisés dans du NaCl. Le milieu de sécrétion est un tampon bicarbonate Krebs-Ringer
(138mM NacCl, 5,6mM KCl, 2,6mM CaClz, 1,2mM MgClz, 4,2mM NaHCO3, 1,2mM NaH2PO4
et 10mM hépés) ne contenant pas de glucose, supplémenté avec 0,5% (m/v) d’albumine de
sérum bovin (A1595, Sigma) et ajusté a pH 7,4. A la fin de I’incubation, le milieu de sécrétion
est préleve, centrifugé a 800g pendant 5 minutes a 4°C pour retirer les éventuelles particules

flottantes, et congelé a -20°C pour des analyses biochimiques ultérieures.

b) Invitro & partir de ligneées de cellules L entéroendocrines

Les cellules étaient repiquées dans des plaques 24 puits deux jours avant les expériences
afin qu’elles adhérent correctement au fond de la plaque et qu’elles atteignent 60-80% de
confluence. Les cellules étaient lavées le jour de I’expérience avec 500uL de milieu de sécrétion
(cellules GLUTag) ou 500uL de milieu de culture (cellules STC-1). Le milieu de sécrétion est
le méme tampon bicarbonate Krebs-Ringer que celui utilisé pour les explants d’iléon. Les
solutions de réactifs a tester ont été incorporées dans du milieu de sécrétion ou du milieu de
culture selon les cellules. Les expériences ont été réalisées en incubant les cellules avec 500uL
de solution de réactif dans une étude a 37°C et 5% de CO.. Le glucose (G8270, Sigma) et les
LPS (L2880, Sigma) ont été solubilisés dans du NaCl. Une solution stock d’antagoniste TLR4
(TAK-242, 614316, Millipore) a été préparée a 2,8mM dans du diméthylsulfoxide (DMSO ;
D8418, Sigma). A la fin de I’incubation, le milieu de sécrétion est prélevé, centrifugé a 800g
pendant 5 minutes a 4°C pour retirer les éventuelles particules flottantes, et congelé a -20°C

pour des analyses biochimiques ultérieures.

3. Signalisation calcique in vitro

Les cellules STC-1 et GLUTag ont été suspendues dans du milieu Iscove’s modified
Dulbecco’s medium (12440053, Gibco) contenant 10% de sérum de veau feetal (10270, Gibco)
et repiquées en plaque a 2x10%puits (Willico-Dish). Les modifications intracellulaires des
concentrations en calcium (Fza0/F3g0) ont été enregistrées avec un microscope Nikon (TiU)

équipé avec une caméra EM-CCD (Lucas) pour un enregistrement en temps réel : images 16-
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bit digital et objectif sous immersion d’huile S-fluor 40x. Les différents plans ont été pris en
suivant des intervalles Z de 0.3um et le logiciel NIS-Elements a été utilisé pour analyser les
images. Les changements intracellulaires de calcium ont été exprimés sous forme de Fzso/F3go.
Les données ont été moyennées a partir de plusieurs cellules individualisées (20 a 40 cellules
par cycle, entre 3 et 9 répétitions incluant a chaque fois au moins trois préparations cellulaires
différentes). Pour les expériences dans du milieu ne contenant pas de calcium, le CaCl, a été
remplacé par de ’EGTA (2mM). Les expériences ont été réalisées en incubant les cellules avec
les différents réactifs : le glucose (G8270, Sigma), les LPS (L2880, Sigma) et I’antagoniste
TLR4 (LPS-RS Ultrapure, tlrl-prslps ; Invivogen) ont été solubilisés dans du NaCl.

IV. Meéthodes d’analyses et dosages

1. Microscopie optique

Les modifications morphologiques dues au régime obésogeéne, aux infusions continues
de LPS ou encore aux expériences d’I/R ont été examinées dans 1’iléon, le tissu adipeux péri-
épididymaire (TAPE) et le foie par microscopie optique (x50, X100 et x200 ; Axiovert 25,
Zeiss). Les organes ont été fixés pendant 48 heures a température ambiante dans une solution
de formaline neutre & 10%. lls ont ensuite été déshydratés a 1’éthanol avant d’étre fixés dans de
la paraffine pour les analyses histologiques. Les tissus ont été sectionnés (épaisseur de 5um),
déparaffinés avec du xyléne et colorés avec de 1I’hématoxyline et de 1’€osine pour les

échantillons d’iléon et de TAPE ou avec une coloration Oil Red O pour les échantillons de foie.

2. PCR en temps réel

Les ARN totaux ont été extraits des différents tissus (iléon, muscle, TAPE et foie) en
utilisant des kits d’extraction d’ARN RNeasy Mini Kit et en se fiant aux instructions du
fabricant : soit le classique pour 1’iléon et le foie (74106, Qiagen), soit celui préconisé pour les
tissus fibreux pour le muscle (74704, Qiagen), soit celui optimisé pour les tissus gras tels que
le TAPE (74804, Qiagen). L’extraction d’ARN a été réalisée avec 1’étape de traitement a la

DNase pour éliminer les traces éventuelles d’ADN génomique. Les ARN extraits ont été
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quantifiés en utilisant le spectrophotométre NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) et 500ng
d’ARN de chaque échantillon a été transcrit en ADNCc en utilisant le kit de transcription inverse
High-Capacity cDNA (Multiscribe® reverse transcriptase, 4368813, Applied Biosystems)
conformément aux recommandations du fabricant. Les PCR quantitatives ont été réalisées avec
I’appareil StepOnePlus (Real-Time PCR System, Applied Biosystems), les technologies
SYBRGreen® (4367659, Applied Biosystems) ou TagMan® (4440040, Applied Biosystems)
et des amorces spécifiques des genes étudiés (séquences disponibles sur demande sauf pour les
sondes Tagman®, proprietés de Applied Biosystems). Les niveaux d’expression des ARN
messagers (ARNm) des genes cibles ont été normalisés par rapport aux niveaux d’expression
des ARNm de la 36B4. L’expression relative des génes d’intéréts a été calculée en utilisant la

méthode du 2224,

3. Analyses biochimiques

Les concentrations de LPS ont été mesurées dans le plasma ou dans le sang total
provenant des circulations systémique et/ou portale par la quantification du 3-hydroxymyristate
(3-HM) en chromatographie liquide a haute performance couplée a de la spectrométrie de masse
en tandem (HPLC/MS/MS) en utilisant la procédure précédemment décrite (Pais de Barros et
al., 2015). Les lipides totaux dans les fécés ont été extraits par la technique Folch (Folch et al.,
1957). Les profils de phospholipides et sphingolipides ont été déterminés selon la méthode
précédemment décrite (Anjani et al., 2015). Les kits ELISA suivants ont été utilisés pour
réaliser les dosages ci-apres a partir de plasma : GLP-1 total (EZGLP1T-36K, Millipore), GLP-
1 actif (EGLP-35K, Millipore), GIP (EZRMGIP-55K, Millipore), insuline (80-INSMR-CH10,
Alpco) et intestinal fatty acid binding protein (I-FABP) (E-EL-MQ0735, Elabscience). Les
cytokines plasmatiques (II-1B, IL-6, IL-10 et TNFa) ont été mesurées par Milliplex® Map Kit
(MCYTOMAG-70K, Millipore). La lecture a été effectuée sur un appareil LuminexR (Bio-Plex
200, Bio-Rad). Dans I’expérience sur souris IL-6 KO, les niveaux plasmatiques d’IL-6 ont été
évalués en utilisant un kit ELISA (EZMILS6, Millipore). Le dosage des TG circulants se fait par
méthode enzymatique (Triglycerides FS, Diasys). Tous les kits ont été utilisés conformément

aux instructions des fabricants.
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4. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + 1’écart standard a la moyenne
(SEM). Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant soit le test ANOVA a deux
facteurs, soit le test de Student apparié, soit le test non paramétrique de Mann-Withney selon la
normalité des échantillons. De la méme maniére, I’analyse des corrélations entre deux
populations a été effectuée soit avec le test de Pearson paramétrique, soit avec le test de
Spearman non paramétrique. Le test d’Agostino’s a été utilisé pour tester la normalité des
différents groupes. Une correction statistique a été apportée si les variances étaient différentes

entre les groupes. Une valeur de P < 0,05 était considérée comme statistiquement différente.
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I. Introduction

La principale fonction du tube digestif est d’absorber les nutriments de 1’alimentation
afin de fournir de 1’énergie a ’ensemble de I’organisme. De cette fonction résulte 1’existence
au niveau intestinal de la plus grande surface d’échange entre 1’environnement externe et le
milieu intérieur. Le tube digestif dispose de ce fait de mécanismes de défense immunitaires afin
de faire face a cette forte vulnérabilité. Au-dela de ses fonctions d’absorption et
immunologiques, 1’intestin est aussi considéré comme 1’organe endocrine le plus conséquent
de I’organisme du fait de la présence de nombreuses EEC capables de sécréter diverses
hormones. Parmi toutes les hormones intestinales, le GIP et le GLP-1 ont été largement étudiés

pour leur effet incrétine (Baggio & Drucker, 2007).

Le GLP-1 est produit pas les cellules L entéroendocrines principalement localisées dans
I’intestin gréle distal (iléon) et le cdlon (Eissele et al., 1992). Ces cellules intestinales expriment
le géne codant pour le proglucagon ainsi que 1’enzyme spécifique PC1/3 capable d’hydrolyser
le proglucagon en plusieurs peptides dérivés dont le GLP-1 (Rouillé et al., 1997). Ces derniéres
annees, le GLP-1 a suscité et suscite toujours un intérét clinique considérable dans le traitement
du DT2, du fait de sa forte implication dans la régulation de I’homéostasie glucidique (Baggio
& Drucker, 2007). Initialement décrit pour son rdle d’incrétine et donc sa capacité
insulinotropique au niveau des cellules  du pancréas (Kreymann et al., 1987), le GLP-1 s’est
par la suite avéré avoir bien d’autres fonctions dans le métabolisme du glucose. En effet, cette
hormone intestinale est aussi capable de stimuler la biosyntheése d’insuline (Drucker et al.,
1987), d’inhiber la production de glucagon (Kreymann et al., 1987), de ralentir la vidange
gastrique (Nauck et al., 1997) ou encore d’induire une sensation de satiété et donc de réduire la
prise alimentaire (Turton et al., 1996). La sécrétion de GLP-1 au niveau des cellules L est
principalement stimulée par I’ingestion de nutriments et fait intervenir des mécanismes
moléculaires divers et complexes (Lim & Brubaker, 2006; Tian & Jin, 2016). Glucides, lipides
et protéines peuvent chacun stimuler la sécrétion de GLP-1 via une interaction directe avec
leurs récepteurs spécifiques présents sur la membrane apicale des EEC. Cependant la densité la
plus élevée de cellules L se situe dans la partie distale de 1’intestin et le GLP-1 plasmatique est

rapidement induit apres un repas, avant méme que les nutriments n’aient eu le temps d’atteindre
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ces cellules (Borgstrom et al., 1957). Cette disparité temporelle physiologique implique
I’existence d’autres voies de controle de la sécrétion de GLP-1. C’est ainsi que plusieurs études
ont mis en avant des mécanismes de sécrétion hormonaux, neuronaux ou encore neuro-
hormonaux faisant intervenir le GIP ou encore le nerf vague et ses récepteurs cholinergiques
(Lim & Brubaker, 2006). L’IL-6, une des principales cytokines pro-inflammatoires est
également capable de stimuler directement la sécrétion de GLP-1 au niveau des cellules L

entéroendocrines (Ellingsgaard et al., 2011).

Le tube digestif est colonisé par des milliards de bactéries jouant un réle central dans le
maintien de la santé humaine. Aussi connu sous le nom de microbiote intestinal, cette
communauté bactérienne confere une aide non négligeable a I’intestin dans 1’exercice de ses
fonctions (Greenhalgh et al., 2016). Parmi ces bactéries se trouvent des bactéries a Gram négatif
présentant des molécules de LPS a leur surface. Ces LPS sont de puissantes molécules pro-
inflammatoires qui participent a I’'immunité intestinale (Otte et al., 2004), et qui sont également
capables de stimuler la sécrétion de certaines hormones intestinales (Palazzo et al., 2007;
Bogunovic et al., 2007). Les LPS agissent principalement via I’activation du récepteur TLR4
(Poltorak et al., 1998). Toutefois des études récentes ont mis en évidence ’existence d’autres
voies de signalisation des LPS, les caspases intracellulaires (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al.,
2013). Nous avons récemment montré au laboratoire et cela a été confirmé par la suite que
I’administration de LPS en IP entraine une augmentation des taux circulants de GLP-1 actif
chez des souris (Nguyen et al., 2014; Kahles et al., 2014). Cependant les mécanismes
moléculaires a I’origine de cette induction ne sont pas encore élucidés. Le GLP-1 est libéré par
les EEC sous une forme active mais est rapidement dégradé par 1’enzyme protéolytique DPP-
IV. Sa demi-vie plasmatique est trés courte, de I’ordre de 1 a 2 minutes seulement (Vilsbgll et
al., 2003; Holst, 2007). Ainsi, I’action des LPS sur les taux circulants de GLP-1 actif pourrait

se situer au niveau soit de sa sécrétion soit de sa dégradation.

Les LPS sont présents en grandes quantités dans la lumiére intestinale et le récepteur
TLR4 s’avere étre exprimé au niveau des EEC murines (Palazzo et al., 2007; Bogunovic et al.,
2007). Par conséquent, il est possible d’envisager une reconnaissance directe des LPS par les
cellules L intestinales. De plus, I’'importante promiscuité entre les molécules de LPS luminales
et les cellules productrices de GLP-1 pose la question de la pertinence physiologique d’une telle

relation LPS / GLP-1 et ouvre celle d’un rdle éventuel en conditions physiopathologiques.
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Effectivement, il est ais¢ d’imaginer que des lésions intestinales, qui altérent 1’intégrité de la
barriere, pourraient rendre les cellules intestinales plus accessibles aux composés présents dans

la lumiére de I’intestin tels que les LPS.

Dans cette étude, nous montrons pour la premiére fois que les LPS sont directement
capables d’induire une sécrétion de GLP-1, par I'intermédiaire d’une interaction avec les
récepteurs TLR4 des cellules L entéroendocrines. De plus, nous montrons que des molécules
de LPS luminales sont capables d’induire une sécrétion de GLP-1 lorsque I’intégrité de la
barriére intestinale est altérée. L’ischémie / reperfusion (I/R) mésentérique provoque une
stimulation tres rapide de la sécrétion de GLP-1. De maniére surprenante, nous avons constaté
que de courtes I/R permettent d’augmenter de maniére significative le GLP-1 plasmatique
faisant de cette hormone un potentiel biomarqueur précoce d’une dégradation de la muqueuse
intestinale. De plus, nous montrons que cette cascade LPS / GLP-1 initialement découverte chez
la souris est aussi fonctionnelle chez I’Homme. Nos résultats ouvrent donc de véritables
perspectives en terme de diagnostic et de prise en charge cliniques des pathologies impliquant

une altération de la barriére intestinale.
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I1.Résultats expérimentaux

1. Les LPS augmentent le GLP-1 circulant par une stimulation de sa sécrétion

Nous avons récemment montré au laboratoire que les molécules de LPS sont capables
d’induire les taux plasmatiques de GLP-1 actif (Nguyen et al., 2014). Afin de clarifier les
mécanismes moléculaires sous-jacents, nous avons approfondi in vivo les effets des molécules
de LPS sur le métabolisme du GLP-1. Pour cela, des souris ont été injectées en IP avec une
solution de LPS, puis différents paramétres métaboliques ont été suivis sur une période de 24
heures (Figure 30).

Les niveaux plasmatiqgues de 3-HM (reflétant les niveaux de LPS) sont
considérablement induits suite a 1’injection IP de LPS, confirmant ainsi I’augmentation aigué
de I’endotoxémie (Figure 30A). L’injection de LPS s’accompagne également d’une
augmentation significative de I’expression des génes codant pour le proglucagon et I’enzyme
protéolytique PC1/3 dans I’iléon (Figures 30B et 30C respectivement). Le GLP-1 étant un
peptide dérivé de la maturation protéolytique du proglucagon et I’enzyme responsable étant la
PC1/3, ces résultats suggérent que I’injection IP de LPS est associée a une augmentation de la
biosynthese du GLP-1 au niveau de I’iléon. Nous retrouvons les résultats réecemment publiés
(Nguyen et al., 2014), a savoir que I’administration aigué de LPS augmente le GLP-1 actif
circulant (Figure 30D). Nous constatons de plus que le GLP-1 total est lui aussi induit par
I’élévation de I’endotoxémie (Figure 30E). Le GLP-1 total comprend les formes actives et
inactives de ’hormone intestinale. Le dosage du GLP-1 total permet donc d’évaluer les niveaux
de sécrétion de GLP-1. Ces résultats indiquent donc que les LPS administrés en aigu sont
capables de stimuler la sécrétion de GLP-1. En calculant I’indice d’inactivation du GLP-1
(déterminé comme étant le rapport du GLP-1 total sur le GLP-1 actif), nous remarquons que
celui-ci est aussi induit par I’administration de LPS (Figure 30F). Les LPS entrainent donc aussi
une augmentation de la dégradation du GLP-1. Pour finir, des corrélations positives entre les
niveaux plasmatiques de 3-HM et les paramétres relatifs au GLP-1 (Figures 30G, 30H et 30I)

confirment I’existence d’un lien entre endotoxémie et sécrétion de GLP-1.
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2. Invivo, la sécrétion de GLP-1 induite par les LPS est dépendante de TLR4

Afin d’identifier les mécanismes moléculaires pouvant relier les LPS au GLP-1 et ainsi
comprendre comment les molécules de LPS peuvent stimuler la sécrétion de GLP-1, I’effet

sécretagogue des LPS a été evalué dans différentes conditions (Figure 31).

Les LPS sont des composés moléculaires hétérogenes, constitués d’une partie lipidique
et d’une partie saccharidique. Nous pouvons donc imaginer que leur capacité a induire la
sécretion de GLP-1 se fasse via les mémes voies de sécrétion que celles décrites pour les
composés glucidiques et lipidiques. Pour tester cette hypothese, nous avons administré des LPS
a des animaux préalablement gavés avec soit une solution de glucose, soit de 1’huile, soit de
I’eau de boisson en contrble. Nous avons ensuite comparé la capacité sécrétagogue des LPS en
présence ou en absence de ces différents composés. Nous remarquons que 1’administration de
glucose ou d’huile de mais par voie orale, avant I’injection de LPS, n’a aucune influence sur la
capacité des LPS a stimuler la sécrétion de GLP-1 (Figures 31A et 31B respectivement). L’effet
sécrétagogue des LPS semble donc emprunter des voies de signalisation différentes de celles

décrites pour les composés glucidiques et lipidigues.

La cytokine pro-inflammatoire IL-6 est décrite comme étant un intermédiaire nécessaire
entre les LPS et le GLP-1 (Ellingsgaard et al., 2011; Kahles et al., 2014). Afin de vérifier qu’il
n’existe pas d’autres mécanismes moléculaires pouvant expliquer I’effet sécrétagogue des LPS,
nous avons injecté des LPS en IP a des souris déficientes en IL-6 (IL-6 KO) ou a des souris
sauvages en contrble. La Figure 31C permet de confirmer le modéle génétique de déficience en
IL-6 utilisé. En effet, les taux plasmatiques d’IL-6 sont significativement augmentés chez les
animaux sauvages 3 heures apres ’injection IP de LPS, mais ne sont pas du tout modulés chez
les souris IL-6 KO. Par contre, nous constatons sur la Figure 31D que I’injection de LPS
entraine une sécrétion de GLP-1 méme chez les souris déficientes en IL-6. Ainsi, dans nos
conditions expérimentales, les effets sécrétagogues des LPS subsistent, tout en étant moindres,

méme en 1’absence d’IL-6.
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La sécrétion de GLP-1 est un phénoméne complexe pouvant aussi faire intervenir des
voies neurales, hormonales ou encore neuro-hormonales. Par exemple, le GIP est aussi capable
de stimuler la sécrétion de GLP-1 soit directement par un effet paracrine, soit par I’intermédiaire
du nerf vague (Lim & Brubaker, 2006). Afin de déterminer si la capacité des LPS a induire la
sécrétion de GLP-1 fait intervenir le GIP, nous avons dose les taux plasmatiques de GIP suite
a une injection IP de LPS. Nous constatons que I’administration de LPS ne modifie pas la
sécretion de GIP et nous en concluons donc que cette hormone n’est pas un intermédiaire entre
les LPS et I’augmentation de la sécrétion de GLP-1 (Figure 31E). Par ailleurs, les voies
nerveuses et notamment muscariniques sont connues comme capables de moduler I’action des
LPS (Fuentes et al., 2008). Ainsi, dans le but de tester I’implication des voies nerveuses
muscariniques dans les effets sécrétagogues des LPS, nous les avons bloguées avec un
antagoniste pharmacologique spécifique : I’atropine. La Figure 31F montre premierement que
le prétraitement des souris avec de 1’atropine réduit la sécrétion basale de GLP-1. Cela confirme
I’implication de ces voies dans la sécrétion de GLP-1 et cela valide également notre modéle
expérimental. Deuxiémement, nous remarquons que le prétraitement a I’atropine n’influence
pas ’effet sécrétagogue des LPS, celui-ci n’est donc pas dépendant des voies nerveuses

muscariniques.
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Dans I’organisme, les LPS peuvent étre reconnus et exercer leurs propriétés pro-
inflammatoires par I’intermédiaire de deux mécanismes distincts : i) au niveau des membranes
cellulaires via le récepteur TLR4 et ii) au niveau cytoplasmique via une activation de la voie
des caspases. Le TLR4 étant connu pour étre exprimé et fonctionnel dans les EEC (Palazzo et
al., 2007; Bogunovic et al., 2007), nous avons recherché son implication dans la capacité des
LPS a stimuler la sécrétion de GLP-1. Pour ce faire, des souris déficientes en ce récepteur et
des souris sauvages ont été injectées en IP avec du LPS (Figure 32). Nous constatons que la
déficience en TLR4 réduit considérablement la réponse cytokinique et donc 1’effet pro-
inflammatoire des LPS (Figures 32A, 32B, 32C et 32D). L’absence de TLR4 ne semble pas
avoir de conséquences sur la sécrétion basale de GLP-1. Par contre, en condition stimulée par
les LPS, nous observons que la sécrétion de GLP-1 est totalement abolie chez les souris
déficientes en TLR4. Cela suggere ainsi qu’in vivo seule la voie TLR4 est impliquée dans I’effet

sécrétagogue des LPS (Figure 32E).
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Figure 32

In vivo la sécrétion de GLP-1 par les LPS est déependante de TLR4

Effets sécrétagogues des LPS chez des souris WT et TLR2/4 KO. Les LPS ont été injectés en IP & 1mg/kg et du
NaCl a été injecté en controle. Les analyses statistiques ont été réalisées a ’aide du test de Student apparié,
***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A, B, C & D. Quantification des cytokines plasmatiques
(pg/mL ; n=6-7) 3 heures apres une injection de LPS chez des souris WT et TLR4/2 KO : respectivement IL-1p,
IL-6, TNFa et IL-10. E. GLP-1 actif plasmatique (% du contrdle ; n=11-12) 3 heures aprés 1’injection de LPS.
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3. Une stimulation des cellules L entéroendocrines par les molécules de LPS

Dans I’organisme, le GLP-1 est principalement produit et sécrété par les EEC de type
L. Afin de déterminer si les LPS peuvent stimuler la sécrétion de GLP-1 en interagissant
directement avec le récepteur TLR4 des EEC, nous avons realisé des expérimentations ex vivo
sur des explants intestinaux et in vitro sur deux lignées cellulaires entéroendocrines productrices
de GLP-1: les cellules GLUTag et les cellules STC-1 (Figure 33).

Ex vivo, les explants ont été réalisés a partir de I’iléon car les EEC de type L sont
majoritairement localisées dans la partie distale de I’intestin (Eissele et al., 1992). Dans un
premier temps, afin de connaitre le profil de sécrétion de GLP-1 le long de I’iléon, ce dernier a
été découpé en plusieurs segments d’environ 1cm de longueur. Ces morceaux ont ensuite été
placés séparément dans une solution glucosée. La Figure 33A témoigne d’une production de
GLP-1 plus conséquente par les segments d’intestin issus de la partie distale de 1’iléon. Ce sont
donc les trois derniers centimétres qui ont été utilisés pour la réalisation des explants. Le modele
expérimental consiste a ligaturer de part et d’autre un segment iléal d’environ 1,5cm, apres
avoir incorporé la solution a tester au niveau de la lumiere iléale. Afin de valider ces explants
comme mod¢le permettant d’étudier la sécrétion de GLP-1, nous les avons testés avec du
glucose. Les explants ont été remplis avec une solution de glucose, ligaturés puis placés dans
un milieu de sécrétion, dans lequel nous avons par la suite dosé le GLP-1 produit. Comme le
montre la Figure 33B, lorsque le glucose est infusé seul dans la lumiére iléale, cela induit une
sécretion significative de GLP-1, validant ainsi notre modéle expérimental. Nous observons
que I’infusion de LPS dans ces explants iléaux, en absence de glucose, entraine elle aussi une
augmentation de la sécrétion de GLP-1. De plus, cette augmentation est dose-dépendante,
démontrant ainsi la spécificité des LPS.

Le modele des explants permet de préciser les mécanismes moléculaires pouvant relier
les LPS au GLP-1. Toutefois, I’épithélium intestinal est constitué de différents types cellulaires
et les EEC ne représentent qu’1% de I’ensemble des cellules présentes. Ainsi, pour confirmer
I’existence d’un effet direct des LPS sur les EEC, nous avons utilisé deux lignées cellulaires
distinctes : les GLUTag et les STC-1. En présence d’une concentration croissante de LPS dans
le milieu de culture, les cellules GLUTag ont une sécrétion de GLP-1 augmentée, certes

modeste mais néanmoins significative (Figure 33C). Une expérience de cinétique de sécrétion
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en réponse aux LPS a ensuite été réalisée. Nous observons une augmentation significative de
GLP-1 dés le temps 10 minutes. Ainsi, cette rapidité de réponse des cellules GLUTag renforce
fortement 1’hypothése d’une action directe des LPS sur la sécrétion (Figure 33D). Les
experiences in vitro sur des lignées cellulaires établies peuvent parfois aboutir a des résultats
différents en fonction de la lignée utilisée. Nous avons voulu confirmer les résultats obtenus
avec les cellules GLUTag en utilisant une autre source d’EEC, les cellules STC-1. Ici aussi, la
stimulation de ces cellules avec des LPS s’accompagne d’une trés nette augmentation de la
sécretion de GLP-1 (Figure 33E). Cette lignée cellulaire est bien plus sensible aux LPS que ne
le sont les cellules GLUTag. En effet, alors que les concentrations de LPS sont vingt fois plus
faibles, le taux de sécrétion des cellules STC-1 est plus important que celui des cellules
GLUTag. Des tests de cytotoxicité nous ont permis d’écarter I’hypothése selon laquelle cette
libération du GLP-1 par les cellules était la conséquence d’une action cytotoxique des doses de

LPS utilisées (données non présentées).
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Figure 33

Les LPS stimulent la sécrétion de GLP-1 dans des explants d*iléon et des EEC en culture
Sécrétion de GLP-1 a partir d’explants d’iléon ou de cellules GLUTag et STC-1 en réponse a une stimulation par
du glucose ou des LPS. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié, *p<0,05,
**p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A. Profil de sécrétion du GLP-1 dans I’iléon
aprés 1 heure de stimulation avec du glucose a 3g/L (pM ; n=10). B. Réponse de I’iléon distal a une stimulation
pendant 1 heure avec du glucose (3g/L) ou avec des LPS a différentes concentrations (75, 500 et 1000ng/mL) et
placés dans la lumiére iléale (% du contrdle ; n=11-16). C. Réponse des cellules GLUTag a une stimulation avec
du glucose (3g/L) ou des LPS a différentes concentrations (200, 500 et 1000ng/mL) pendant 90 minutes (% du
contréle ; n=6). D. Sécrétion de GLP-1 par les cellules GLUTag stimulées pendant 5, 10 et 30 minutes avec des
LPS a 200ng/mL (% du controle ; n=4-5). E. Réponse des cellules STC-1 a une stimulation avec différentes
concentrations de LPS (1 et 10ng/mL) pendant 90 minutes (% du contréle ; n=4).
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4. Lasécrétion du GLP-1 par les LPS implique une signalisation calcique via TLR4

Comme pour la sécrétion d’insuline par les cellules f pancréatiques, 1’augmentation des
concentrations calciques dans les cellules L est capable de déclencher le processus d’exocytose
et donc la sécrétion de GLP-1. Ainsi, afin de comprendre par quels mécanismes les LPS
induisent une sécrétion de GLP-1, les flux calciques intracellulaires ont été mesurés aprés une
stimulation des cellules en culture avec des LPS (Figure 34). Quelle que soit la lignée cellulaire
étudiée, la stimulation des cellules avec des LPS conduit a une augmentation significative de la
concentration calcique intracellulaire. Nous retrouvons 1’observation faite précédemment, a
savoir que les cellules STC-1 sont plus sensibles aux LPS. En effet, a dose de LPS identique,
le flux calcique (exprimé par le ratio Fs4o/F3go) est presque trois fois supérieur dans les cellules
STC-1 (Figure 34A). L’origine intra ou extracellulaire du calcium a été recherchée. Lorsque la
méme expeérience est réalisée dans un tampon ne contenant pas de calcium, alors nous
n’observons pas de flux calcique, suggérant ainsi que le calcium extracellulaire est nécessaire

lors de la réponse aux LPS (Figure 34B).

Nous avons montré ci-dessus que : i) in vivo, la capacité des LPS a stimuler la sécrétion
de GLP-1 est TLR4-dépendante et que ii) les LPS sont capables d’induire une sécrétion de
GLP-1 en stimulant directement les EEC en culture. Ainsi, afin de confirmer 1’implication du
récepteur TLR4 dans I’interaction directe entre les LPS et les EEC, nous avons stimulée les
cellules GLUTag et STC-1 avec simultanément des LPS et un antagoniste du récepteur TLR4
(Figure 35). Premiérement, nous remarquons que le blocage pharmacologique du récepteur
TLR4 prévient complétement 1’effet sécrétagogue des LPS, que ce soit dans les cellules
GLUTag (Figure 35A) comme dans les cellules STC-1 (Figure 35B). Deuxiemement,
I’incorporation d’un antagoniste TLR4 dans le milieu de culture bloque également la
signalisation calcique induite par les LPS (Figure 35C). C’est donc la détection des LPS par le
récepteur TLR4 des EEC qui permet de provoquer une entrée de calcium intracellulaire pouvant

ensuite contribuer a la sécrétion de GLP-1.
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Figure 34
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Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001.
Les valeurs sont les moyennes + SEM. A & B. Respectivement réponse des cellules GLUTag a une stimulation
de 90 minutes avec des LPS a 200ng/mL (% du contrdle ; n=5) et réponse des cellules STC-1 a une stimulation de
2, 12 e 24 heures avec des LPS a 10ng/mL (% du contrdle a 2 heures ; n= 4-6) en absence ou en présence d’un
antagoniste TLR4 (TAK242, 5uM) dans le milieu de culture. C. Signalisation calcique dans les cellules GLUTag
et STC-1 apres une stimulation avec des LPS a 200ng/mL en présence ou en absence d’un antagoniste TLR4 (LPS-
RS, 0,5ug/mL), résultats exprimés sous forme du ratio Fzso/Fago.

5. L’altération de la barriere intestinale entraine la sécrétion de GLP-1 par les LPS

Dans I’organisme, la majorité des molécules de LPS est issue des bactéries a Gram
négatif présentes dans ’intestin. Dans quelles conditions ces molécules vont-elles étre en

capacité de stimuler la sécrétion de GLP-1 ? Nous avons testé trois voies différentes
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d’administration de LPS (Figure 36). Lorsque les LPS sont injectés en IP ou en IV, nous
observons effectivement une augmentation des taux circulant de GLP-1 (Figures 36A et 36B).
Par contre, aucun effet n’est observé lorsque ceux-ci sont administrés par voie orale (Figure
36C). Ces resultats suggerent que les molécules de LPS purifiées, injectées en IP et en IV,
agiraient au niveau basolatéral des EEC. En conditions physiologiques, les LPS administrés par
voie orale dans la lumiére de I’intestin ne traversent que treés peu la barriere intestinale et ne

pénetrent quasiment pas dans la circulation sanguine.

Ces résultats in vivo peuvent paraitre surprenants compte tenu des résultats obtenus ex
vivo sur les explants d’iléon montrant que I’administration de LPS dans la lumiére iléale stimule
la sécrétion de GLP-1 (Figure 33B). Toutefois, les explants sont des segments d’intestin
sectionnés de part et d’autre et ne sont donc plus irrigués. Nous pouvons alors imaginer que
dans de telles conditions, la perméabilité de la muqueuse intestinale soit altérée, laissant alors
passer les molécules de LPS a travers cette barriere normalement infranchissable, ou trés peu.
Nous avons donc fait I’hypothése que I’intégrité de la barriére de I’intestin était un facteur
déterminant dans ’action sécrétagogue des LPS présents dans la lumiére intestinale. Afin de
tester cette hypothese, nous avons recherché des modéles d’études in vivo dans lesquels la

fonction barriére de I’intestin pourrait &tre dégradée.
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Figure 36

L ’administration orale de LPS ne stimule pas la secrétion de GLP-1

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié, ***p<0,001. Les valeurs sont les
moyennes + SEM. Les résultats sont exprimés en pourcentage du contréle. Le NaCl est utilisé en controle. Niveaux
plasmatiques de GLP-1 actif 3 heures aprés une injection IP de LPS a 1mg/kg (n=11) (A), ou apres une injection
IV de LPS a 1mg/kg (n=6-8) (B) ou encore aprés un gavage avec des LPS a 1mg/souris (n=9-10) (C).
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Dans un premier temps, nous avons travaillé avec le modéle du dextran sodium sulfate
(DSS). Chez des souris, un traitement chronique au DSS est décrit pour induire une colite aigué
et dégrader la perméabilité membranaire intestinale (Kitajima et al., 1999). Ainsi, deux lots de
souris ont été étudiés, un lot dans lequel du DSS a ét¢ administré dans 1’eau de boisson pendant
7 jours et un lot controle. A I’issue de ce traitement, les animaux des deux lots ont été gavés
avec une solution contenant des LPS (Figure 37). La Figure 37A suggeére que le traitement DSS
a bien perturbé la perméabilité intestinale apres 7 jours de traitement. En effet, la mesure des
concentrations de LPS dans la circulation sanguine portale (pour s’affranchir de 1’extraction
hépatique des LPS) montre que seules les souris ayant été traitées au DSS présentent une
augmentation de leur endotoxémie au cours des 6 heures qui suivent le gavage aux LPS. Le
GLP-1 plasmatique a également été dosé en paralléle. Alors que chez les souris contréles, le
gavage aux LPS n’a aucun effet sur les niveaux de GLP-1 (confirmant ainsi les résultats obtenus
précédemment (Figure 36C)), un traitement au DSS de 7 jours permet aux LPS administrés par
voie orale d’induire significativement les taux plasmatiques de GLP-1 (Figure 37B). Enfin, une
corrélation positive entre teneurs en LPS et taux de GLP-1 suggere fortement que les molécules

de LPS injectées sont bien responsables de 1’augmentation des taux de GLP-1 (Figure 37C).
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Figure 37

L’administration orale de LPS stimule la sécrétion de GLP-1 apres altération de la barriére
intestinale

Quantification des LPS et du GLP-1 avant (TO) et a différents temps (1 et 6 heures) aprés un gavage avec des LPS
(5mg/souris) de souris traitées avec du DSS (n=8-10) et de souris contrdles (n=8-10). Les analyses statistiques ont
été réalisées a 1’aide du test de Student apparié ou d’un test de corrélation de Spearman, *p<0,05 et **p<0,01. Les
valeurs sont les moyennes + SEM. A. Niveaux de LPS évalués dans le sang portal par la quantification du 3-HM
en HPLC/MS/MS (% du T0). B. Niveaux plasmatiques de GLP-1 total (% du T0). C. Corrélation entre le GLP-1
total (% du TO) et le 3-HM portal (% du TO).
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Nous avons ensuite tenu a confirmer ces résultats en utilisant cette fois un modéle plus
physiologique d’altération de la membrane intestinale. Notre choix s’est porté sur le modeéle de
I’ischémie/reperfusion (I/R) mésentérique. Dans nos conditions, nous confirmons que ces
expériences d’I/R altérent profondément la structure morphologique de 1’épithélium intestinal
(Figure 38). De courtes périodes d’I/R sont suffisantes pour endommager considérablement les
villosités intestinales (Figures 38A et 38B). Ces dommages sont accentués par la durée de I'T/R
(Figure 38C).

Nous avons pu constater que 1I’Il/R mésentérique s’accompagne d’une élévation rapide
des taux de GLP-1 total circulants (Figure 39). Comme le montre la Figure 39A, 20 minutes
d’ischémie suivies de 2 heures de reperfusion entrainent une augmentation de la sécrétion du
GLP-1, augmentation qui devient significative des 15 minutes de reperfusion. Nous avons
ensuite modifié et raccourci les durées d’ischémie en conservant un temps de reperfusion de 15
minutes. De fagon trés intéressante, nous observons que des temps d’ischémie trés courts (10
minutes) sont suffisants pour induire une augmentation des taux de GLP-1 (Figure 39B). Ces
derniéres années, plusieurs études envisagent la protéine I-FABP comme le biomarqueur le plus
prometteur pour diagnostiquer précocement I’I/R mésentérique (Khadaroo et al., 2014).
Cependant, nos résultats démontrent que la sécrétion de GLP-1 suite a I’induction d’une I/R
précéde celle de I’I-FABP et est de surcroit quantitativement plus importante (Figure 39C). Une
I/R de courte durée (20/15 minutes) est suffisante pour induire significativement les taux
plasmatiques de GLP-1 mais n’a pas d’influence sur ceux d’I-FABP. Dans ces conditions
expérimentales, nous avons mesuré les taux plasmatiques de LPS et constatons de fagon trés
surprenante que cette courte I/R induit la sécrétion de GLP-1 alors méme que les taux circulants
de LPS ne sont pas augmentés (Figure 39D). Seule une durée de reperfusion plus longue (6
heures) nous permet de détecter une augmentation significative de ’endotoxémie (Figure 39E).
Ces résultats originaux suggerent que les molécules de LPS endogenes sont capables de faire
sécréter du GLP-1 alors qu’elles ne sont pas encore passées en quantité suffisante dans la
circulation sanguine pour pouvoir étre détectées. La technique de dosage chromatographique
utilisee étant relativement sensible, cela implique une interaction directe entre les LPS et les

EEC de I’épithélium intestinal et/ou une trés forte sensibilité du GLP-1.
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Figure 38

L’ischémie/reperfusion mésentérique entraine une dégradation de la muqueuse intestinale
Coupes histologiques d’iléon colorées a I’hématoxyline/éosine apres un traitement contréle Sham (A), 20 minutes
d’ischémie suivies de 15 minutes de reperfusion (B) et 40 minutes d’ischémie suivies de 15 minutes de reperfusion

(©).
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L'ischémie/reperfusion mésentérique induit une sécrétion rapide de GLP-1

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié, les différences par rapport aux souris
contréles Sham (*) et par rapport au TO (8) sont indiquées : *5p<0,05, **/%p<0,01, ***/888p<0,001 et NS : non
statistique. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A. GLP-1 total plasmatique (pM ; n=5) apres 20 minutes
d’ischémie suivies de 15, 30, 45, 60, 120 et 360 minutes de reperfusion. B. GLP-1 total plasmatique (% des Sham
; Nn=5) aprés 5, 10 et 15 minutes d’ischémie suivies de 15 minutes de reperfusion. C. Niveaux plasmatiques de
GLP-1 total et d’I-FABP (% des Sham ; n=6) aprés un traitement ischémie/reperfusion (I/R) court et long (20
minutes d’ischémie et 15 minutes ou 2 heures de reperfusion respectivement). D. GLP-1 total plasmatique et LPS
sanguins (% des Sham ; n=5) aprés 20 minutes d’ischémie suivies de 15 minutes de reperfusion. E. Evolution des
niveaux sanguins de LPS au cours de la reperfusion aprés 20 minutes d’ischémie (% du TO ; n=5-6).
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Afin de confirmer que les molécules de LPS préesentes naturellement dans la lumiére
intestinale peuvent contribuer a I’effet sécrétagogue observé dans les expériences d’I/R, nous
avons essaye de moduler soit la quantité de LPS, soit leur action. Nous espérons ainsi moduler

les niveaux de sécrétion de GLP-1 lors de ces manipulations d’I/R (Figure 40).

Dans une premiére approche, nous avons utilisé un antibiotique spécifique des bactéries
a Gram negatif : la polymyxine B. Cette derniere bloque les effets des LPS en se fixant au lipide
A, la partie toxique de la molécule de LPS. La polymyxine B est généralement utilisée pour
éliminer les effets des contaminations aux LPS, que ce soit in vitro ou in vivo (Tsuzuki et al.,
2001; Cutuli et al., 2016). Ainsi, un traitement des souris par voie orale pendant 14 jours avec
de la polymyxine B devrait en théorie réduire la quantité de LPS biologiquement actifs dans
I’intestin. Comme le montrent les Figures 40A et 40B, la sécrétion de GLP-1 induite par I'I/R
est plus faible chez les animaux traités a la polymyxine B. Cela suggére ainsi qu’une moindre
quantité de LPS intestinaux se traduit par une moindre induction de la sécrétion de GLP-1. La
seconde approche a ét¢ de moduler I’action des molécules de LPS. Pour cela, un antagoniste du
récepteur TLR4 a été injecté en IP aux souris 3 heures avant I’induction de I’'I/R. Comme
précédemment, le taux d’induction de la sécrétion de GLP-1 est ici aussi diminué chez les
animaux prétraités avec I’antagoniste (Figures 40C et 40D). Ces résultats montrent donc que
les molécules responsables de la sécrétion de GLP-1 lors d’une I/R exercent en partie leurs
effets par le récepteur TLR4. De nouveau, cela suggeére un réle des LPS présents dans la lumiére

intestinale dans la sécrétion de GLP-1 observée lors d’une I/R mésentérique.
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Figure 40

Les LPS endogénes sont impliqués dans la sécrétion du GLP-1 induite par I’1/R
mésentérique

Evolution du GLP-1 total apres une ischémie de 20 minutes suivie de 15 minutes de reperfusion. Les analyses
statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié, NS : non statistique, *p<0,05 et **p<0,01. Les
valeurs sont les moyennes + SEM. A & B. Niveaux plasmatiques de GLP-1 total (pM) avant et aprés I/R chez des
animaux contrdles ou traités avec de la polymyxine B et calcul de I’induction du GLP-1 total causée par I’I/R chez
ces animaux. C & D. Niveaux plasmatiques de GLP-1 (pM) avant et aprés I/R chez des animaux contrdles ou
traités avec un antagoniste TLR4 et calcul de I’induction du GLP-1 total causée par I'I/R chez ces animaux.

6. La stimulation du GLP-1 par les LPS est fonctionnelle chez ’Homme

Pour pouvoir envisager le GLP-1 comme un marqueur d’altération de la barriére
intestinale humaine, il faudrait que cet effet sécrétagogue des LPS sur le GLP-1 se confirme
chez ’'Homme (Figure 41). Pour cela, en collaboration avec le Docteur P. Pickkers (Nimégue,

Pays-Bas), un bolus de LPS (2ng/kg) ou de sérum physiologique a été administré en IV a des
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volontaires sains. Des prélévements sanguins ont été réalisés avant, 3 heures et 6 heures apres
le bolus. Le dosage du GLP-1 total plasmatique montre que 1’administration de LPS entraine
une augmentation significative de la sécrétion de GLP-1 alors que le taux de GLP-1 reste
constant chez les individus ayant recu le sérum physiologique (Figure 41A). La Figure 41B
illustre et résume le mécanisme. En cas d’altération de la barriére intestinale, certains composés
présents dans la lumiére de I’intestin, dont les LPS, pourraient alors pénétrer la muqueuse
intestinale dégradée et stimuler les cellules L entéroendocrines via leur récepteur TLR4. Cela
provoquerait une sécretion rapide de GLP-1 et cette hormone pourrait ainsi étre utilisée comme
un marqueur précoce d’altération de la membrane intestinale. Au-dela du contexte de 1’ intestin,
le GLP-1 pourrait tout simplement étre un marqueur d’inflammation, de surcroit facile a doser

et tres sensible étant donné que d’infimes quantités de LPS suffisent pour stimuler sa sécrétion.
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Figure 41

Sécrétion du GLP-1 par les LPS chez I’ Homme : modele hypothétique

A. Dosage du GLP-1 total plasmatique chez des patients injectés avec un bolus de LPS a 2ng/kg et chez des patients
Placebo (injection de sérum physiologique) : TO, 3 et 6 heures (pM). Les analyses statistiques ont été réalisées a
’aide du test de Student apparié, ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM. B. Modeéle hypothétique de
cette cascade intestinale LPS / GLP-1 : la dégradation de la muqueuse intestinale permet une infiltration des LPS
de la lumiére intestinale, une stimulation des cellules entéroendocrines par leur récepteur TLR4 et une sécrétion
rapide de GLP-1. Le GLP-1 serait ainsi un marqueur précoce de dégradation de la perméabilité intestinale.
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I11. Discussion

Nous montrons dans cette étude que les LPS entrainent la sécrétion de GLP-1 via les
cellules L entéroendocrines. Cette sécrétion est directe et est initiée par 1’activation du récepteur
TLRA4. De facon tres originale, nos résultats mettent en evidence que ce phénomene est observeé
lorsque la barriére intestinale est altérée. Dans ces conditions, I’extréme rapidité de la sécrétion
de GLP-1 fait de cette hormone un potentiel biomarqueur précoce d’une atteinte de la barriére
intestinale. Ces résultats, principalement obtenus chez la souris, pourraient étre transposés a

I’Homme.

Nous avons récemment montré au laboratoire que les molécules de LPS sont capables
d’augmenter les taux plasmatiques de GLP-1 actif (Nguyen et al., 2014) ; résultats qui ont
ensuite été confirmés par une autre équipe de recherche (Kahles et al., 2014). Cette
augmentation de GLP-1 actif peut résulter i) d’une stimulation de sa production et/ou ii) d’une
inhibition de sa dégradation. Nous avons montré dans cette étude que les LPS induiraient a la
fois la synthese et la sécrétion du GLP-1. En effet, ’administration IP de LPS entraine une
augmentation de 1’expression des génes codant pour le proglucagon et pour I’enzyme
protéolytique PC1/3 dans I’iléon. Cela suggére ainsi une augmentation de la biosynthese du
GLP-1 en réponse aux LPS dans ce tissu. L’injection de LPS conduit également a une
augmentation des taux circulants de GLP-1 total, c’est-a-dire des formes actives et inactives de
I’hormone. Cela témoigne donc d’une augmentation de la sécrétion du GLP-1 en réponse aux
LPS. Les LPS, déja connus comme étant capables de stimuler la sécrétion d’une autre hormone
intestinale, la cholécystokinine (Palazzo et al., 2007; Bogunovic et al., 2007), sont également
capables de stimuler celle de GLP-1. Pour évaluer la voie de dégradation, nous avons calculé
son indice d’inactivation (GLP-1 total / GLP-1 actif). Nous pensons que, par rapport a la
détermination classique de I’activité DPP-IV plasmatique, ce ratio est plus représentatif de la
dégradation du GLP-1 et cela pour deux raisons : i) une partie de la dégradation du GLP-1 peut
étre indépendante de 1’enzyme protéolytique DPP-IV (Ruiz-Grande et al., 1990; Hassan et al.,
1999; Meier et al., 2004) et ii) la détermination de 1’activité de I’enzyme plasmatique n’est pas
forcément un bon marqueur de 1’activité DPP-1V totale, car la quasi-totalité de I’inactivation

du GLP-1 réalisée par cette enzyme a lieu au niveau membranaire (Hansen et al., 1999; Holst,
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2007). L’indice d’inactivation du GLP-1 donne quant a lui un apercu global de la dégradation
protéolytique du GLP-1. Nous constatons de fagon intéressante qu’en plus de stimuler la
sécretion et de potentiellement induire la synthése du GLP-1, I’injection de LPS s’accompagne
aussi d’une augmentation du taux d’inactivation de cette hormone. Toutefois, a I’heure actuelle
nous ne savons pas s’il s’agit ici d’un effet compensatoire dont le but serait de contrer 1’effet
sécrétagogue des molécules de LPS et ainsi d’éviter au systéme de s’emballer. Des études

complémentaires, en particulier de type cinétique, seraient nécessaires.

La régulation de la sécrétion du GLP-1 est un phénoméne complexe car sous le contréle
de plusieurs mécanismes moléculaires selon les agents sécrétagogues (Lim & Brubaker, 2006;
Tian & Jin, 2016). Dans des conditions d’exercice physique, de faibles niveaux d’IL-6 peuvent
stimuler directement les cellules L intestinales et conduire a la sécrétion de GLP-1 (Ellingsgaard
et al., 2011). Kahles et ses collaborateurs ont montré que chez des souris déficientes en IL-6,
I’injection de LPS n’augmente pas les taux plasmatiques de GLP-1 ; ils rapportent donc I’1L-6
comme étant I’intermédiaire entre les LPS et le GLP-1 (Kahles et al., 2014). Néanmoins, nous
obtenons dans cette étude des résultats contradictoires puisque dans nos conditions, I’injection
IP de LPS a des souris déficientes en IL-6 s’accompagne d’une augmentation significative de
la secrétion du GLP-1. Ces différences pourraient s’expliquer notamment par les
caractéristiques des LPS utilisés. En effet, a la fois le sérotype bactérien et la dose injectée
varient entre les deux études : ils utilisent des LPS provenant d’E. coli O111:B4 a la dose de
0,1mg/kg alors que nous travaillons avec les LPS d’E. coli O55:B5 a la dose 10 fois plus forte
de 1mg/kg. Or, les effets physiologiques des molécules de LPS différent justement en fonction
de ces deux parametres (Ohto et al., 2012; Maitra et al., 2012). Il est connu que la sécrétion du
GLP-1 par les nutriments peut se faire de facon directe auprés des cellules L mais aussi de fagon
indirecte en faisant intervenir des intermédiaires tels que le GIP. Cette incrétine, sécrétée par
les cellules K entéroendocrines, est capable d’induire la sécrétion de GLP-1 (Brubaker et al.,
1998; Mortensen et al., 2003). Nous avons donc envisagé le GIP comme un intermédiaire
plausible entre les LPS et le GLP-1. Toutefois, nos résultats montrent que I’injection de LPS ne
modifie pas les taux plasmatiques de GIP et rendent donc peu probable le réle du GIP comme
intermédiaire. La voie nerveuse a également été identifiée comme étant une cible intéressante.
En effet, I’activation des récepteurs muscariniques des cellules L induit une sécrétion de GLP-

1 (Balks et al., 1997; Rocca & Brubaker, 1999) et ceux-ci sont connus pour étre étroitement
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liés aux effets pro-inflammatoires des molécules de LPS (Fuentes et al., 2008). Cependant, dans
notre étude, méme si I’antagonisation pharmacologique des récepteurs muscariniques avec de
I’atropine réduit effectivement la sécrétion basale de GLP-1, cela n’a aucune influence sur
I’effet sécrétagogue des LPS. Ainsi, les voies indirectes classiquement décrites dans la

littérature ne semblent pas étre impliquées dans le cas présent.

Finalement, nous mettons en évidence dans cette étude que I’effet sécrétagogue des LPS
est initié par une de ses voies de détection : le récepteur TLR4. Jusqu’a trés récemment, le TLR4
était connu comme étant la seule voie de détection pro-inflammatoire des LPS dans
I’organisme. Cependant, il a été montré que les endotoxines bactériennes peuvent aussi exercer
leur potentiel pro-inflammatoire via une reconnaissance intracellulaire par la caspase 11 ou ses
orthologues humaines, les caspases 4 et 5 (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2013). Dans
notre étude, nous avons utilisé des souris déficientes en TLR4 afin de tester cette voie de
détection des LPS. Nous avons remarqué que 1’effet sécrétagogue des LPS nécessite un
récepteur TLR4 fonctionnel. En effet, I’injection de LPS a des souris déficientes en TLR4 n’a
aucun effet sur les niveaux de sécrétion du GLP-1. Les EEC murines et humaines étant connues
pour exprimer un récepteur TLR4 fonctionnel (Palazzo et al., 2007; Bogunovic et al., 2007),
nous avons stimulé des EEC en culture avec des LPS. Comme cela a déja été décrit dans la
littérature, nous confirmons que les EEC sont sensibles aux LPS et que ces derniers induisent
des flux calciques intracellulaires. Nous montrons de plus dans cette étude que la présence de
LPS dans le milieu de culture provogque une augmentation de la sécrétion du GLP-1. Nos
expériences montrent également que ces effets sont atténués, voire complétement supprimés

lorsque les cellules sont cultivées avec un antagoniste TLR4.

Les LPS sont présents en grandes quantités dans le tube digestif. En effet, si les
membranes physiologiques venaient a se rompre, le microbiote intestinal comporte assez
d’endotoxines bactériennes pour rapidement conduire au décés de 1’hdte. Nos expériences
montrent qu’en conditions normales, méme une charge orale en molécules de LPS purifiées
(donc certainement plus diffusables que les LPS présents sur les bactéries ou fragments
bactériens) ne provoque ni augmentation de I’endotoxémie, ni augmentation de la sécrétion du
GLP-1. A contrario, nous avons aussi observé qu’ex Vivo, I’incorporation de LPS dans la
lumiere d’explants iléaux s’accompagne, elle, d’une stimulation de la sécrétion de GLP-1. Cette

disparite entre les résultats obtenus in vivo et ex vivo pourrait étre expliquée par le fait que les
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explants ne sont plus irrigués et donc que la barriére intestinale y est altérée. En effet, dans un
modéle pharmacologique de dégradation de la barriere intestinale (traitement DSS), la charge
orale en LPS est cette fois associée a une augmentation non seulement de 1’endotoxémie mais
aussi de la sécrétion de GLP-1. C’est pourquoi nous avons émis I’hypothése que les molécules
de LPS luminales sont en mesure de stimuler les EEC et donc la sécrétion de GLP-1,

uniquement quand la perméabilité de la muqueuse intestinale est augmentée.

Afin de tester cette hypothese, comme dans les explants, nous avons géneré une
altération de la perméabilité intestinale par arrét de 1’irrigation mais cette fois in vivo, en
utilisant le modele d’I/R mésentérique. Nous avons ainsi mis en évidence que I'I/R
mésentérique est associée a une sécretion rapide de GLP-1. Pour confirmer I’implication des
LPS dans ces observations, nous avons associé¢ I’Il/R a deux modeles pharmacologiques : i)
diminution des quantités de LPS luminales en prétraitant oralement les souris avec un
antibiotique spécifique des LPS, la polymyxine B et ii) antagonisation des effets des LPS en
injectant au préalable un antagoniste TLR4 aux souris. Dans les deux cas, nous avons
effectivement observé une induction moindre de la sécrétion de GLP-1 provoquée par I'I/R
mésentérique. De maniére surprenante, cette sécrétion de GLP-1 est stimulée avant méme que
les LPS ne soient détectés au niveau sanguin ; ce qui suggére donc une stimulation rapide des
EEC par les LPS de la lumiére intestinale. Ces LPS stimuleraient la sécrétion de GLP-1 alors
qu’ils ne se situent encore que dans la vicinité immédiate des EEC. Chez les souris, les EEC
participent d’ailleurs activement a la réponse immunitaire intestinale en interagissant avec
différents motifs microbiens (Palazzo et al., 2007). Un axe immuno-endocrine intestinal a
méme été décrit. Les EEC joueraient un réle clé dans la réponse immunitaire, que ce soit celle
induite par les agents pathogenes ou celle provoquée par les bactéries commensales
(Worthington, 2015).

Au vu des résultats précédemment énoncés quant a la capacité des LPS a stimuler la
sécrétion de GLP-1, nous pouvons nous poser la question de la localisation du récepteur TLR4
sur les EEC. Ces derniéres sont localisées assez profondément dans 1’épithélium mais ont tout
de méme une surface apicale en contact avec la lumiére intestinale (Bohorquez et al., 2011) ;
un positionnement basolatéral du récepteur TLR4 serait donc plus probable. En effet, cela
expliquerait la stimulation de la sécrétion de GLP-1 par les LPS systémiques administrés en 1V

ou en IP ainsi que par les molécules de LPS luminales, uniqguement quand la barriere intestinale
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est altérée. Cela éviterait de plus, en conditions physiologiques, une stimulation quasi
permanente par les endotoxines bactériennes. Seule une situation physiopathologique, comme
une infection par des bactéries pathogénes ou une dégradation membranaire, pourrait permettre
une stimulation du TLR4 basolatéral par les LPS. Dans ce dernier cas, cela expliquerait la
sécrétion rapide de GLP-1 en réponse a une I/R mésentérique. En effet, selon nos coupes
histologiques d’iléon, I’altération de la muqueuse intestinale se produit dans les minutes qui
suivent ’initiation de I’'I/R, rendant ainsi les EEC plus accessibles pour les LPS de la lumiere
intestinale. De plus, une étude de 2010 a montré que I’altération morphologique induite par
I’'I/R mésentérique est telle qu’elle est capable d’inverser ’orientation cellulaire et de faire
passer le coté basal des entérocytes vers le c6té luminal (Grootjans et al., 2010). Dans notre
étude, nous observons que 3 heures apres la reperfusion des tissus, la sécrétion de GLP-1 n’est
plus stimulée. La capacité de réparation de la muqueuse intestinale pourrait en étre a 1’origine
(Ikedaetal., 1998). En effet, la reconstitution de I’épithélium pourrait a nouveau rendre la partie
basolatérale des cellules et donc les récepteurs TLR4 inaccessibles. Une telle stimulation
basolatérale des récepteurs TLR4 par les LPS a d’ailleurs déja été démontrée in vitro pour les
cellules intestinales épithéliales : seule la stimulation basolatérale de ces cellules en culture avec
des LPS conduit & une activation du facteur de transcription NfkB (Vamadevan et al., 2010).
De plus, les EEC sont elles aussi capables de détecter certains composés au niveau basolatéral.
C’est la cas pour les acides biliaires et leur récepteur TGRS (Brighton et al., 2015) ainsi que
pour les acides gras longues chaines et leur récepteur GPR40 (Christensen et al., 2015). L’idéal
serait de faire des analyses histologiques de sections d’intestin avec un double marquage
fluorescent. Une sonde pour le GLP-1 afin de cibler les cellules L et une sonde pour le TLR4
dans le but de visualiser son positionnement cellulaire. Des essais sont actuellement en cours

au laboratoire mais des difficultés de spécificité des anticorps sont rencontrées.

Les pathologies intestinales telles que I’Il/R mésentérique sont associées a une hausse de
la perméabilité épithéliale, une infiltration des LPS, une activation des voies pro-
inflammatoires, une défaillance multi-organes et in fine le déces. Malgré les dernieres avancées
médicales, les importants taux de mortalité associés a cette pathologie n’ont pas changé depuis
les années 1940 : ils varient de 60 a 80% (Schoots et al., 2004). Du fait de son evolution tres
rapide, le pronostic vital de I’I/R mésentérique dépend en grande partie de la rapidité de son

diagnostic. L’absence de biomarqueurs sensibles et spécifiques permettant de détecter
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rapidement les dommages gastro-intestinaux est sans doute a 1’origine de ces forts taux de
mortalité. Un grand nombre d’études précliniques et cliniques aspirent a trouver un tel
biomarqueur. A ce jour, la protéine cytoplasmique I-FABP semble étre la plus prometteuse
(Khadaroo et al., 2014). Dans cette étude, nous démontrons pour la premiére fois que la
sécrétion de GLP-1 induite par une I/R mésentérique expérimentale survient plus précocement
et de fagon plus marquée que I’augmentation plasmatique d’I-FABP. Cette rapidité de sécrétion
du GLP-1 pourrait avoir plusieurs explications. Premierement, contrairement a 1’I-FABP, la
hausse du GLP-1 plasmatique en réponse a une I/R mésentérique n’est pas la conséquence d’une
souffrance et d’une mort cellulaire conduisant a la libération de la protéine. Elle est la réponse
physiologique d’une cellule encore fonctionnelle stimulée par des composés normalement tenus
a distance ; le phénomeéne est donc plus précoce et surtout plus sensible. Deuxiémement, I’'T/R
mésentérique provogue : i) une induction de I’expression du récepteur TLR4 intestinal (Yoshiya
et al., 2011) et ii) une hypoxie tissulaire provoquant a la fois une hausse du calcium
intracellulaire et a la fois une augmentation de la quantité d’endotoxines luminales (Sykes et
al., 1976; Grace, 1994) . Ces hausses des LPS, du récepteur TLR4 et du calcium intracellulaire

pourraient ainsi étre en faveur d’une production rapide de GLP-1 lors d’une I/R mésentérique.

La sécrétion de GLP-1 induite par I’altération de la muqueuse pourrait alors étre une
réponse directe des cellules L entéroendocrines a une invasion de molécules pro-
inflammatoires. Le GLP-1 est essentiel dans le maintien de I’homéostasie glucidique.
Toutefois, sa fonction d’incrétine en tant que fonction originelle a été remise en question a
plusieurs reprises pour laisser place a un réle anti-inflammatoire (Nauck, 1999; Lee & Jun,
2016). Et si cette capacité du GLP-1 a stimuler la sécrétion d’insuline avait déja pour but de
réguler 'inflammation ? En effet, I’insuline est connue pour avoir des propriétés anti-
inflammatoires (Sun et al., 2014). De plus, I’excés de glucose sanguin est inflammatoire en soi
(Esposito et al., 2002) ; la capacité du GLP-1 a réguler la glycémie pourrait donc avoir pour
principal objectif le controle du statut inflammatoire. De nombreuses études ont d’ailleurs mis
en évidence des fonctions anti-inflammatoires du GLP-1, que ce soit dans des organes
périphériques autres que I’intestin (Dobrian et al., 2011; Lee et al., 2012; Parthsarathy &
Holscher, 2013; Marques et al., 2014; Wang et al., 2014; Lee & Jun, 2016) ou directement au
sein de I’épithélium intestinal (Yusta et al., 2015). Il a par exemple été montré que le GLP-1

est capable de réduire les effets pyrogenes des LPS (Rinaman & Comer, 2000) ou encore que
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les souris déficientes en GLP-1R sont plus sensibles aux conséquences délétéres d’un traitement
au DSS (Yusta et al., 2015). Des données obtenues au laboratoire mais non publiées montrent
qu’une injection aigué d’une dose modérée (2mg/kg) de LPS a des souris GLP-1R KO entraine
la mort de 100% des animaux (n=12) dans les 24 heures, alors que les souris sauvages étaient
encore en vie 7 jours apres ’injection. Nous montrons de plus dans cette étude que la cascade
LPS / GLP-1 est fonctionnelle chez des volontaires humains traités avec des LPS, ce qui
confirmerait la pertinence physiologique d’un GLP-1 anti-inflammatoire en réponse aux LPS

chez I’Homme.

Pour résumer, notre étude démontre que les LPS sont capables de directement stimuler
les cellules L entéroendocrines via leur récepteur TLR4 et que cela provoque la synthése et la
sécretion de GLP-1. Nous considérons donc le GLP-1 sous son profil anti-inflammatoire et nous
I’envisageons comme une molécule rapidement sécrétée en réponse a une stimulation des EEC
par des LPS bactériens. Qu’il s’agisse ou non d’un mécanisme de défense, cela reste encore a
étre élucidé. Toutefois, cela place le GLP-1 comme un biomarqueur précoce d’altération de la
barriere intestinale et donc d’I/R mésentérique. Ces perspectives de diagnostic clinique sont
d’autant plus prometteuses que la cascade LPS / GLP-1, initialement découverte chez la souris,
est également fonctionnelle chez ’Homme. Des études sont néanmoins nécessaires €t sont
actuellement en cours au laboratoire pour déterminer si, chez I’Homme, une altération de la

barriéere intestinale s’accompagne d’une augmentation de la sécrétion de GLP-1.
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V. Perspectives

L’article scientifique en rapport avec ce projet est en cours de finalisation et a été
incorporé a la fin de cette thése (Annexe 1). Il ne s’agit a ce stade que d’une version « brouillon »
car le journal n’a pas encore été ciblé. Il le sera en fonction des derniers résultats attendus. Il
devrait étre néanmoins soumis a la date de la soutenance orale. Le dosage du GLP-1 en tant que
méthode de diagnostic clinique et précoce de I’l/R mésentérique a fait I’objet d’une demande

de dep6t de brevet également insérée a la fin de cette thése (Annexe 2).

1. Le GLP-1 pourrait-il étre un outil de diagnostic clinique de I’'I/R mésentérique ?

Nous avons démontré que le GLP-1 pourrait étre un biomarqueur précoce et prometteur
d’une perturbation de la fonction barriére intestinale telle qu’elle est observée par exemple lors
d’une I/R mésentérique. Effectivement, le GLP-1 répond & tous les criteres nécessaires pour
étre un marqueur optimal d’une souffrance intestinale : i) il est produit par des cellules de la
muqueuse intestinale, 11) s’agissant du GLP-1 total (actif et inactif), I’action protéolytique
hépatique est insignifiante et iii) il est donc détectable et quantifiable au niveau de la circulation
systémique. Cette découverte pourrait aider a répondre au cruel manque de biomarqueurs
cliniques, permettant de diagnostiquer précocement et donc de prendre en charge efficacement
I’I/R mésentérique. Le GLP-1 pourrait ainsi faire partie d’un panel de biomarqueurs et pourrait
contribuer a réduire les taux de mortalité élevés de cette pathologie. De plus, en clinique et dans
I’urgence, le dosage du GLP-1 serait facilement réalisable a condition d’automatiser le kit
ELISA déja sur le marché. Cela a d’ailleurs par exemple déja été réalisé pour le dosage de

I’insuline et du peptide C (chimiluminescence).

Toutefois, ces résultats ayant été obtenus chez la souris, la transposition a I’échelle
clinique nécessite tout d’abord que nous confirmions ces résultats chez ’Homme. Dans ce
cadre, nous avons établi une collaboration avec une equipe Néerlandaise. Ils reéalisent des
expériences d’I/R chez des patients devant subir ensuite une ablation d’une partie de I’intestin.
Ces résultats seront inclus dans la publication en cours de rédaction et de leur nature dépendra

le journal ciblé. Puis, si ces résultats s’avérent probants et montrent effectivement le GLP-1
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comme une hormone rapidement produite par 1’intestin humain lors d’une I/R, alors il nous
faudra encore définir, chez I’'Homme, les capacités du GLP-1 a diagnostiquer cette pathologie :
sensibilite, spécificité, valeurs prédictives positives et négatives ou encore le rapport de
vraisemblance pour différentes valeurs seuils. Il faudra donc aussi s’attacher a déterminer le
niveau de GLP-1 plasmatique de référence, c’est-a-dire celui avec lequel seront comparés les
taux de GLP-1 circulants des patients suspectés d’I/R mésentérique. Pour finir, il faudra
également que la technique de dosage actuelle du GLP-1 (kit ELISA) soit adaptée a une

utilisation clinique.

2. Quel est le réle du GLP-1 produit en réponse aux LPS ?

Cette ¢tude montre donc que les LPS sont capables de stimuler les EEC et d’induire une
sécrétion de GLP-1. Pourquoi les EEC sont-elles programmées pour répondre a une stimulation
par les LPS et a quoi peut servir ce GLP-1, que ce soit au niveau local comme au niveau
systémique ? Au niveau local, les cellules de Paneth connues pour produire des composants
antimicrobiens disposent d’un GLP-1R fonctionnel (Kedees et al., 2013). L’augmentation de
GLP-1 pourrait donc stimuler le fonctionnement de ces cellules et ainsi contribuer & combattre
I’infection générée par I’I/R. La capacité des EEC a répondre a une stimulation locale par des
molécules de LPS intestinales pourrait également étre un processus de défense contre une
éventuelle infection alimentaire, comme c’est le cas pour la cholécystokinine. Le GLP-1 ayant
des propriétés satiétogenes, sa production en réponse a la présence de LPS pathogenes pourrait
viser a réduire la prise alimentaire et ainsi éviter la surinfection (Worthington, 2015). La
maturation protéolytique du proglucagon a I’origine de la production de 1’hormone GLP-1
entraine également la production de GLP-2. Or, I’administration de GLP-2 ou de ses analogues
a des effets protecteurs pour la muqueuse en cas d’I/R intestinale (Zhang et al., 2008). Cette
sécrétion de GLP-1 en réponse a une altération de la membrane intestinale pourrait donc étre la
conséquence d’une stimulation de GLP-2 par les molécules de LPS. Le GLP-1 aurait lui-méme
un role protecteur de la muqueuse. En effet, I’administration pharmacologique de GLP-1 est
bénéfique pour le tissu cardiaque lors d’une ischémie de cet organe (Bose et al., 2005). L’I/R
mésentéerique dégrade le fonctionnement mitochondrial et provoque un stress oxydant. Or, en
dehors du contexte intestinal, le GLP-1 a déja été décrit comme capable de stimuler le

métabolisme mitochondrial (Morales et al., 2014) et de protéger les cellules vis-a-vis des
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dommages oxydatifs (Li et al., 2016). Ces effets dépendants du GLP-1 pourraient parfaitement
étre transposables au tissu intestinal car les cellules qui le composent expriment un GLP-1R
fonctionnel (Kedees et al., 2013). La gravité des lésions intestinales induites par un traitement
au DSS est d’ailleurs augmentée chez des souris déficientes en GLP-1R (Yusta et al., 2015).
La glutamine, un agent sécrétagogue du GLP-1, est connue pour exercer de nombreuses actions
protectrices au niveau de la muqueuse intestinale et notamment pour améliorer les
conséquences délétéres d’une I/R intestinale (Ikeda et al., 2002). S’agit-il des effets directs de

la glutamine ou de sa puissante capacité a faire sécréter du GLP-1 ?

De nombreuses etudes montrent que 1’absence d’un récepteur TLR4 intestinal
fonctionnel ou son antagonisation pharmacologique potentialisent les conséquences déléteres
d’un traitement au DSS et d’une I/R mésentérique. Il aurait un réle protecteur en cas de
dégradation de la barriére (Fukata et al., 2005; Chen et al., 2008; Tatum et al., 2010). Est-ce un
effet dépendant du GLP-1 ? La question reste ouverte. Le TLR4 permet la sécrétion de GLP-1
en réponse aux LPS mais il est aussi le principal récepteur a 1’origine de la réponse
inflammatoire. Ce n’est pas parce que la production de GLP-1 plasmatique apparait avant
I’inflammation systémique, qu’une inflammation locale est a exclure (Collange et al., 2015).
Ainsi, la production de cytokines intestinales locales en réponse a I’infiltration bactérienne de
la membrane altérée et notamment la production d’IL-6 pourrait également contribuer a
stimuler le GLP-1 anti-inflammatoire, protecteur de la muqueuse (Ellingsgaard et al., 2011).
Dans cette thése, nous montrons que I’administration de LPS en systémique est aussi capable
de provoquer la sécrétion de GLP-1 via un mécanisme dépendant de TLR4. Cette réponse des
EEC a la présence de LPS dans I’organisme pourrait justement s’expliquer par les propriétés
anti-inflammatoires avérees de cette hormone intestinale ou encore a celles de 1’hormone

pancréatique dont elle stimule la sécretion : 1’insuline (Sun et al., 2014; Lee & Jun, 2016).

Nous pourrions envisager d’explorer le role du GLP-1 produit en réponse aux LPS en
utilisant soit des souris déficientes en GLP-1R, soit un antagoniste du récepteur au GLP-1 tel
que I’exendin (9-39).
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3. Les cellules de I’'immunité pourraient-elles étre une source de GLP-1?

Nos tentatives de double marquage fluorescent de coupes d’intestin pour mettre en avant
la localisation du récepteur TLR4 sur les EEC n’ont pour I’instant pas été fructueuses. Nous
n’avons pas réussi a obtenir un signal spécifique pour les deux anticorps simultanément. Tout
d’abord, I’anticorps anti-TLR4 murin utilisé n’était pas spécifique dans les conditions de
préparation préconisées pour I’anticorps anti-GLP-1. Puis le deuxieme essai montre un double
marquage dans la partie centrale des villosités intestinales, au niveau de la lamina propria et
des vaisseaux sanguins. Il est normal de retrouver un signal TLR4 dans cette zone, du fait de la
présence de cellules de I’immunité. Toutefois, cela n’est pas le cas pour le signal du GLP-1 qui
aurait di étre restreint aux EEC de I’épithélium intestinal. Ce second essai pose donc la question

de la spécificité de 1’anticorps anti-GLP-1 et apparait donc comme non exploitable.

Considérons que ce second essai ait fonctionné et que les cellules de 1I’immunité
présentes dans cette zone villositaire soient capables de stocker ou de produire du GLP-1. Cela
renforcerait le role de « régulateur du statut inflammatoire » de cette hormone et cela
contribuerait a sa sécrétion rapide en réponse a une dégradation de la barriére intestinale. Une
capacité de stockage d’hormones « intestinales » par les cellules de I’'immunité a déja été mise
en évidence pour la sérotonine. Les cellules dendritiques sont capables de capter la sérotonine
et de la stocker dans des vésicules intracellulaires dont 1’exocytose est calcium-dépendante
(O’Connell et al., 2006). De plus, les lymphocytes T sont capables de synthétiser certaines des
hormones « intestinales » dont la sérotonine et la ghréline (Hattori et al., 2001; Ledn-Ponte et
al., 2007). Le stockage de sérotonine par les cellules dendritiques résulterait d’ailleurs d’une
interaction avec les lymphocytes T producteurs de cette hormone (O’Connell et al., 2006).
Finalement, pour conforter cette hypothése, il a été montré que : i) la stimulation du récepteur
TLR4 macrophagique par des LPS conduit a une augmentation du calcium intracellulaire, ii)
les macrophages expriment 1I’enzyme PC1/3 et iii) dans les macrophages, I’expression de cette
enzyme est stimulée par les LPS. L’enzyme PC1/3 apparait comme un facteur clé dans la
régulation des sécrétions cytokiniques. Son inhibition oriente la polarisation des macrophages
vers un phénotype M1 (Lansac et al., 2006; Duhamel et al., 2015). Toutefois, PC1/3 est aussi
connue pour permettre la synthese du GLP-1 dans d’autres types cellulaires. Les cellules de
I’immunité pourraient donc stocker du GLP-1, son précurseur le proglucagon ou bien encore

étre capables de synthétiser ce dernier. Cette hypothése doit encore étre vérifiée.
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Partie 2

Endotoxemie et maladies métaboliques
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Contexte géneral

Avec un codt économique mondial approximatif de 2400 milliards d’euros annuel,
I’obésité et le diabéte sont des maladies metaboliques représentant un véritable fardeau
financier et dont la prévalence ne cesse malheureusement d’augmenter. En 1998, ’OMS
qualifiait 1’obésité de premiére « épidémie » non infectieuse de 1I’Histoire. Selon cette méme
institution, il y avait en 2014 environ 1,9 milliard d’adultes (4gés de 18 ans et plus) en surpoids,
dont au moins 600 millions d’obeses. En France, les chiffres sont également inquiétants : en
2012, I’étude Obépi estimait a pres de 7 millions le nombre de personnes obéses, soit environ
15% de la population et pres de 50 fois plus qu’en 1960. Les chiffres concernant le diabéte ne
sont pas plus rassurants. Selon la FID, dans le monde, une personne meurt du diabete toutes les
7 secondes. C’est plus que le sida et la malaria réunis. Parmi les 422 millions de diabétiques
(données de 2014 — OMS), 90% présentent un DT2 dont le facteur de risque majeur est
I’obésité. En effet, prés de 80% des diabétiques de type 2 sont obéses ou en surpoids, mais
« seuls » 25 a 30 % des obeses sont diabétiques. DT2 et obésité sont étroitement liés, si bien

qu’un nouveau terme est apparu dans la littérature scientifique, celui de « diabésité ».

L’origine de ces maladies est complexe et reste a ce jour inconnue ; multifactorielle, elle
résulte d’interactions entre composantes génétiques et éléments environnementaux tels que
I’alimentation, la sédentarité ou encore notre microbiote intestinal. Au sein de ce microbiote,
des bactéries colonisent notre tractus digestif depuis notre plus jeune age et vivent en totale
synergie avec nous. Des travaux utilisant des souris axéniques montrent que le microbiote
intestinal exerce un réle non négligeable dans le développement de I’obésité, de la stéatose
hépatique ou encore de la résistance a I’insuline (B&ckhed et al., 2004, 2007; Rabot et al., 2010;
Le Roy et al., 2013). De plus, une étude de 2013 met en avant un lien entre la richesse du
microbiote et le statut métabolique des individus : la diminution de la diversité bactérienne se
caractérise par une adiposité, un état inflammatoire ainsi qu’une résistance a 1’insuline plus
développés (Le Chatelier et al., 2013). Cependant, a I’heure actuelle il est encore difficile de

dire si ces modifications sont la cause ou la consequence des maladies métaboliques.
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Un nombre croissant d’études scientifiques suggére que les LPS, des composés pro-
inflammatoires présents a la surface des bactéries a Gram négatif de ce microbiote, pourraient
contribuer au développement de 1’inflammation a bas bruit toujours associée aux maladies
métaboliques. En effet, des études chez I’animal ont montré qu’un régime riche en graisses
s’accompagnait d’une augmentation modérée des taux de LPS plasmatiques (Cani et al., 2007a,
2007c). Ainsi est né le concept d’« endotoxémie meétabolique ». Il a ainsi été montré que
I’induction expérimentale d’une endotoxémie métabolique, c’est-a-dire d’une faible
augmentation des taux de LPS plasmatiques, mime les effets d’un régime obésogéne en
favorisant la prolifération de précurseurs adipocytaires, 1’accumulation de masse grasse et le

développement de la résistance a I’insuline (Cani et al., 2007a; Luche et al., 2013).

Si cette notion d’endotoxémie métabolique a pu étre étendue a des études chez I’Homme
(Pussinen et al., 2011; Pendyala et al., 2012), sa pertinence physiologique n’en reste pas moins
controversée, et cela pour plusieurs raisons : i) chez la souris et chez ’'Homme, les régimes
riches en graisses ne sont pas toujours associés a une augmentation basale de I’endotoxémie, ii)
les LPS plasmatiques ne sont pas forcément nécessaires pour expliquer les effets du microbiote
sur I’adiposité et le métabolisme glucidique, iii) chez des rats, 1’infusion continue de faibles
doses de LPS en IP ou par voie portale pendant 60 et 28 jours respectivement n’altére pas leur
sensibilité a ’insuline et iv) toujours chez des rats, I’administration continue d’une faible dose
de LPS pendant 90 jours ne modifie pas la masse corporelle des animaux (Smith et al., 2009;
Liu et al., 2010; Caesar et al., 2012; Dudele et al., 2015; Janssen & Kersten, 2016). De plus, la
technique de dosage des LPS utilisée dans la plupart des études en rapport avec 1’endotoxémie
métabolique peut manquer de robustesse et de fiabilité lorsqu’il s’agit de quantifier des LPS
plasmatiques. Cette technique appelée Limulus Amoebocyte Lysate (LAL) est basée sur une
réaction enzymatique permettant de détecter I’activité biologique des LPS. Peu quantitative,
elle permet surtout de détecter la présence de LPS et y est tres sensible ; cela implique donc le
risque de contaminations et de faux positifs. De plus, les constituants du plasma tels que les
acides biliaires et les lipoprotéines ou encore les agents anticoagulants utilisés lors du
prélevement peuvent interférer avec les résultats du test LAL entrainant de ce fait de fortes
variabilités (Boutagy et al., 2016). Récemment, une méthode de dosage direct des LPS par
HPLC/MS/MS a été développee au laboratoire. Cette technique a été décrite et validée comme
étant fiable, pratique, précise, reproductible et sensible. Elle permet une réelle quantification
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des LPS méme dans des milieux complexes tels que le plasma et sera celle utilisée pour ces
travaux de recherche (Pais de Barros et al., 2015). Pour finir, les effets des LPS dépendent
beaucoup du statut inflammatoire basal de chaque animal, or celui-ci peut étre fortement
dépendant de I’environnement, du microbiote de 1’animal et donc de 1’animalerie. Ce paramétre
pourrait expliquer en partie la controverse actuelle quant aux effets d’une endotoxémie

métabolique.

Ainsi, le lien éventuel entre endotoxémie et maladies métaboliques ne fait pas encore
I’'unanimité. Les résultats des études scientifiques a ce sujet ne sont pas cohérents et ne
permettent pas de conclure quant aux véritables conséquences d’une hausse de 1’endotoxémie
sur I’étiologie des désordres métaboliques. C’est dans ce contexte scientifique que s’inscrit cette

deuxiéme partie de thése. Celle-ci a volontairement été divisée en deux sous-parties :

I.  Quels sont les effets d’'une endotoxémie expérimentale lors d’un régime obésogene ?
Pour cela, nous avons utilisé des pompes osmotiques de type Alzet® : elles permettent une
diffusion continue d’une faible dose de LPS pendant 28 jours. Elles ont été implantées dans

la cavité intrapéritonéale des souris nourries avec un régime obésogene.

ii.  Lessouris déficientes en PLTP sont-elles plus sensibles aux effets d 'un régime obésogene ?
Pour cela, des souris PLTP KO ont été nourries pendant 4 mois avec un régime obésogéne.
La PLTP contribue a la neutralisation des LPS et les souris PLTP KO sont plus sensibles
aux effets des LPS (Gautier et al., 2008). Si le régime obésogéne augmente 1’endotoxémie
et que cela contribue a I’apparition des désordres métaboliques, alors les souris PLTP KO

seraient également plus sensibles a ce genre d’alimentation.
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Quels sont les effets d’une endotoxémie
expérimentale lors d’un régime obésogene ?

. Introduction

Au laboratoire, il a récemment été montré que, chez des souris, I’injection de LPS est
capable d’augmenter les taux circulants de GLP-1 actif et que cela est associé a une
augmentation de la SISG. De plus, cette amélioration de la SISG est également observée lorsque
les LPS sont administrés via 1’utilisation de pompes osmotiques de type Alzet® et donc de
maniere a mimer une endotoxemie métabolique (Nguyen et al., 2014). Les LPS étant de
puissants agents pro-inflammatoires, cette nouvelle cascade de régulation LPS / GLP-1 /
insuline pose la question de sa pertinence physiologique. En effet, au-dela de leur capacité a
réguler la glycémie, le GLP-1 et I’insuline ont de hombreuses propriétés anti—inflammatoires
(Sun et al., 2014; Lee & Jun, 2016). Leur induction par les LPS pourrait avoir pour objectif de

réguler le statut inflammatoire.

Quoi qu’il en soit, ’augmentation des taux de LPS plasmatiques observée lors d’un
régime obésogéne pourrait stimuler cette cascade de régulation, dont les conséquences sur le
long terme pourraient contribuer aux effets délétéres des LPS. En effet, des travaux récents
suggérent qu’une hypersécrétion d’insuline pourrait étre le point de départ commun des
maladies métaboliques telles qu’obésité et DT2 ; le concept de « syndrome
hyperinsulinémique » fait alors son apparition (Kelly et al., 2014). L hyperinsulinémie serait la
cause et non la conséquence de la résistance a 1’insuline qui ne serait donc qu’une réponse
secondaire a des quantités trop importantes de cette hormone. Toutefois, ’origine de cette
hypersécrétion d’insuline est actuellement inconnue. Certains auteurs suggerent I’implication
d’un signal provenant de I’intestin (Pories & Dohm, 2012). En effet, aprés chirurgie bariatrique,
la sécrétion d’insuline est normalisée alors que cette opération ne consiste « qu’a exclure » une

partie de I’intestin.
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Nous faisons alors 1’hypothése que ce signal pourrait étre les LPS du microbiote
intestinal. La hausse de I’endotoxémie associée a un mauvais régime alimentaire pourrait, via
la cascade LPS / GLP-1 / insuline, stimuler de facon chronique la SISG et ainsi étre impliquée
dans le développement des maladies métaboliques. Effectivement, les effets délétéres d’un
régime riche en graisses (obésité et résistance a I’insuline) sont amoindris lorsque le TLR4 ou
le GLP-1R ne sont pas fonctionnels (Hansotia et al., 2007; Kim et al., 2007; Ayala et al., 2010;
Pierre et al., 2013). De plus, sous régime standard, I’amélioration de la tolérance au glucose
observée lors d’une stimulation ponctuelle de la cascade LPS / GLP-1 / insuline disparait
lorsque celle-ci est stimulée de fagcon continue pendant 28 jours (Nguyen et al., 2014) : la
stimulation continue de la sécrétion d’insuline pourrait initier une insulino-résistance et ainsi
expliquer cet effet sur la tolérance au glucose. Nous faisons I’hypothése que ce phénoméne
observé sous régime standard pourrait étre exacerbé sous régime obésogéne. L’augmentation
des LPS plasmatiques liée au régime s’ajouterait aux LPS administrés en continu via les pompes

osmotiques.

Dans cette étude une légere hausse de 1I’endotoxémie a été induite par infusion continue
de LPS pendant 28 jours chez des animaux sauvages nourris avec un régime riche en graisses.
De facgon surprenante, dans nos conditions, I’augmentation expérimentale des LPS circulants
ne potentialise pas les conséquences déléteres d’un régime obésogeéne. Elle semble au contraire
les prévenir. En effet, ’infusion de LPS est associée a : i) une diminution de la masse grasse
totale, viscérale et hépatique et ii) une amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité

a I’insuline via une induction de 1’utilisation du glucose au niveau musculaire.
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Il. Résultats expérimentaux

1. L’augmentation de ’endotoxémie entraine une perte de masse grasse totale

Afin de tester les effets d’une endotoxémie expérimentale au cours d’un régime
obésogeéne, des pompes osmotiques Alzet® ont été implantées dans la cavité péritonéale de
souris. Ces pompes delivrent pendant 28 jours une faible dose de LPS (300pug/kg/jour) ou du
sérum physiologique en contrdle. Les souris ont été mises sous régime riche en graisses (60%

kJ de graisses saturées) une semaine avant 1I’implantation des pompes.

Afin de valider notre modele expérimental (Figure 42), nous avons dosé les niveaux de
LPS plasmatiques. Les concentrations de LPS ont été déterminées par la mesure du 3-HM par
HPLC/MS/MS. Nous mesurons le 3-HM avant et aprés hydrolyse des molécules de LPS. En
effet, avant hydrolyse, seul le 3-HM libre est dosé. Celui-ci correspond a 1’acide gras présent
naturellement dans la cellule et pouvant provenir, par exemple, de la -oxydation de ’acide
myristique. Le dosage des LPS, apres hydrolyse, permet la quantification de toutes les
molécules de 3-HM : celles estérifiées au lipide A et celles présentes naturellement dans la
cellule. Ainsi, la différence des concentrations entre le 3-HM total et le 3-HM libre permet de
déterminer la part de 3-HM spécifique des LPS. Nous constatons ainsi que 1’administration
continue de LPS pendant 28 jours, a raison de 300ug/kg/jour, génére une augmentation des
niveaux plasmatiques de LPS d’un facteur 5 (Figure 42A). Nous remarquons également que
I’infusion de LPS n’a aucune incidence sur les concentrations de 3-HM libre. Cette
augmentation d’endotoxémie chez les animaux infusés aux LPS s’accompagne d’une élévation
de la concentration plasmatique de certaines cytokines pro-inflammatoires (Figure 42B). Notre
modele expérimental conduit donc & une faible hausse de I’endotoxémie et est associé a un état

inflammatoire.
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L’infusion continue de LPS induit une augmentation de l’endotoxémie

Evaluation du statut inflammatoire des souris infusées au LPS (300ug/kg/jour) ou au NaCl en contrdle pendant 28
jours et nourries avec un régime HF. Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Student apparié,
*p<0,05 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes £ SEM (n=16 contrbles et n=11 LPS). A. Quantification
des LPS plasmatiques via la mesure du 3-HM par HPLC/MS/MS (ng/mL). B. Quantification de différentes
cytokines plasmatiques : IFNy, IL-1p, IL-6, IL-10 et TNFa (pg/mL).

Tout au long des 28 jours d’expérimentation, la masse corporelle et la prise alimentaire
ont régulierement été mesurées (Figure 43). Durant les premiers jours qui suivent I’implantation
des pompes, nous observons une diminution drastique de la prise alimentaire (Figure 43A).
Chez les souris contrdles recevant I’infusion de sérum physiologique, cette baisse est a associer
a ’acte chirurgical. Chez les souris implantées avec les pompes LPS, I’infusion entraine une
chute plus importante de la prise alimentaire. Ceci serait probablement la conséquence des
effets anorexigénes des LPS (Langhans, 2007). Toutefois, cette diminution de prise alimentaire
n’est que temporaire. En effet, a partir du quatriéme jour post implantation et jusqu’a la fin de
I’expérimentation, la prise alimentaire est identique entre les deux groupes d’animaux. Cette
variation de la prise alimentaire influence de fagcon similaire la masse corporelle des animaux.
Post implantation, les souris infusées aux LPS ont une perte de masse corporelle plus importante
que les souris contrdles. La masse corporelle des souris LPS reste ensuite toujours légérement
inférieure a celles des souris controles (Figure 43B). Le calcul du ratio prise de masse corporelle

/ prise alimentaire correspond a 1’efficacité alimentaire et illustre la capacité des animaux a
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transformer les kilocalories qu’ils ingérent en grammes de masse corporelle. Nous avons
effectué ce calcul a partir du cinquiéme jour post implantation pour s’affranchir des effets
anorexigéenes des LPS. Nous avons constaté que les deux groupes d’animaux présentent la
méme efficacité alimentaire (Figure 43C). Dans nos conditions expérimentales, 1’infusion de
LPS sous régime HF n’influence pas la prise alimentaire et n’est pas associée a une

augmentation de la masse corporelle par rapport aux souris contréles.
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L’infusion continue de LPS n’augmente pas la masse corporelle

Suivi régulier de la prise alimentaire et de la masse corporelle au cours des 28 jours d’infusion continue de LPS
(300pg/kg/jour) ou de NaCl en contrdle et sous régime HF. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du
test de Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A.. Mesure de
la prise alimentaire exprimée en kilocalories consommeées par jour et par souris (n=4 dans chaque groupe) B.
Evolution de la masse corporelle représentée comme le pourcentage de la masse de chaque animal le premier jour
du régime (JO) (n=16 contrdles et n=11 LPS). C. Efficacité alimentaire déterminée par le ratio : grammes de masse
corporelle accumulés par jour / la prise alimentaire du jour en kilocalories (n=4 dans chaque groupe).
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Nous avons évalué la composition corporelle des animaux par EChoMRI® (Figure 44).
L’infusion continue de LPS entraine une diminution de la masse grasse totale des animaux.
Cette diminution de masse grasse est compensée par une augmentation de masse maigre (Figure
44A). Par ailleurs, le pourcentage de masse grasse totale est inversement corrélé avec les
niveaux plasmatiques de LPS : plus I’endotoxémie est élevée, moins la masse grasse est
développée (Figure 44B).
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Figure 44

L’augmentation de I’endotoxémie est associée a une perte de masse grasse

Composition corporelle (EchoMRI®) des souris infusées aux LPS (300ug/kg/jour) ou au NaCl en contr6le pendant
28 jours et nourries avec un régime HF. Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Student apparié
ou du test de corrélation de Pearson, **p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n=16
contrdles et n=11 LPS). A. Masse grasse et masse maigre totales (% de la masse corporelle). B. Corrélation entre
la masse grasse (% de la masse corporelle) et les niveaux plasmatiques de 3-HM total (ng/mL).

2. Effets des LPS sur le tissu adipeux blanc et le foie

a) Le tissu adipeux péri-épididymaire

Les modulations de la masse grasse totale sont souvent associées a des modifications au
niveau du principal organe de stockage des graisses de I’organisme, le tissu adipeux blanc. Nous
nous sommes de ce fait intéresses aux conséquences de 1’infusion de LPS sur le métabolisme
de cet organe et plus particulierement sur celui du TAPE (Figure 45). D’un point de vue
morphologique, I’infusion de LPS entraine une modification de la taille des adipocytes au sein
du TAPE. Des coupes histologiques montrent une réduction de la taille des adipocytes chez les
animaux traités aux LPS par rapport aux animaux controles (Figure 45A). En effet, la fréquence

de distribution des adipocytes en fonction de leur surface est décalée vers les classes les plus
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petites pour les animaux infusés aux LPS (Figure 45B). Ainsi, la surface moyenne des
adipocytes apparait comme étant plus faible chez les souris LPS (Figure 45C). Conformément
aux analyses EchoMRI® montrant de facon non spécifique, une diminution de masse grasse
chez les animaux infusés aux LPS, la masse de TAPE pesee au sacrifice des animaux est aussi
plus faible chez les souris LPS (Figure 45D). De fagon tres intéressante, 1I’infusion continue de
LPS augmente considérablement la teneur en LPS normalement faible de ce tissu (Figure 45E).

Nous avons ensuite étudi¢ 1’expression de certains génes d’intérét codant pour des
protéines impliquées soit dans la réponse inflammatoire, soit dans le métabolisme du TAPE.
L’infusion de LPS entraine une augmentation de I’expression de certains génes marqueurs
d’une inflammation, tels que la cytokine TNFa ou le marqueur de I’infiltration macrophagique
F4-80 (Figure 45F). Nous avons également étudié I’expression de génes impliqués dans les
voies métaboliques clés du TAPE. Parmi les génes codant pour des protéines impliquées dans
I’entrée des acides gras, I’expression de la LPL a tendance a étre diminuée par la présence de
LPS et nous observons une nette diminution de 1’expression du transporteur FAT/CD36. Par
contre, nous remarquons également une moindre expression du FIAF décrit comme étant un
inhibiteur de la LPL (Figure 45G). Si la voie d’entrée des AGL semble globalement diminuée,
il existe également une voie de production et de stockage interne aux adipocytes. En effet, la
lipogenése de novo consiste a produire des acides gras en utilisant le glucose comme précurseur.
Celle-ci se déroule principalement dans le foie mais les adipocytes sont aussi capables de
réaliser cette transformation biochimique. La DGAT et la FAS sont deux protéines connues
pour étre impliquées dans cette voie métabolique. Nous constatons ici que 1’expression de ces
deux protéines est diminuée par le traitement aux LPS (Figure 45G). Enfin, le tissu adipeux
étant un organe de stockage, il est normal que, dans certaines conditions, celui-ci puisse
mobiliser ses réserves. Pour étre déstockes, les TG sont a nouveau hydrolyses en acides gras.
Pour cela, des protéines telles que I’ATGL et I’HSL sont nécessaires. Nous remarquons sur la
Figure 45G que si I’expression génique de ’ATGL n’est pas modifiée par les LPS, celle de
I’HSL est considérablement diminuée. Toutefois, I’activation de ces deux protéines nécessite
des étapes de phosphorylation et la mesure de leur expression génique ne refléte donc pas
forcément leur activité cellulaire. L’adipocyte peut utiliser les acides gras comme source
d’énergie via la B-oxydation mitochondriale, dont la protéine CPT1 est un facteur clé. Son

expression génique n’est pas modifiée par le traitement aux LPS (Figure 45G).
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L’infusion continue de LPS : conséquences sur le TAPE

Effets d’une infusion continue de LPS (300png/kg/jour) pendant 28 jours sur le métabolisme du tissu adipeux péri-
épididymaire (TAPE) d’animaux nourris avec un régime HF, du NaCl est infusé en contrdle. Les analyses
statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Mann-Whitney ou du test de Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et
***p<(0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n=16 contr6les et n=11 LPS). A. Coupes histologiques de
TAPE colorées a I’hématoxyline/éosine et témoignant de la taille des adipocytes. B & C. Respectivement,
fréquence de distribution des adipocytes en fonction de leur surface (%) et surface moyenne des adipocytes (uUm?;
n=2570 NaCl et n=3853 LPS). D. Masse du TAPE au sacrifice exprimée en pourcentage de la masse de 1’animal.
E. Quantification des LPS dans le TAPE via la mesure du 3-HM par HPLC/MS/MS (ng/mg). F & G. Expressions
géniques rapportées a 1’expression de la 36B4 : respectivement des génes codant pour des marqueurs de
I’inflammation et pour des protéines impliquées dans le métabolisme du tissu.
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b) Le foie

Bien que cela ne soit pas sa fonction principale, le foie peut aussi stocker I’énergie sous
forme de graisses : stockage de TG a partir des acides gras circulants ou issus de la lipogenése
de novo. La stéatose hépatique, c’est-a-dire I’accumulation de graisses au niveau de cet organe,
est un facteur souvent associ¢ a la masse grasse globale de I’organisme. Les paramétres mesurés
précédemment dans le TAPE ont également été déterminés dans le foie afin d’observer les effets
d’une infusion continue de LPS sur cet organe (Figure 46). Des coupes histologiques de foie
colorées avec de I’Oil Red O mettent en évidence une diminution de 1’accumulation lipidique
chez les souris infusées aux LPS (Figures 46A et 46B). Le dosage des lipides totaux hépatiques
montre qu’aprés 28 jours d’infusion de LPS, la teneur en lipides du foie des souris est diminuée
d’environ 30% par rapport au foie des souris contrdles (Figure 46C). Les animaux infusés aux
LPS présentent toutefois une masse hépatique plus importante que celle des animaux contrdles
(Figure 46D). La quantification des LPS présents au sein de cet organe a éte réalisée. Comme
dans le TAPE, I’administration de LPS conduit a une augmentation significative de la quantité
de LPS dans le foie (Figure 46E). Notons cependant que le foie étant un organe qui détoxifie
les molécules de LPS présentes dans 1’organisme, le contenu en LPS du foie des souris contréles

n’est pas négligeable.

L’infusion de LPS semble bien induire un phénotype inflammatoire au niveau du foie.
En effet, I’expression des génes codant pour la cytokine pro-inflammatoire TNFa ou le facteur
d’attraction des macrophages MCP1 est augmentée (Figure 46F). Nous remarquons également
une plus forte expression de GPR120 connu comme ayant des propriétés anti-inflammatoires
notamment au niveau hépatique (Oh et al., 2010). GPR120 est exprimé sur les macrophages.
Cette augmentation de 1’expression hépatique de GPR120 pourrait donc étre le reflet d’une
infiltration macrophagique dans ce tissu, comme le suggeére également 1’augmentation de
I’expression de MCP1. Ces résultats semblent donc indiquer une induction du statut
inflammatoire hépatique suite a I’infusion intrapéritonéale de LPS pendant 28 jours. Le
traitement aux LPS s’accompagne aussi d’une modulation de 1I’expression génique de certaines
protéines impliquées dans le métabolisme lipidique hépatique (Figure 46G). L’expression
génique de I’HL n’est pas modifiée et ne semble donc pas étre impactée par le traitement aux
LPS. Nous observons cependant une augmentation significative de I’expression génique de la

LPL, conjointement avec une diminution de I’expression du FIAF, un de ses inhibiteurs. Nous
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avons mesuré 1’expression de quelques génes clés impliqués dans la lipogenese de novo. La
protéine FAS a tendance a étre diminuée par 1’infusion de LPS mais 1’expression des facteurs
de transcription SREBP1c et ChREBP n’est pas impactée par 1’infusion de LPS. Pour étre
déstockés du foie, les TG doivent a nouveau étre hydrolyses en acides gras. Cette étape
nécessite des enzymes telles que ’ATGL, dont I’expression génique est augmentée par le
traitement aux LPS. Une des voies d’élimination des TG hépatiques est la sécrétion des VLDL.
Nous remarquons que I’expression génique de 1’apolipoprotéine B (ApoB) et de la microsomal
triglyceride transfer protein (MTTP), des protéines nécessaires a la formation des VLDL, n’est
pas modifiée par ’infusion de LPS. L’autre voie d’élimination des acides gras est leur
utilisation en tant que substrat énergétique dans les mitochondries. Or, I’expression de la

protéine CPT1 hépatique n’est pas non plus modifiée par I’infusion de LPS (Figure 46G).
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L’infusion continue de LPS : conséquences sur le foie

Effets d’une infusion continue de LPS (300pg/kg/jour) pendant 28 jours sur le métabolisme du foie d’animaux
nourris avec un régime HF, du NaCl est infusé en contrdle. Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du
test de Mann-Whitney ou du test de Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les
moyennes £ SEM (n=16 contrbles et n=11 LPS). A. Coupes histologiques de foie colorées a 1’0Oil Red O et
témoignant du niveau de stéatose hépatique. B. Intensité de coloration Oil Red O (% des animaux contrdles ; n=44
dans chaque groupe). C. Quantification des lipides totaux (mg/g de foie). D. Masse du foie au sacrifice exprimée
en pourcentage de la masse de ’animal. E. Quantification des LPS dans le foie via la mesure du 3-HM par
HPLC/MS/MS (ng/mg). F & G. Expressions géniques rapportées a I’expression de la 36B4 : respectivement des
génes codant pour des marqueurs de I’inflammation et pour des protéines impliquées dans le métabolisme
hépatique.
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3. L’augmentation de I’endotoxémie réduit I’inactivation du GLP-1

Il 'a récemment été montré au laboratoire i) qu’une injection aigué de LPS est capable
d’augmenter les taux circulants de GLP-1 actif ainsi que la SISG et que ii) I’infusion continue
de LPS, sans manipulation nutritionnelle, induit une augmentation de la SISG (Nguyen et al.,
2014). Cependant, aucune donnée n’est disponible concernant I’effet d’une infusion continue
de LPS sur les niveaux plasmatiques de GLP-1. Nous nous sommes donc ici intéressés aux
niveaux plasmatiques de ces deux hormones : le GLP-1 et I’insuline (Figure 47).

Tout comme I’injection aigué, 1’infusion continue de LPS entraine une augmentation
des taux circulants de GLP-1 actif (Figure 47A). Cependant, les concentrations plasmatiques
de GLP-1 total (actif + inactif), reflétant le niveau de sécrétion du GLP-1, sont identiques entre
les deux groupes d’animaux, que ce soit en condition basale ou stimulée par du glucose (Figure
47B). L’infusion de LPS en continu ne stimule donc pas la sécrétion de GLP-1. L’augmentation
observée pourrait étre la conséquence d’une diminution de son inactivation. En effet, le calcul
de I’indice d’inactivation (GLP-1 total / GLP-1 actif) nous indique que 1I’ensemble des voies de
dégradation protéolytiqgues du GLP-1 (DPP-1V et autres) est diminué. (Figure 47C).
Corroborant ces observations, 1’expression génique de la DPP-IV est diminuée dans le foie et
le TAPE des souris traitées aux LPS (Figure 47D). Chez ces animaux nourris avec un régime
obésogeéne, I’infusion de LPS n’entraine pas d’augmentation de sécrétion d’insuline en
conditions basale et stimulée (Figure 47E), et ce contrairement a ce qui avait été publié sous
régime standard (Nguyen et al., 2014). En revanche, I’induction des taux plasmatiques
d’insuline par le gavage au glucose est plus importante en présence de LPS (Figure 47F). Afin
d’évaluer la capacité des cellules B pancréatiques a produire de 1’insuline en réponse a des
modulations glycémiques, nous avons calculé I’indice insulinogénique. Comme cela avait déja
été observeé suite a une infusion de LPS sous régime standard (Nguyen et al., 2014), cet indice
est également augmenté chez les animaux infusés avec des LPS sous régime riche en graisses
(Figure 47G). Cela suggeére ainsi une amélioration de la fonction des cellules B pancréatiques

suite a I’infusion continue de LPS.
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L'infusion continue de LPS réduit I'inactivation du GLP-1 et ne modifie pas la SISG

Effets d’une infusion continue de LPS (300ug/kg/jour) pendant 28 jours sur le métabolisme du GLP-1 et de
I’insuline d’animaux nourris avec un régime HF, du NaCl est infusé en controle. Les analyses statistiques ont été
réalisées a I’aide du test de Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 ; 3p<0,001 et °p<0,001 par rapport
au groupe controle a TO et au groupe LPS a TO respectivement. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A, B & C.
Respectivement, GLP-1 actif plasmatique, GLP-1 total plasmatique et indice d’inactivation du GLP-1 en condition
basale (T0) ou 15 minutes apres un gavage au glucose a 2g/kg ; les niveaux plasmatiques de GLP-1 sont exprimés
en % du groupe contrdle a TO et ’indice d’inactivation se calcule de cette fagon : GLP-1 total (pM) / GLP-1 actif
(pM) (n=10 controles et n=10 LPS). D. Expression génique de la DPP-1V dans différents tissus (n=16 contréles et
n=11 LPS, sauf pour le muscle n=8 dans chaque groupe). E. Niveaux plasmatiques d’insuline (ng/mL) en condition
basale (T0) ou 15 minutes aprés un gavage au glucose a 2g/kg. F. Taux d’induction de I’insuline par le gavage au
glucose. G. Indice insulinogénique (ng/mg) calculé de la fagon suivante : A insuline (TO-15min) / A glucose (TO-
15min).
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4. Les LPS ameliorent le métabolisme du glucose : utilisation musculaire augmentée

L’endotoxémie métabolique expérimentale est également décrite pour participer a
I’installation de la résistance a I’insuline (Cani et al., 2007a). Nous avons donc évalué le
métabolisme glucidique des animaux infusés ou non avec des LPS (Figure 48). Un test de
tolérance orale au glucose montre que I’infusion continue de LPS est associée a une
amélioration de la réponse glycémique des animaux (Figure 48A). De facon similaire,
I’insulino-sensibilité des animaux infusés aux LPS apparait comme étant améliorée (Figure 48
B). Le calcul des aires sous les courbes confirme bien les observations faites sur les cinétiques
OGTT et ITT (Figure 48C).

Afin de confirmer ces observations, nous avons réalise, en collaboration avec le
Professeur C. Leloup (CSGA, Dijon), des clamps euglycémiques-hyperinsulinémiques. Les
animaux anesthésiés ont été perfusés avec de I’insuline et du glucose par la veine jugulaire
cathétérisée. Le but du clamp est de stabiliser la glycémie des animaux. La perfusion d’insuline
est constante tout le long du clamp. La variable permettant les modulations de la glycémie est
donc le débit de la perfusion de glucose (GIR). L’évaluation de la sensibilité a ’insuline est
réalisée par la détermination de ce GIR dans les 20 derniéres minutes du clamp, lorsque GIR et
glycémie sont stables. Pendant ces 20 derniéres minutes, les insulinémies n’étaient pas
significativement différentes entre les souris controles et les souris infusées aux LPS (4,23 +
0,70 ng/mL pour le groupe contréle et 3,04 + 0,71 ng/mL pour le groupe LPS), indiquant ainsi
que le clamp a atteint I’état d’équilibre et que les résultats sont exploitables. Nous remarquons
que le GIR est plus élevé chez les souris traitées aux LPS comparé aux souris contrdles (Figure
48D). Les souris LPS sont donc plus insulino-sensibles (ou moins insulino-resistantes) que les
souris controles. La production de glucose hepatique étant identique entre les deux groupes de
souris, la constante d’utilisation du glucose (Rd) est donc supérieure chez les animaux infusés
aux LPS (Figure 48D). Ces résultats, obtenus avec la technique considérée comme étant le
« Gold standard » dans la détermination de I’insulino-sensibilité des organismes, confirment

nos observations réalisées avec des tests « basiques », tels que peuvent 1’étre ’OGTT et ’'ITT.
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L’infusion continue de LPS améliore le métabolisme du glucose

Effets d’une infusion continue de LPS (300ug/kg/jour) pendant 28 jours sur le métabolisme glucidique d’animaux
nourris avec un régime HF, du NaCl est infusé en contrble. Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du
test de Student apparié, *p<0,05 et **p<0,01. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A. Test de tolérance orale au
glucose (OGTT) réalisé avec du glucose a 2g/kg et suivi de la glycémie (g/L) pendant 210 minutes (n=16 controles
et n=11 LPS). B. Test de tolérance a I’insuline (ITT) aprés une injection IP d’insuline a 0,3wkg et suivi de la
glycémie (g/L) pendant 150 minutes (n=16 contrdles et n=11 LPS). C. Aires sous les courbes de ’OGTT et de
IITT (u.a. : unités arbitraires). D. Clamps euglycémiques-hyperinsulinémiques (GIR : débit de perfusion du
glucose ; HPG : production hépatique de glucose ; Rd : utilisation du glucose) a 8mU/kg/min d’insuline (n=8 NaCl
et n=6 LPS).
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Afin de mieux comprendre les origines de la meilleure utilisation du glucose induite par
I’infusion continue de LPS, nous avons collaboré¢ avec la plateforme d’imagerie préclinique du
centre anticancéreux de Dijon, le Centre Georges Francois Leclerc (CGFL). La technique de
tomoscintigraphie par émission de positons couplée a la correction d’atténuation (PET/CT) a
été utilisée. Elle permet de visualiser et de quantifier la distribution de glucose radioactif dans
différents organes (Figure 49). Les animaux contrdles et les animaux infusés aux LPS ont été
injectés avec une solution de glucose radioactif par voie caudale. La distribution de ce glucose
dans différents organes d’intérét a été suivie pendant 45 minutes. Cette expérience a été realisee

en condition basale ainsi que 10 minutes aprés une injection d’insuline.

L’analyse d’images statique en point final, c’est-a-dire aprés les 45 minutes
d’acquisition, permet de quantifier le glucose capté par les différents organes d’intérét pendant
cette période. La Figure 49A montre que, sous régime HF, I’infusion continue de LPS ne
modifie pas la distribution du glucose en condition basale dans les différents organes étudiés.
Par contre, lorsque I’administration du glucose se fait chez des animaux préalablement traités
avec de Dl’insuline, nous remarquons que les muscles squelettiques des souris LPS captent
significativement plus de glucose que ceux des souris contrbles (Figure 49B). Ces résultats

suggerent donc une plus forte insulino-sensibilité musculaire chez les animaux traités aux LPS.

L’analyse d’images dynamique en temps réel consiste a étudier I’évolution de la
quantité de glucose radioactif dans les différents organes d’intérét au cours du temps. Pour cela,
I’acquisition de 45 minutes a été¢ découpée en 45 phases d’une minute chacune et la quantité de
glucose radioactif dans les organes a été évaluée pour chacune de ces phases. La Figure 49C
représente 1’évolution de la radioactivité en fonction du temps dans le muscle cardiaque. Le
calcul de la tangente a 1’origine permet de connaitre la vitesse d’entrée du glucose radioactif.
Nous remarquons que, suite a une injection d’insuline, la consommation de glucose radio-
marqué par le muscle cardiaque est plus rapide chez les animaux infusés aux LPS que chez les

animaux contréles (Figure 49D).
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Figure 49

Les LPS augmentent lutilisation musculaire du glucose

Infusion continue de LPS (300ug/kg/jour) pendant 28 jours chez des animaux nourris avec un régime HF, infusion
de NaCl en contrble. Etude de la distribution du glucose dans différents organes (cceur, foie, muscle squelettique
gastrocnémien, tissu adipeux péri-épididymaire et tissu adipeux sous-cutané) aprés injection 1V de 8F-FDG et
imagerie PET/CT, en condition basale et apres une injection IP d’insuline a 0,3u/kg. Les analyses statistiques ont
été réalisées a 1’aide du test de Student apparié, *p<0,05 et **p<0,01. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n=5-
6 dans chaque groupe). A & B. Analyse d’images statique en point final (SUV Max, U.A./mm?3) respectivement
en condition basale et aprés I’injection d’insuline. C. Analyse d’images dynamique, absorption du traceur
radioactif en temps réel dans le ceeur (SUV Max, U.A./mm?). D. Tangente a 1’origine des courbes d’absorption
cardiaque.
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I11. Discussion

Nous montrons dans cette étude que, couplée a un régime obésogene, I’infusion
continue de LPS pendant 28 jours chez des souris sauvages n’empire pas les conséquences
délétéres du régime mais semble au contraire les améliorer. Effectivement, les animaux traités
aux LPS présentent une diminution de la masse grasse totale, viscérale et hépatique, ainsi
qu’une amélioration du métabolisme glucidique, pouvant s’expliquer par une augmentation de

I’utilisation du glucose au niveau musculaire.

D’apreés la littérature, les régimes riches en graisses sont associés a une augmentation de
I’endotoxémie de faible intensité, aussi appelée « endotoxémie métabolique ». Celle-ci
participerait a I’installation des maladies métaboliques telles que 1’obésité et le DT2. En effet,
la reproduction expérimentale d’une telle endotoxémie sous régime normal mime les effets d’un
régime obésogeéne : augmentation de la masse corporelle et de la résistance a 1’insuline (Cani et
al., 2007a). Les LPS étant capables d’augmenter les taux de GLP-1 circulants et la SISG
(Nguyen et al., 2014), nous pensions donc que ces effets déléteres des LPS pourraient étre les
conséquences sur le long terme de la cascade LPS / GLP-1 / insuline. En effet, selon le
syndrome hyperinsulinémique, I’hypersécrétion d’insuline serait a I’origine de la résistance a
cette hormone. Nous pensions également qu’en couplant infusion de LPS et régime obésogene,
nous amplifierions ce phénoméne mais nos hypothéses de départ étaient erronées.
Effectivement, dans nos conditions, lorsque LPS et régime obésogene sont administrés de fagcon
simultanée, les LPS semblent au contraire prévenir les effets délétéres du régime obésogene en
améliorant notamment le métabolisme glucidique. Nous montrons que sous régime HF,
I’infusion continue de LPS augmente le GLP-1 actif mais n’induit pas la SISG. Elle augmente
tout de méme I’indice insulinogénique, c’est-a-dire la capacité des cellules B du pancréas a
sécréter de I’insuline en réponse a des modulations glycémiques. Cette meilleure fonction 3
pancréatique suite a une infusion de LPS pourrait étre associée a I’augmentation du GLP-1 actif
car ce dernier favorise la prolifération des cellules § et augmente la biosyntheése d’insuline

(Drucker et al., 1987; Xu et al., 1999).

Lorsque les LPS ne sont pas administrés en aigu mais en continu et a de faibles doses,

les conséquences physiologiques sur le GLP-1 sont différentes : nous observons effectivement
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une augmentation des taux de GLP-1 circulants mais ce n’est plus un phénomeéne sécrétoire
comme cela a été décrit dans la partie précédente, c’est une action sur son taux d’inactivation.
Pourquoi I’infusion continue de LPS et donc I’augmentation modérée mais stable de
I’endotoxémie n’induit-elle pas la sécrétion de GLP-1 ? Cela pourrait étre expliqué par le
phénomeéne de tolérance aux endotoxines. Nous avons montré que I’effet sécrétagogue des LPS
sur le GLP-1 passe par une stimulation du récepteur TLR4. Or, il est connu dans la littérature
que les LPS sont capables d’initier un phénoméne de tolérance lorsqu’ils sont administrés de
maniere répétée (Beeson & Roberts, 1947; Lang & Spitzer, 1987; Lopez-Collazo & del Fresno,
2013). Cette tolérance se traduit notamment par une diminution de 1I’expression du récepteur
TLR4 sur les membranes des cellules de I’'immunité (Nomura et al., 2000). Nous pouvons donc
raisonnablement imaginer le méme mécanisme au niveau des EEC, d’autant plus que
I’expression du récepteur TLR4 au niveau de 1’épithélium intestinal est connue pour étre
régulée a la baisse par la colonisation microbienne du tube digestif (Otte et al., 2004; Shibolet
& Podolsky, 2007). I est donc tout a fait envisageable que I’infusion continue de LPS aboutisse
aux mémes effets. Ce phénomeéne de tolérance a la charge endotoxique est visible sur les
courbes de prise alimentaire. Dans les trois jours qui suivent I’'implantation des pompes, les
animaux infusés aux LPS mangent treés peu. Ils finissent toutefois par s’adapter et les effets
anorexigenes des LPS disparaissent au bout de trois jours. Il serait intéressant de doser
régulierement le GLP-1 afin d’étudier son évolution lors de cette phase d’adaptation. Il est
possible que dans les premiers jours, I’infusion de LPS augmente fortement la sécrétion de
GLP-1, puis que ce phénomene se régule du fait de la diminution de 1’expression du récepteur
TLRA4. Ayant des propriétés satiétogénes averées, le GLP-1 fortement induit dans les premiers
jours pourrait en partie participer aux effets anorexigénes des LPS ; hypothése confortée par le
fait que I’antagonisation cérébrale du GLP-1R est capable d’atténuer les effets anorexigenes
des LPS (Grill et al., 2004). De plus, cette diminution de I’expression des récepteurs TLR4 par
I’infusion de LPS pourrait contribuer a I’amélioration des effets déléteres du régime riche en
graisses. En effet, cela pourrait réduire 1’inflammation initiée par le régime hyperlipidique et
ainsi expliquer en partie nos résultats. La déficience en TLR4 est d’ailleurs associée a une
moindre insulino-résistance et a une accumulation de masse grasse plus faible chez des souris

nourries avec un régime riche en graisses (Kim et al., 2007; Pierre et al., 2013).
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Sous HF, les animaux traités aux LPS sont plus tolérants au glucose et plus sensibles
(ou moins résistants) a I’insuline que les animaux controles. Ces effets bénéfiques sur le
métabolisme du glucose ont été observés suite a de « simples » tests de tolérance au glucose et
a I’insuline et ont été confirmés par la réalisation d’une expérimentation plus physiologique, le
clamp euglycémique-hyperinsulinémique. Pour la méme quantité d’insuline administrée, les
animaux traités aux LPS pendant 28 jours ont besoin d’une perfusion de glucose plus importante
pour compenser 1’hypoglycémie générée par 1’insuline. Ils sont donc plus sensibles a cette
hormone. De plus, la réalisation des clamps a également mis en avant une utilisation du glucose
accrue chez les animaux infusés aux LPS. L’imagerie PET/CT a été utilisée afin de visualiser
et de quantifier I’entrée du glucose dans les différents organes d’intérét. Nous avons ainsi pu
remarquer que I’infusion de LPS pendant 28 jours ne modifie pas la distribution glucidique
basale. Cela explique d’ailleurs les glycémies basales identiques entre les deux groupes.
Toutefois, aprés une stimulation a I’insuline, les animaux traités aux LPS captent plus de

glucose au niveau musculaire que les animaux contréles.

Les LPS sont effectivement connus pour perturber le métabolisme glucidique. Les
endotoxines bactériennes ont par exemple été décrites comme capables de stimuler 1’utilisation
cellulaire de glucose (Gamelli et al., 1996) et I’administration aigué de LPS améliore la
clairance du glucose (van der Crabben et al., 2009; Nguyen et al., 2014). Ce phénomene serait
expliqué par une stimulation de la sécrétion d’insuline dont 1’origine pourrait étre : i) un effet
sécrétagogue direct des LPS au niveau des cellules B pancréatiques ou encore ii) une induction
des taux circulants de I’incrétine GLP-1 par les LPS (Vives-Pi et al., 2003; Nguyen et al., 2014).
Ici, nous montrons que la présence de LPS en continu favorise la clairance du glucose en
ameliorant son utilisation musculaire suite a une injection d’insuline et donc 1’insulino-

sensibilité musculaire.

Il est connu dans la littérature que la stimulation avec des LPS de myocytes murins en
culture modifie leur consommation basale de substrats énergétiques de fagon TLR4-
dépendante : augmentation de 1’oxydation du glucose au détriment de celle des acides gras
(Frisard et al., 2010). De plus, les myocytes en culture transportent également plus de glucose
aprés une stimulation avec simultanément des LPS et des cytokines telles que I’'TFNy (Khanna
et al., 1999). Cela ferait intervenir un mécanisme dépendant de 1’oxyde nitrique synthase

inductible (iNOS) ainsi qu’une augmentation et une diminution des expressions de GLUT1 et
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GLUT4 respectivement. Toutefois, les effets de ces composés pro-inflammatoires ne sont
observés qu’en condition basale. La capacité de I’insuline a induire 1’entrée de glucose dans les
myocytes est au contraire diminuée en présence de LPS et de cytokines (Bédard et al., 1997).
Dans notre étude, I’infusion de LPS ne modifie pas 1’expression génique musculaire des
protéines GLUTL, GLUT4 et iINOS (données non présentées) et au contraire, les effets des LPS
au niveau musculaire ne sont observés qu’en présence d’insuline. Toutefois, les comparaisons
avec ces ¢tudes scientifiques sont difficiles a établir car notre contexte d’expérimentation est
complétement différent : i) nous travaillons in vivo sur des organismes entiers et la diminution
de la masse grasse peut fortement influer sur I’insulino-sensibilité, ii) les LPS sont administrés
en continu et en faible quantité, et iii) nous travaillons uniquement en conditions obésogénes,
nous ne savons donc pas s’il s’agit d’une augmentation de 1’utilisation musculaire du glucose
ou d’une prévention de sa diminution. Quoi qu’il en soit, nos travaux de recherche montrent
que méme si I’infusion continue de LPS ne perturbe que trés peu les taux plasmatiques de
cytokines, seul I’IFNy est fortement induit. L’association LPS — IFNy, connue in vitro pour
stimuler le transport du glucose musculaire (Khanna et al., 1999), pourrait donc contribuer a
I’insulino-sensibilité des muscles squelettiques observeée suite a une infusion continue de LPS.
Dans ce sens, nous avons également observé dans cette étude que les animaux traités aux LPS
présentent significativement plus de masse maigre que les animaux contréles. De plus, nous
avons récemment montré au laboratoire que I’injection de LPS a des souris déficientes en PLTP,
connues pour étre plus sensibles aux LPS, s’accompagne au niveau musculaire d’une
augmentation de I’utilisation du glucose ainsi que d’une induction du contenu en glycogéne par
rapport aux souris WT (Nguyen et al., 2014). 11 serait donc intéressant d’approfondir les effets
d’une légere augmentation de 1’endotoxémie sur la fonction musculaire des animaux ; des
expérimentations sont actuellement en cours en collaboration avec le Professeur P. Valet
(12MC, Toulouse).

Le traitement en continu des animaux avec une faible dose de LPS (300ug/kg/jour)
pendant 28 jours provoque une diminution de la masse grasse viscérale pouvant également
contribuer a cette amélioration du metabolisme glucidique. En effet, I’expansion du tissu
adipeux viscéral est connue pour contribuer au developpement de 1’inflammation a bas bruit et
de I’insulino-résistance. A I’inverse, la perte de masse corporelle et plus particulierement la

perte de tissu adipeux viscéral entraine une amélioration de ces parameétres (Goodpaster et al.,
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1999; Weiss et al., 2016). Nous avons échantillonné le tissu adipeux viscéral en prélevant le
TAPE. Nous avons constaté une diminution massique considérable ainsi qu’une réduction de
la taille des adipocytes constitutifs aprés 28 jours d’infusion continue de LPS. Cet effet
hypotrophique d’une infusion de LPS avait déja été démontré dans du tissu adipeux sous-cutané
d’animaux nourris avec un régime standard (Cani et al., 2007a). Les analyses de biologie
moléculaire apportent un premier élément de réponse pour expliquer ce phénomene. En effet,
les mesures d’expressions géniques révelent globalement une diminution de I’entrée et du
stockage des AGL dans ce tissu. Concernant la lipolyse, méme si celle-ci est connue comme
étant induite par une injection IV de LPS (Fong et al., 1990), ici ’expression génique de
I’enzyme lipolytique HSL est diminuée par I’infusion de LPS. Toutefois, I’expression de la
cytokine TNFa, connue pour avoir des propriétés lipolytiques (Kawakami et al., 1987), apparait
comme étant fortement augmentée suite aux 28 jours d’administration de LPS. Cependant, il
ne s’agit ici que des taux d’ARNm, une analyse quantitative des protéines correspondantes et
de leur niveau d’activation serait nécessaire. Nous pourrions également évaluer, in vitro, la

lipolyse du tissu adipeux.

Le foie est lui aussi impacté par cette diminution de masse grasse. Des coupes
histologiques montrent une stéatose hépatique moins développée chez les animaux traités avec
des LPS et nourris avec un régime HF par rapport aux animaux uniquement nourris avec le
régime HF. Est-ce que I’infusion de LPS améliore la stéatose hépatique ou prévient son
apparition ? La question reste encore ouverte. Quoi qu’il en soit, 1’élévation de I’endotoxémie
est associée a une réduction du contenu lipidique hépatique. La stéatose hépatique s’explique
par une accumulation de graisses et donc par un déséquilibre entre les entrées et les sorties des
composés lipidiques. Chez les animaux infusés aux LPS, la mesure de 1’expression des genes
met en avant une augmentation de la LPL corroborée avec une diminution d’un de ses
inhibiteurs, le FIAF (Sukonina et al., 2006). Cette possible induction de I’entrée des AGL au
niveau hépatique pourrait servir a compenser la « fuite » du TAPE et donc réguler le taux
d’AGL plasmatiques, qui n’apparait d’ailleurs pas modulé par I’infusion de LPS (donnée non
présentée). Malgré cette induction de la LPL, la stéatose hépatique est tout de méme réduite
chez les animaux traités aux LPS. Les principales voies d’¢limination des TG hépatiques sont
I’oxydation des acides gras et la sécrétion des VLDL. L’expression génique de certaines

protéines impliquées dans ces voies d’élimination n’est pas augmentée chez les souris traitées
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avec des LPS. Cela ne semble donc pas présager une augmentation de la sécrétion lipoprotéique.
Toutefois, I’expression génique de la PLTP hépatique est significativement augmentée et cela
est connu pour étre associé a une induction de la production de VLDL (Yazdanyar & Jiang,
2012). Cela expliquerait ainsi la l1égére augmentation du taux de LDL plasmatiques chez les
souris traitées aux LPS (données non présentées). Concernant 1I’oxydation des acides gras, seule
I’expression génique de CPT1 a été mesurée dans cette étude, il faudrait donc approfondir

davantage les effets d’une infusion de LPS sur cette voie d’utilisation des acides gras.

Les résultats que nous obtenons sont donc contradictoires avec les effets connus et
décrits d’une faible élévation des LPS plasmatiques (Cani et al., 2007a). Notre modele
expérimental d’endotoxémie n’est donc peut-étre pas approprié pour mimer les effets d’une
« endotoxémie métabolique ». Il est possible que dans nos conditions, I’inflammation générée
par I’infusion continue de LPS (300ug/kg/jour en IP) soit trop importante et soit a 1’origine
d’une induction de la dépense énergétique : fonte du TAPE, diminution de la stéatose hépatique
et augmentation de I’utilisation du glucose (Fong et al., 1990). Cette hypothése expliquerait
ainsi une bonne partie de nos observations. Nous pourrions donc étre en dehors des limites de
I’« endotoxémie métabolique » telle qu’elle est définie dans la littérature, & savoir une
augmentation d’un facteur deux ou trois par rapport a I’endotoxémie basale (Cani et al., 2007a).
Ici, nous n’avons pas utilis¢ la méme technique de dosage des LPS et avons mesure une
augmentation d’un facteur cinq des taux de LPS plasmatiques. Cette augmentation certes
minime en comparaison avec une injection IP aigué de LPS a 1mg/kg par exemple
(augmentation de 1’endotoxémie d’un facteur 30 — données non présentées) reste supérieure a
la definition actuelle de 1’« endotoxémie métabolique ». Nous avons pourtant utilisé le méme
LPS (souche bactérienne identique) et la méme dose. Cependant, les LPS sont des molécules
amphiphiles, difficiles & manipuler dans du sérum physiologique, car elles ont tendance a y
former des agrégats hétérogenes. La technique de préparation de la solution de LPS est donc
une source de variabilité importante. De plus, le régime alimentaire est différent et la zone
d’implantation des pompes osmotiques diverge entre notre étude et I’étude de Cani et ses
collaborateurs : IP et sous-cutanée respectivement. La dose effective est donc peut-étre
supérieure lors d’une implantation en IP. N’ayant pas réussi a dépasser les 11 jours
d’expérimentation en implantant les pompes en sous-cutané (inflammation locale par les LPS,

asséchement cutané et perte des pompes suite a une rupture de la peau), nous avons reproduit
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I’expérience en IP avec une dose de LPS trente fois plus faible, soit 10pg/kg/jour. Des résultats
préliminaires (non présentés) montrent, qu’a cette dose, 1’infusion de LPS ne modifie pas les
masses grasses et maigres totales des animaux mais diminue toujours la masse du TAPE. Pour
finir, méme cette dose de LPS trente fois plus faible permet d’améliorer les parametres

métaboliques que sont les tolérances au glucose et a ’insuline.

En conclusion, dans cette étude nous montrons que I’induction d’une endotoxémie
expérimentale chez des animaux sauvages nourris avec un régime HF semble prévenir les effets
déléteres de ce régime sur la prise de masse grasse et sur la dégradation du métabolisme
glucidique. La présence en continu de LPS plasmatiques améliore 1’insulino-sensibilité en
favorisant notamment [’utilisation du glucose au niveau musculaire. Ainsi, la notion
d’« endotoxémie métabolique » comme levier contribuant a I’¢tiologie des maladies
métaboliques n’est pas mise en avant dans ces travaux de thése. Ces résultats s’inscrivent donc
dans la controverse actuelle quant a la pertinence physiologique de cette endotoxémie
métabolique. Nous démontrons que méme si 1’infusion continue d’une faible dose de LPS
augmente I’endotoxémie et le statut inflammatoire des animaux, cela n’est pas pour autant
associé a une prise de masse grasse supplémentaire ou a une altération du métabolisme

glucidique.
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V. Perspectives

1. Les effets observés des LPS sont-ils dépendants du GLP-1 ?

Nous montrons dans cette étude que ’infusion de LPS pendant 28 jours induit une
augmentation du GLP-1 actif circulant. Méme si les taux plasmatiques d’insuline ne sont pas
augmentés, nous pouvons nous poser la question des conséquences physiologiques de cette
cascade LPS / GLP-1 stimulée de fagon continue pendant 28 jours. En effet, connu pour
moduler le métabolisme glucidique, le GLP-1 pourrait contribuer a 1’amélioration de la
tolérance au glucose et de I’insulino-sensibilité observées dans cette étude. D’autant plus que
le GLP-1 ou ses analogues ont déja été décrits comme capables de moduler le métabolisme des
organes ici impactés par I’infusion continue de LPS pendant 28 jours : i) diminution de
I’accumulation lipidique hépatique (Ding et al., 2006), ii) augmentation du métabolisme
glucidique musculaire (Luque et al., 2002), iii) réduction de ’adiposité viscérale en favorisant
un « brunissement » adipocytaire (augmentation de la lipolyse, de 1’oxydation des acides gras
ou encore de la biogenése mitochondriale) via un mécanisme qui pourrait faire intervenir la
protéine sirtuine 1 (SIRT1) (Xu et al., 2016) et enfin iii) stimulation de 1’adipogenése et de la
différenciation adipocytaire (Challa et al., 2012). Si ce dernier parametre semble étre
contradictoire avec ce que nous observons, il est toutefois encore discuté. En effet, une étude
récente montre que la liraglutide, un analogue du GLP-1, inhibe la prolifération adipocytaire
(Cantini et al., 2015). De plus, méme si le GLP-1 favorise effectivement 1’hyperplasie
adipocytaire (parametre que nous n’avons pas évalué dans cette étude), cela pourrait améliorer

la plasticité du tissu adipeux et in fine son insulino-sensibilité (Kim et al., 2014).

L’augmentation du GLP-1 actif par I’infusion continue de LPS est certes faible mais
permanente. Contrairement a de nombreux travaux qui explorent les effets du GLP-1 par des
techniques pharmacologiques, il s’agit ici d’une hausse continue de GLP-1 endogene.
L’organisme pourrait donc y étre plus réceptif et sensible. Pour déterminer I’implication du
GLP-1, nous pourrions premiérement coupler les LPS des pompes osmotiques avec de
I’exendin (9-39), un antagoniste du GLP-1R. Cela permettrait donc d’infuser des LPS pendant

28 jours tout en bloquant pharmacologiquement 1’action du GLP-1 et ainsi d’étudier le role de

221



Résultats — Infusion de LPS et régime HF

cette hormone dans les effets observés des LPS. Deuxiémement, nous pourrions directement
utiliser des souris déficientes en GLP-1R. Celles-ci sont résistantes a 1’obésité et au
développement de D’insulino-résistance lors de 1’administration d’un régime obésogéne
(Hansotia et al., 2007; Ayala et al., 2010), mais cela nous permettrait de connaitre les effets

dépendants de cette augmentation de GLP-1 endogeéne lors d’un régime standard.

Toutefois, il est important de garder a I’esprit que ces perspectives se focalisent sur le
GLP-1R alors que certaines formes inactives du GLP-1 exerceraient leurs effets via des
mécanismes indépendants de ce récepteur, mais encore inconnus. Il a par exemple été montré
chez ’'Homme que I’administration de GLP-1 (9-36) « inactif » & des patients obeses et
résistants a I’insuline diminue la production hépatique de glucose de plus de 50% et que cet
effet est observé méme apres blocage du GLP-1R (Elahi et al., 2008). De plus, une autre forme
inactive du GLP-1, le GLP-1 (28-36), est capable in vitro d’entrer dans le milieu intracellulaire
d’hépatocytes indépendamment du GLP-1R et de diminuer a la fois la gluconéogenése et le

stress oxydant en agissant au niveau mitochondrial (Tomas et al., 2011a).

2. L’infusion de LPS de 28 jours suffit-elle pour observer les effets « & long terme » ?

Au vu de ces résultats, nous pourrions penser que 28 jours d’infusion continue d’une
faible dose de LPS ne suffisent pas pour observer ’installation d’une insulino-résistance, la
prise de masse grasse... Les pompes Alzet® que nous avons utilisées ne permettent que 28 jours
de traitement. Nous avions donc pensé a retirer la premiere pompe afin d’en implanter une
nouvelle et de poursuivre I’expérience 28 jours supplémentaires. Toutefois, il était difficile de
retirer la premiere pompe LPS. Elles étaient prises dans une sorte de tissu fibreux s’étant
développé autour de la pompe, si bien qu’il était impossible de 1’extraire sans mettre en peril la
vie de I’animal. Cela pourrait étre a rapprocher de la capacité des LPS a induire une fibrose,
effet qui a été démontré au niveau du tissu adipeux (Vila et al., 2014). Nous avons donc inséré
la deuxiéme pompe sans retirer la premiére. Malheureusement, cette deuxieme implantation ou
la présence de deux pompes dans la cavité péritonéale a changé le comportement des animaux
et notamment alimentaire. Nous avons donc décidé de ne pas poursuivre I’expérience et de ne

pas en interpréter les résultats.
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Nous avons ensuite testé un autre mode d’administration des LPS sur le long terme, les
Pellet®. Les deux technologies entre Alzet® et Pellet® sont completement différentes. Alors
qu’avec les pompes Alzet®, la solution de LPS est insérée par nos soins dans le « réservoir »
de la pompe, avec les pompes Pellet®, les LPS sont incorporés par le fabricant directement
dans le matériau constitutif de la pompe ; elles sont donc réalisées a la demande. Une fois
implantée dans 1’animal, la pompe Alzet® libére lentement son contenu par pression osmotique
alors que pour la pompe Pellet®, ¢’est sa lente auto-dégradation qui permet de libérer les LPS.
Ce modeéle Pellet® nous paraissait intéressant car il garantit une diffusion constante pendant 3
mois de la molécule a tester. Malheureusement, notre essai a été infructueux. Nous avons perdu
les animaux implantés avec la pompe LPS dans les 4 jours post implantation. Les souris
controles étant en parfait état de santé, les LPS étaient a I’origine de ces déces prématurés. Avec
les pompes Alzet® et afin de réguler le débit des pompes, le fournisseur préconise un
équilibrage dans du sérum physiologique a 37°C pendant 48 heures avant I’implantation. Nous
pensons qu’une possible diffusion trop brusque des LPS, lors de I’implantation des Pellet®, est

a I’origine de la perte prématurée des animaux.

Si nous voulons étudier les effets des LPS au-dela de 28 jours d’infusion, 1’idéal serait
de travailler sur un autre modéle animal, les rats. Nous pourrions ainsi soit utiliser un modele
de pompes Alzet® permettant jusqu’a 6 semaines d’infusion de LPS, soit utiliser les pompes
IPRECIO® programmables et rechargeables qui permettent, elles, jusqu’a 6 mois d’infusion

continue de la molécule d’intérét.
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Les souris deficientes en PLTP sont-elles plus
sensibles aux effets d’un régime obésogeéne ?

I. Introduction

En paralléle de la voie pro-inflammatoire dépendante des LPS, existe une voie de
neutralisation et d’élimination de ces molécules. En effet, 1’association des LPS avec les
lipoprotéines circulantes est une étape essentielle dans la prévention de I’inflammation. Les
lipoprotéines ne sont pas des entités stables, elles sont en permanence modifiées sous 1’action
de facteurs spécifiques, dont les protéines de transfert des lipides telles que la PLTP. Celle-ci a
d’ailleurs été décrite in vitro comme étant un facteur clé permettant le transfert des LPS sur les
lipoprotéines (Hailman et al., 1996). De plus, il a récemment été montré au laboratoire que
comparées aux souris sauvages, les souris déficientes en PLTP présentent une inactivation et
une eélimination biliaire des LPS diminuées. Elles résistent ainsi moins bien au choc
endotoxique que les souris sauvages (Gautier et al., 2008). Aussi, la PLTP pourrait contribuer

a prévenir le développement de 1’inflammation a bas bruit et donc des maladies métaboliques.

Plusieurs études démontrent effectivement un lien entre PLTP et désordres
métaboliques mais considérent I’activité de cette enzyme comme un facteur contribuant a leur
apparition et non ’inverse. Il a notamment été montré : i) une augmentation des niveaux
plasmatiques de PLTP chez les sujets obéses et une association positive avec des parametres de
I’insulino-résistance (Dullaart et al., 1994; Murdoch et al., 2000; Kaser et al., 2001), ii) une
augmentation de ’activité PLTP chez des patients diabétiques de type 2 (Dullaart et al., 2007)
et iii) une activité PLTP comme un facteur prédictif de développement du DT2 (Abbasi et al.,
2015). Une seule étude montre qu’au contraire la perte de fonction de la PLTP pourrait favoriser
le développement des maladies métaboliques. En effet, chez I’ Homme, le polymorphisme du
géne codant pour la PLTP humaine est associé a un tour de taille augmenté et un risque accru

d’apparition de I’obésité (Bosse et al., 2005).
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Des etudes sont donc encore nécessaires pour réellement comprendre les liens entre
PLTP et desordres métaboliques. Afin de préciser la nature de cette association et surtout
d’identifier le role de la PLTP dans ce contexte, il serait intéressant d’étudier les conséquences
de I’administration d’un régime obésogene chez des animaux ne disposant pas d’une PLTP
fonctionnelle. Nous faisons 1’hypothése qu’étant plus sensibles aux LPS, les souris PLTP KO
seront également plus sensibles a I’endotoxémie métabolique induite par un régime obésogeéne

et donc également plus susceptibles aux conséquences déléteres de ce régime.

Dans cette étude nous montrons qu’effectivement les souris déficientes en PLTP sont
plus sensibles aux effets d’un régime obésogeéne que les souris sauvages : elles prennent plus
de masse corporelle et leur métabolisme glucidique est davantage altéré apres 4 mois de régime
hyperlipidique. Nous avons également mis en évidence une adiposité accrue chez les souris
PLTP KO : celles-ci disposent de plus de masse grasse que les souris sauvages nourries avec le
méme régime et cela quelle que soit la nature de celui-ci : contréle ou hyperlipidique. Toutefois,
nous n’avons pas observé de différence d’endotoxémie entre les deux génotypes. La sensibilité
accrue des souris PLTP KO aux molécules de LPS ne semble donc pas étre a I’origine de ces
altérations phénotypiques. Cela est d’autant plus vrai que, dans nos conditions, le régime

obésogeéne lui-méme n’entraine pas une augmentation de I’endotoxémie des animaux.
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I1.Résultats expérimentaux

1. Ladéficience en PLTP est associée a une masse corporelle augmentée sous HF

Afin d’étudier le réle de la PLTP au cours d’un régime obésogene, nous avons utilisé
des souris exprimant (WT) ou non cette protéine (PLTP KO). Pendant 4 mois, nous les avons
nourries, soit avec un regime hyperlipidique (high-fat ou HF, 60% kJ de graisses saturées), soit

avec le régime contréle correspondant (low-fat ou LF, 10% kJ de graisses saturées).

Pendant la durée des régimes, nous avons régulierement mesuré la prise alimentaire et
la masse corporelle (Figure 50). Les souris nourries avec le régime HF ont un gain de masse
supérieur a celles nourries avec le régime LF. De plus, sous régime HF, une différence
significative apparait dés la deuxiéme semaine et semble étre dépendante du génotype. En effet,
les souris PLTP KO prennent plus de masse que les souris WT (Figure 50A). Une prise de
masse excessive peut avoir comme origine une augmentation de la prise alimentaire.
Concernant le régime HF, la mesure quotidienne de la prise alimentaire ne montre pas de réeelles
différences mais I’analyse cumulée sur la durée du régime, soit 4 mois, est significativement
différente (Figure 50B) : les souris PLTP-KO ont une prise alimentaire cumulée légérement
inférieure aux souris WT alors qu’elles ont une prise de masse supérieure. Aucune différence
de masse corporelle ou de prise alimentaire, méme cumulée, n’est observée chez les animaux

sous régime LF (Figures 50A et 50B).

Une augmentation de masse corporelle, sans augmentation de la prise alimentaire, laisse
supposer que la dépense énergétique des animaux pourrait étre altérée. Les animaux nourris
avec un régime LF ne présentant pas de difféerence de masse corporelle et de prise alimentaire,
nous nous sommes focalisés sur la dépense eénergétique des animaux nourris avec un régime
HF (Figure 51). Nous avons donc mesuré la prise alimentaire (Figure 51A), la dépense
énergétique (Figure 51B) et les pertes fécales en lipides (Figure 51C). Quel que soit le paramétre
étudié, aucune différence n’a été constatée entre les deux génotypes sous régime HF. Leur

balance énergétique semble donc étre similaire.
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Figure 50

Les souris PLTP KO ont une masse corporelle plus importante sous HF

Suivi régulier de la prise alimentaire et de la masse corporelle lors des 4 mois de régimes LF ou HF chez les souris
WT et PLTP KO. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié ou d’'une ANOVA
a deux facteurs, *p<0,05, NS pour non significatif. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A. Evolution de la
masse corporelle en pourcentage de la masse de chaque animal le premier jour du régime (JO) (LF : n=13 WT et
n=16 PLTP KO ; HF : n=12 dans chaque groupe). B. Mesure de la prise alimentaire (kcal/jour/animal ; LF : n=4
WT et n=7 PLTP KO ; HF : n=4 dans chaque groupe).
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La balance énergétique des souris PLTP KO n’est pas altérée sous HF

Evaluation de la balance énergétique chez les souris WT et PLTP KO aprés 4 mois de régime HF. Les analyses
statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A. Mesure
de la prise alimentaire (kcal/jour/animal ; n=4 dans chaque groupe). B. Dépense énergétique mesurée par
calorimétrie indirecte (kcal/h/g ; n=12 dans chaque groupe). C. Lipides totaux quantifiés dans des fécés récoltés
sur 24 heures (mg/jour/animal ; n=4 dans chaque groupe).
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Prise alimentaire et balance énergétique étant identiques, nous avons calculé I’efficacité
alimentaire. L’efficacité alimentaire est un parametre permettant de quantifier la capacité des
animaux a transformer les kilocalories qu’ils ingérent en grammesS de masse corporelle. Le
calcul se fait en rapportant la prise alimentaire journaliére (kcal) a la prise de masse corporelle
(9) sur la méme durée. Nous observons ici que, sous régime HF, cette efficacité alimentaire est
augmentée chez les souris PLTP KO (Figure 52).
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Figure 52

Les souris PLTP KO ont une meilleure efficacité alimentaire sous régime HF

Efficacité alimentaire chez les souris WT et PLTP KO nourries pendant 4 mois avec un régime LF ou HF. Les
analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Student apparié, *p<0,05. Les valeurs sont les moyennes
+ SEM. L’efficacité alimentaire est déterminée par le ratio : grammes de masse corporelle accumulés par jour / la
prise alimentaire du jour en kilocalories (LF : n=4 WT et n=7 PLTP KO ; HF : n=4 dans chaque groupe).
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2. La déficience en PLTP est associée a une accumulation de masse grasse

Pour connaitre la composition corporelle des souris, nous les avons analysées avec la
technologie EchoMRI® (Figure 53). Nous avons ainsi mis en évidence une proportion plus
importante de masse grasse chez les souris PLTP KO, quel que soit le régime (Figure 53A).
Cette masse grasse augmentée est associée a une diminution de la masse maigre (Figure 53B).

A B

507 L Cwr
40 Il rLTP KO
301
201 *
giml
LF HF
Figure 53

Les souris PLTP KO ont plus de masse grasse totale que les WT

Evaluation de la composition corporelle par EchoMRI® chez des animaux WT et PLTP KO nourris avec un régime
LF ou HF pendant 4 mois. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié, *p<0,05.
Les valeurs sont les moyennes £ SEM (n=10 WT et n=12 PLTP KO dans chaque groupe). A & B. Respectivement
les masses grasse et maigre totales (pourcentage de la masse corporelle de chagque animal).
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Lors d’une alimentation riche en graisses, le tissu adipeux blanc stocke le surplus
énergétique de 1’alimentation. L’expansion de ce tissu ayant ses limites, d’autres organes, tels
que le foie, peuvent également stocker 1’énergie excédentaire. Des coupes histologiques du foie
et du TAPE ont été réalisées (Figure 54). Les photos montrent qu’un régime HF s’accompagne
d’un développement accru de la stéatose hépatique ainsi que d’une hypertrophie adipocytaire
chez les souris PLTP KO. Nous remarquons également que ce phénotype exacerbé observé
chez les souris PLTP KO sous regime HF est déja présent, bien que moindre, sous régime LF
(Figures 54A et 54B). En effet, I’intensité de coloration Oil Red O est toujours supérieure chez
les souris PLTP KO, quel que soit le régime (Figure 54C). De la méme manieére, la surface
moyenne des adipocytes est plus élevée chez les souris déficientes en PLTP (Figure 54D).
L’hypertrophie adipocytaire des souris PLTP KO se répercute d’ailleurs sur la distribution des
adipocytes en fonction de leur surface : les fréquences de distribution sont décalées vers les

classes les plus grandes pour les souris déficientes en PLTP (Figures 54E et 54F).
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Stéatose hépatique et hypertrophie adipocytaire augmentées en I’absence de PLTP

Analyses histologiques du foie et du tissu adipeux péri-épididymaire d’animaux WT et PLTP KO nourris avec un
régime LF ou HF pendant 4 mois. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Mann-Whitney,
*p<0,05 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A. Coupes histologiques hépatiques avec une
coloration Oil Red O. B. Coupes histologiques du TAPE avec une coloration hématoxyline/ éosine. C. Intensité
de coloration moyenne (% des souris WT nourries avec le méme régime ; n=24 dans chaque groupe). D. Surface
moyenne des adipocytes (um? ; LF : n=1221 WT et n=1365 PLTP KO ; HF : n=712 WT et n=391 PLTP KO). E
& F. Fréquences de distribution des adipocytes en fonction de leur surface (%) chez les animaux nourris avec un
régime LF ou HF respectivement.
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3. Lessouris PLTP KO présentent une homéostasie glucidique perturbée

Sous régime HF, les souris PLTP KO ont une masse corporelle ainsi qu’un taux de
masse grasse augmentés. Cela correspond, chez I’Homme, a la définition de 1’obésité selon
I’OMS. L’obésité étant un facteur de risque important pour le développement du DT2, nous

avons souhaite explorer le métabolisme glucidique de ces souris (Figure 55).

Un test de tolérance au glucose nous permet de conclure que le génotype des souris n’a
aucun impact per se sur les résultats. Sous régime LF, la réponse des souris PLTP KO et des
souris sauvages a une charge en glucose est identique. La situation est différente sous régime
HF. En effet, dans ce cas, les souris PLTP KO présentent une légére mais significative
intolérance au glucose (Figures 55A et 55B). Un test de tolérance a I’insuline conduit aux
mémes conclusions. Pas de différence sous régime LF mais une insulino-résistance des souris
PLTP KO sous régime HF (Figures 55C et 55D). Enfin, la glycémie a jeun plus élevée des
souris nourries avec un régime HF montre que le stade de DT2 est certainement atteint.
L’insulino-résistance s’accompagne généralement d’une hypersécrétion d’insuline. La mesure
des taux plasmatiques d’insuline en conditions basales et stimulées (Suite & un gavage au
glucose) a été réalisée. Ici aussi, aucune différence n’est observée sous régime LF alors que
sous régime HF, les souris PLTP KO présentent une tendance a I’hypersécrétion basale qui
devient significative en condition stimulée (Figure 55E). L indice insulinogénique a été calculé
(Figure 55F). Il traduit la capacité des cellules B pancréatiques a sécréter de I’insuline en
réponse a des modulations glycémiques. Cette capacité sécrétoire est significativement plus
marquée chez les souris déficientes en PLTP, quel que soit le régime. 1l semblerait que le régime
HF induise une « perte d’efficacité du pancréas » chez les souris WT uniquement. Les souris
déficientes en PLTP conservent, elles, le méme indice insulinogénique que sous régime LF.
Ainsi, si le régime HF conduit bien a un stade de DT2, les souris PLTP KO, malgré leur plus
forte insulino-résistance, ne semblent pas avoir atteint le stade plus avance, caractérisé par

I’insulinopénie.
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Enfin, les taux plasmatiques de GLP-1 ont été quantifiés en condition basale et apres un
gavage au glucose (Figure 55G). Sous LF comme sous HF, les souris PLTP KO ont
significativement moins de GLP-1 basal que les souris WT. De plus, le régime riche en graisses
augmente la production basale de GLP-1 mais uniquement chez les souris WT. En revanche,
apres un gavage au glucose, nous n’observons plus aucune différence entre les deux génotypes.
Nous remarquons que, sous HF, le gavage au glucose semble générer une augmentation plus
marquée du GLP-1 circulant chez les souris PLTP KO. En nous inspirant du calcul de I’indice
insulinogénique, nous avons créé et calculé un indice que nous avons nomme « indice
GLPique ». Il témoignerait donc de la capacité d’une charge glucidique a induire les taux de
GLP-1 circulants. Sous régime LF, la déficience en PLTP n’influe pas sur cet indice. Par contre,
sous régime HF, I’induction des quantités circulantes de GLP-1 en réponse a une charge

glucidique est significativement supérieure chez les souris PLTP KO (Figure 55H).
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Figure 55

Altération du métabolisme glucidique des souris PLTP KO

Evaluation du métabolisme glucidique chez des souris WT et PLTP KO aprés 4 mois de régime LF ou HF. Les
analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001. Les
valeurs sont les moyennes £ SEM (LF : n=8-12 WT et n=8-16 PLTP KO ; HF : n=12 WT et n=7-9 PLTP KO). A.
Test de tolérance orale au glucose (1,5g/kg) et suivi de la glycémie (g/L ; 120min). B. Aires sous les courbes de
POGTT (u.a. : unités arbitraires). C. Test de tolérance a I’insuline (0,5u/kg) et suivi de la glycémie (g/L ; 150min).
D. Aires sous les courbes de I'ITT (u.a. : unités arbitraires). E. Insulinémies (ng/mL) basales (T0) et 15 minutes
aprés un gavage au glucose a 1,5g/kg. F. Indice insulinogénique (ng/mg) entre TO et 15 minutes :
Ainsuline/Aglucose. G. Niveaux plasmatiques de GLP-1 actif (pM) en basal (T0) et 15 minutes aprés un gavage
au glucose a 1,5g/kg. F. Indice GLPique (pmol/g) entre TO et 15 minutes : AGLP-1/Aglucose.
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4. Les souris déficientes en PLTP ont un défaut de clairance des triglycérides

La PLTP est une protéine impliquée dans le métabolisme des lipoprotéines et donc dans
le métabolisme des lipides en général. L’accumulation de masse grasse PLTP-dépendante,
observée dans cette étude, pourrait donc étre expliquée par une perturbation de I’homéostasie
lipidique. Afin d’éclaircir ce point, nous avons réalisé des hyperlipémies forcées et nous avons

suivi la triglycéridémie des animaux WT et PLTP KO sous LF et sous HF (Figure 56).

A T’inverse de ce que nous avons observé avec une charge glucidique, une charge
lipidique s’accompagne de perturbations phénotypiques des souris PLTP KO, que ce soit sous
régime LF comme sous régime HF : elles présentent une accumulation de TG plasmatiques
(Figure 56A). Sous régime HF, si les souris WT présentent une « intolérance aux lipides »,
celle-ci est néanmoins plus importante chez les souris PLTP KO (Figure 56B). Le calcul des
aires sous les courbes démontre bien que la quantité totale de TG circulants pendant les 4 heures
de cinétique est supérieure chez les souris PLTP KO (Figure 56C). Cette accumulation de TG
observée chez les souris déficientes en PLTP pourrait avoir deux origines : une sécrétion
intestinale de CM accrue ou une réduction de la clairance des TG plasmatiques. Afin de tester
I’hypothése de la sécrétion intestinale, nous avons realisé la méme expérience que
précédemment mais en prétraitant cette fois les animaux avec un inhibiteur de la LPL (LPL.i).
La LPL est responsable de I’hydrolyse des TG circulants. Lorsqu’elle est inhibée, les TG
s’accumulent dans la circulation sanguine et la triglycéridémie postprandiale est donc
principalement le reflet de la sécrétion intestinale de CM. Dans ces conditions de clairance
bloguée, nous remarquons que quel que soit le régime, il n’y a plus aucune différence de
triglycéridémie entre les deux génotypes (Figures 56D et 56E). La quantité totale de lipides sur
les 4 heures de cinétique, déterminée par les aires sous les courbes, est identique pour les deux
génotypes (Figure 56F). Ces résultats suggérent que 1I’hypertriglycéridémie postprandiale des
souris PLTP KO n’est pas d’origine intestinale mais serait plutot le reflet d’un défaut de

clairance des TG alimentaires.
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Figure 56

Clairance des triglycérides alimentaires diminuée par la déficience en PLTP

Quantification des triglycérides plasmatiques (g/L) chez les souris WT et PLTP KO nourries pendant 4 mois avec
un régime LF ou HF, traitées ou non avec un inhibiteur de la LPL (LPLi ; injection IP de poloxamer 407 a 1mg/kg)
et gavées avec de I’huile de mais (500uL/animal). Les analyses statistiques ont été réalisées a ’aide du test de
Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM (LF : n=11 WT et n=12-
17 PLTP KO ; HF : n=12 WT et n=11-14 PLTP KO). A & B. Hyperlipémie induite par un gavage a I’huile et suivi
de la triglycéridémie pendant 4 heures. C. Aires sous les courbes des triglycéridémies des animaux traités par
gavage uniquement (u.a. : unités arbitraires). D & E. Hyperlipémie induite par un gavage a ’huile chez des
animaux préalablement traités avec un LPLi et suivi de la triglycéridémie pendant 4 heures. F. Aires sous les
courbes des triglycéridémies des animaux traités par gavage et LPLi (u.a. : unités arbitraires).
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Ce défaut de clairance des TG pourrait étre en lien avec la LPL. Aussi, nous avons
mesuré son expression génique dans différents organes (Figure 57). Sous régime LF,
I’expression de la LPL est significativement diminuée dans le foie et 1’iléon des souris PLTP
KO par rapport aux souris WT (Figure 57A). Ces diminutions de 1’expression génique de la
LPL chez les souris déficientes en PLTP pourraient contribuer au défaut de clairance de TG
observé chez ces souris. Toutefois, ces différences d’expression génique entre les deux
génotypes sont estompées par I’administration d’un régime riche en graisses alors que le défaut

de clairance des TG persiste (Figure 57B).
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L’expression genique de la LPL est diminuée dans les tissus des souris PLTP KO sous LF
Mesure de 1’expression génique de la LPL rapportée a ’expression de la 36B4 dans le foie, le tissu adipeux péri-
épididymaire, I’iléon et le muscle squelettique de souris WT et PLTP KO nourries pendant 4 mois avec un régime
LF (A) ou HF (B). Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Student apparié, *p<0,05. Les
valeurs sont les moyennes £ SEM (LF : n=10 WT et n=13 PLTP KO ; HF : n=11 WT et n=11 PLTP KO).
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5. Autres modifications lipidomiques observées chez les souris déficientes en PLTP

En période postprandiale, les CM sont la principale source de TG circulants. Cependant,
en période interprandiale, les TG plasmatiques proviennent également des VLDL sécrétés par
le foie. Afin d’évaluer cette production de VLDL hépatiques, nous avons réalise la méme
expérience que précédemment, mais cette fois sur des animaux a jeun et en absence de gavage
lipidique. Les animaux étant a jeun, 1’accumulation de TG provoquée par I’inhibition de la LPL
est donc majoritairement le reflet de la sécrétion hépatique de VLDL. Comme le montre la
Figure 58, nous n’avons pas observé de différences majeures de triglycéridémie entre les deux
génotypes, que ce soit sous régime LF (Figure 58A) ou sous regime HF (Figure 58B). Les souris
déficientes en PLTP semblent produire plus de VLDL mais cela n’est que ponctuel. Par contre,
nous remarquons que 1’administration d’un régime HF diminue la production de VLDL chez

les animaux WT uniquement (Figure 58C).
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La déficience en PLTP ne modifie pas la sécrétion hépatique des VLDL

Quantification des TG plasmatiques (g/L) chez les souris WT et PLTP KO nourries pendant 4 mois avec un régime
LF ou HF et traitées avec un inhibiteur de la LPL (LPLi ; injection IP de poloxamer 407 a 1mg/kg). Les analyses
statistiques ont été réalisées a I’aide du test de Student apparié, **p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les
moyennes + SEM (LF : n=11 WT et n=12-17 PLTP KO ; HF : n=12 WT et n=11-14 PLTP KO). A & B. Mesure
de la triglycéridémie pendant 4 heures aprés une injection de LPLi chez des animaux a jeun. C. Aires sous les
courbes des triglycéridémies des animaux (u.a. : unités arbitraires).
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La déficience en PLTP provoque donc d’importantes modifications du métabolisme
lipidique. Pour étudier celles-ci plus en détail, nous avons réalisé, en collaboration avec le
Docteur I. Dugail (UPMC, Paris), des analyses lipidomiques. Les différentes classes de
phospholipides et de sphingolipides ont été quantifiées chez les animaux WT et PLTP KO
nourris avec un régime LF ou HF. La Figure 59 représente les résultats sous forme de ratios des
concentrations (PLTP KO / WT) et montre que le lipidome des souris est fortement altéré a la
fois par la déficience en PLTP et a la fois par ’administration d’un régime hyperlipidique.
Concernant les quantités plasmatiques de phospholipides, nous remarquons que sous regime
contrdle, les souris déficientes en PLTP ont significativement moins de phospholipides que les
souris WT. Cela est valable pour toutes les classes de phospholipides sauf pour les
phosphatidylsérines, qui elles ont tendance a étre augmentées chez les souris PLTP KO (Figure
59A). Ces différences entre les deux génotypes sont considérablement réduites lors de
I’administration d’un régime HF (Figure 59B). La quantification des sphingolipides
plasmatiques chez les souris nourries avec un régime LF démontre une diminution des
sphingomyélines chez les souris PLTP KO, alors que les niveaux de céramides ne sont pas
impactés par le génotype (Figure 59C). Il en résulte donc une augmentation relative du taux de
céramides chez les souris PLTP KO nourries avec un régime LF. De nouveau, I’administration
d’un régime riche en graisses estompe la différence concernant les sphingomyélines. Par contre,
le taux de céramides plasmatiques des souris déficientes en PLTP devient significativement

supérieur a celui des souris WT (Figure 59D).
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Lipidome fortement altéré par la déficience en PLTP et le regime HF

Quantification des différentes classes de phospholipides (A & B) et de sphingolipides (C & D) chez les souris
WT et PLTP KO nourries pendant 4 mois avec un régime LF ou HF respectivement. Les analyses statistiques ont
été réalisées a 1’aide du test de Student apparié, *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes
+ SEM (LF : n=4 dans chaque groupe ; HF : n=5 dans chaque groupe). Pour chaque classe de molécule, les
résultats sont exprimés comme le ratio des concentrations observées chez les souris PLTP KO (nmol/mL) sur la
moyenne des concentrations calculées chez les souris WT (nmol/mL). Phospholipides : phosphatidylcholine (PC),
lysophosphatidylcholine (LPC), phosphatidylinositol (P, phosphatidyléthanolamine (PE),
lysophosphatidyléthanolamine (LPE), phosphatidylsérine (PS), phosphatidylglycérol (PG) et acide
phosphatidique (PA). Sphingolipides : sphingomyéline (SM) et céramides (Cer).

6. L’absence de PLTP ne modifie pas I’endotoxémie totale

La déficience en PLTP entraine un ralentissement de la détoxification des LPS ainsi
qu’une sensibilité accrue a ces molécules (Gautier et al., 2008). Les régimes riches en graisses
augmenteraient légérement les niveaux plasmatiques de LPS et cette endotoxémie qualifiée de

« métabolique » contribuerait a ’apparition des maladies métaboliques (Cani et al., 2007a).
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Nous avons donc fait I’hypothése que les souris PLTP KO seraient plus sensibles a
I’administration d’un régime riche en graisses : hypothese qui a été confirmée dans les résultats
décrits ci-dessus. Pour pouvoir associer les altérations métaboliques des souris PLTP KO sous
régime HF a une potentielle hausse de I’endotoxémie, nous nous sommes intéressés a leur profil
inflammatoire (Figure 60). Premic¢rement, 1’endotoxémie a été mesurée chez les animaux
nourris, soit avec le régime LF, soit avec le régime HF. Les niveaux de LPS sanguins ont été
déterminés via la mesure du 3-HM par HPLC/MS/MS (Figure 60A). Quel que soit le régime,
aucune différence n’a été observée entre les deux génotypes. Le régime HF lui-méme n’entraine
d’ailleurs pas d’augmentation de I’endotoxémie. La mesure du 3-HM par HPLC/MS/MS
permet de connaitre la quantité totale de LPS circulants. Elle ne permet cependant pas de faire
la distinction entre les LPS libres biologiquement actifs, et les LPS associés aux lipoprotéines
dont I’activité pro-inflammatoire a été neutralisée. Les cytokines plasmatiques ont été
quantifiées car elles sont représentatives du statut inflammatoire (Figure 60B) : seuls I’IL-10 et
le TNFa, respectivement une cytokine anti- et une cytokine pro-inflammatoire, apparaissent
comme étant significativement augmentés chez les souris PLTP KO sous HF. Ainsi, hormis
une légere modification du profil cytokinique, la déficience en PLTP ne semble pas avoir une

grande influence sur le statut inflammatoire des animaux.
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La déficience en PLTP ne modifie que trés peu le statut inflammatoire sous HF

Evaluation du statut inflammatoire des souris WT et PLTP KO nourries avec un régime HF ou LF pendant 4 mois.
Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié¢, NS : non significatif, *p<0,05 et
***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM (n=11-12 WT et n=10-11 PLTP KO). A. Quantification des
LPS sanguins via la mesure du 3-HM par HPLC/MS/MS (ng/mL). B. Quantification de différentes cytokines
plasmatiques chez les animaux nourris avec un régime HF : IFNy, IL-1p, IL-6, IL-10, MCP-1, TNFa (pg/mL).
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I11. Discussion

Nous montrons dans cette étude que les souris déficientes en PLTP sont plus sensibles
a ’administration d’un régime riche en graisses que les souris sauvages : elles prennent plus de
masse corporelle, développent une plus forte intolérance au glucose et deviennent plus
résistantes a I’insuline. Quel que soit le régime, I’absence d’une PLTP fonctionnelle est associée
a une augmentation de 1’adiposité ainsi qu’a une forte altération du métabolisme des lipides. Ce
défaut de prise en charge des composés lipidiques pourrait en partie expliquer les dégradations
phénotypiques observées sous régime HF. L’endotoxémie totale étant identique entre les deux
génotypes, ce facteur ne semble pas étre impliqué dans ’apparition des désordres métaboliques

initiés par le régime riche en graisses.

Les résultats de cette étude montrent donc que, sous régime HF, la masse corporelle des
souris déficientes en PLTP se développe plus rapidement que celle des souris sauvages.
Cependant, cette prise de masse sous HF n’est pas associée a une prise alimentaire plus
importante, au contraire. Si au quotidien la prise alimentaire n’est pas significativement
différente entre les deux génotypes, celle des souris déficientes en PLTP est toujours légérement
inférieure a celle des souris sauvages. Ainsi, cette différence journaliere minime, cumulée sur
les 4 mois de régime, devient conséquente et, sous régime HF, les souris PLTP KO ont une
prise alimentaire globale finalement plus faible que les souris WT. Cette disparité entre I’apport
énergétique et la prise de masse corporelle est d’ailleurs mise en avant par le calcul de
I’efficacité alimentaire : il montre qu’effectivement les souris PLTP KO sont plus efficaces
pour transformer les kilocalories ingérées en grammes de masse corporelle, c¢’est-a-dire pour
stocker 1’énergie. Les pertes fécales en lipides étant identiques entre les deux genotypes, cela
illustre une capacité d’absorption énergétique similaire. Ainsi, étant donné que « rien de se perd,
rien ne se crée, tout se transforme » (Anaxagore et Lavoisier), nous pouvions imaginer que
I’absence de PLTP serait aussi associée a une réduction de la dépense énergétique. Or, de fagcon
surprenante, nous obtenons les mémes valeurs de dépense énergétique pour les deux génotypes.
Toutefois, quatre parametres peuvent interférer avec ces résultats. Premiérement, la mesure est
effectuée dans des locaux différents et dans des cages spécifiques dans lesquelles les animaux

sont individualisés. Méme si une période d’acclimatation est prévue, I’environnement différent
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peut fortement moduler le comportement des animaux. Deuxiemement, la mesure de la dépense
énergétique a été effectuée sur 24 heures. Or, comme nous 1’avons vu pour la prise alimentaire,
cela n’est peut-étre pas suffisant pour observer des différences entre les deux genotypes. Une
dépense énergétique légerement plus faible pourrait étre insignifiante au quotidien mais avoir
des conséquences sur le plus ou moins long terme. Troisiemement, cette évaluation de la
balance énergétique ne prend pas en consideration la possible implication du microbiote
intestinal : celui-ci peut consommer ou au contraire apporter de 1’énergie. Le microbiote des
souris PLTP KO pourrait ainsi produire davantage d’énergie disponible pour son hdte sans que
cela ne transparaisse dans la mesure de la balance énergétique. Quatrieme parametre et pas des
moindres, les souris PLTP KO ont une adiposité plus développée et le tissu adipeux est connu
pour étre métaboliquement peu actif. La mesure de la dépense énergétique doit donc étre ajustée
a cette disparité morphologique. Or, les techniques d’ajustement sont encore beaucoup
discutées a 1’heure actuelle et aucun consensus ne semble reellement émerger (Even &
Nadkarni, 2012).

Effectivement, quel que soit le régime, les souris déficientes en PLTP disposent de plus
de masse grasse totale que les souris sauvages. Cela s’illustre d’ailleurs par une stéatose
hépatique et une hypertrophie adipocytaire viscérale plus développées en 1’absence de PLTP.
Cette différence d’adiposité pourrait d’ailleurs contribuer a la plus forte altération du
métabolisme glucidique observée chez les souris PLTP KO sous régime HF. En effet,
I’expansion du tissu adipeux et le dépdt de graisses ectopiques sont associés a une lipotoxicité
propice au développement de [I’insulino-résistance (Samuel & Shulman, 2012).
L’hyperglycémie basale observée chez les souris nourries avec un régime HF démontre que le
stade de DT2 a été atteint pour les deux génotypes ; les animaux ne sont plus capables de réguler
correctement leur glycémie. Pour les souris sauvages, cette perte de capacité de régulation
pourrait s’expliquer par I’insulino-résistance couplée a un début d’insulinopénie. En effet,
celles-ci présentent un indice insulinogénique plus faible sous régime HF. La capacité de leurs
cellules B pancréatiques a sécréter de 1’insuline en réponse a une charge glucidique est donc
plus faible. Toutefois, chez les souris PLTP KO, le régime HF n’a pas d’impact sur la fonction
de leurs cellules . Cette préservation de la fonction pancréatique pourrait étre liée aux taux
plasmatiques de I’incrétine GLP-1. En effet, la capacité d’une charge glucidique a induire les

taux plasmatiques de cette hormone est significativement supérieure chez les souris PLTP KO
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nourries avec un régime HF. Les souris déficientes en PLTP, qui ont une meilleure fonction f3
pancréatique en temps normal, pourraient la préserver des effets déléteres du régime HF via le

GLP-1 insulinotropique.

Cette meilleure fonction  pancréatique des souris déficientes en PLTP, quel que soit le
régime, est d’ailleurs assez intrigante. Malgré leur forte capacité a sécréter de I’insuline en
réponse a des modulations glycémiques et malgré la préservation de cette fonction P
pancréatique sous régime HF, ce sont quand méme ces souris qui deviennent plus intolérantes
au glucose et insulino-résistantes, lors de I’administration d’un régime HF. Cette fonction
pancréatique se traduit d’ailleurs par une tendance a I’augmentation de 1’insulinémie basale
ainsi qu’une augmentation significative de la SISG chez ces animaux. L’hypersécrétion
d’insuline ne pourrait-elle pas contribuer aux altérations phénotypiques observées ? Cette
interrogation quant au role de I’insuline dans la pathogenése du DT2 est d’ailleurs le fondement
du syndrome hyperinsulinémique. Selon ce concept, la résistance a 1’insuline serait initiée par
une hypersécrétion de cette hormone (Corkey, 2012; Kelly et al., 2014). Du fait de sa charge
calorique importante, le régime HF stimule davantage la sécrétion d’insuline quotidienne que
le régime LF. La meilleure fonctionnalité des cellules  pancréatiques observée chez les souris
PLTP KO est alors exacerbée par le régime HF. Cela pourrait ainsi participer au développement
de leur plus forte insulino-résistance. De plus, I’insuline est connue comme étant une hormone
anabolisante. Elle favorise donc, notamment, le stockage dans le tissu adipeux sous forme de
graisses et inhibe sa lipolyse. La meilleure fonction pancréatique des souris PLTP KO pourrait

donc aussi contribuer a leur forte adiposité et in fine a I’insulino-résistance.

Au départ, nous avons choisi de travailler sur le modéle de souris PLTP KO car, du fait
de leur moindre capacité de détoxification des LPS, elles sont également plus sensibles a leurs
effets pro-inflammatoires (Gautier et al., 2008). Nous faisions I’hypothése que si le régime HF
augmente 1’endotoxémie et que cela contribue a 1’apparition des désordres métaboliques, alors
les souris PLTP KO seraient également plus sensibles aux conséquences déléteres d’un régime
riche en graisses. Nous avons effectivement observé une sensibilité accrue des souris PLTP KO
a ’administration d’un régime HF. Cependant, nous n’avons pas observé de différence
d’endotoxémie entre les deux génotypes. Nous n’avons d’ailleurs pas non plus observé de
différence d’endotoxémie entre les animaux nourris avec un régime LF et les animaux nourris

avec un régime HF. Dans nos conditions, I’administration d’un régime hyperlipidique n’est
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donc pas associée & une augmentation des niveaux sanguins de LPS, que ce soit chez les
animaux sauvages comme chez les animaux PLTP KO. La hausse des LPS plasmatiques et la
sensibilité accrue des souris PLTP KO a ces molécules pro-inflammatoires ne semblent donc
pas participer a Iinitiation des désordres métaboliques induits par le régime HF.
L’hyperinsulinémie des souris PLTP KO sous régime HF peut certes étre la conséquence d’une
stimulation par le GLP-1 mais ne serait pas associée a la cascade de régulation LPS / GLP-1/
insuline (Nguyen et al., 2014). Toutefois, les dosages de LPS ont été réalisés dans du sang total,
sans faire de distinction entre les LPS de la fraction libre biologiquement actifs et les LPS
inactivés par leur liaison aux lipoprotéines circulantes. La PLTP étant justement impliquée dans
ce transfert des LPS sur les lipoprotéines (Hailman et al., 1996), il serait intéressant de
quantifier les endotoxines dans les différentes fractions lipoprotéiques. En effet, il a été montre
que, suite a une administration aigué ou chronique de LPS, les souris déficientes en PLTP
présentent une moindre quantité de LPS dans la fraction HDL, suggérant ainsi que la proportion
de LPS actif pourrait étre supérieure chez ces souris (Gautier et al., 2008; Nguyen et al., 2014).
L’éventuelle augmentation des taux de LPS actifs chez les souris PLTP KO nourries avec un
régime HF pourrait, via le GLP-1, stimuler la sécrétion d’insuline sans que cela ne se répercute
sur I’endotoxémie. La pertinence de cette cascade LPS / GLP-1 / insuline serait donc a

approfondir chez les souris PLTP KO.

La dégradation du phénotype des animaux déficients en PLTP sous régime HF pourrait
également étre la conséquence de ’altération de leur métabolisme lipidique. La déficience en
PLTP est associée a une augmentation des céramides plasmatiques sous régime HF. Cela
pourrait contribuer a I’altération du métabolisme glucidique de ces souris car les céramides sont
connus pour étre associés avec le développement de 1’insulino-résistance (Chavez & Summers,
2012). Nos résultats d’hypertriglycéridémie forcée montrent une diminution de 1’absorption /
sécretion intestinale des CM chez les animaux nourris avec un regime HF, indépendamment du
génotype. Cette observation est en accord avec les données de la littérature montrant que
I’administration chronique d’un régime hyperlipidique réduit cette capacité intestinale (Petit et
al., 2007). Toutefois, I’hypertriglycéridémie postprandiale est plus prononcée chez les souris
PLTP KO. Elle n’est pas provoquée par une €lévation de la sécrétion intestinale des CM mais
serait la conséquence d’un défaut du catabolisme des TG. Nous avons mis en évidence que,

sous LF, la déficience en PLTP est associée a une réduction de I’expression génique de la LPL
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intestinale, musculaire et hépatique. Cette différence génotypique observée sous LF est
toutefois complétement masquée par 1’administration d’un régime HF alors que la différence
d’hypertriglycéridémie postprandiale persiste. Il serait intéressant de quantifier les activités
LPL et HL chez ces animaux, méme si I’expression génique de cette derniére n’est pas modifiée
(donnée non présentée). Pour finir, nous avons également observé que, sous LF, les souris PLTP
KO ont moins de phospholipides que les souris WT et, de nouveau, cela s’amenuise avec
I’administration d’un régime HF. Ces modifications phospholipidiques pourraient aussi
participer a la perturbation de la clairance des TG en entrainant un remaniement des

lipoprotéines et une possible altération des échanges avec la LPL.

En conclusion, dans cette étude nous montrons pour la premiére fois que les souris
déficientes en PLTP sont plus sensibles a 1’administration d’un régime obésogene. Ces
altérations phénotypiques seraient plus probablement liées a I’implication de cette protéine dans
le métabolisme lipidique, plutot qu’a son réle de détoxification des LPS. En effet, nous n’avons
pas pu mettre en évidence de différence d’endotoxémie entre les deux génotypes. Par contre,
nous montrons que la déficience en PLTP est associée a une altération du métabolisme lipidique
et notamment un ralentissement de la clairance des TG. Cette perturbation métabolique est donc
forcément davantage sollicitée lors d’un régime riche en graisses et pourrait ainsi expliquer la

sensibilité des souris PLTP KO aux effets de ce régime.
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V. Perspectives

1. Quelles seraient les perspectives a court terme ?

Certains parametres doivent encore étre détermines sur le matériel biologique issu des
expériences précédentes. Il faudrait premierement doser les LPS dans les différentes fractions
lipoprotéiques afin de connaitre le ratio LPS biologiquement actifs / LPS inactivés. Pour cela,
il faut séparer les différentes fractions lipoprotéiques plasmatiques par ultracentrifugation et
quantifier le 3-HM dans chacune de ces fractions. Deuxiéemement, il faudrait explorer les
origines du défaut de clairance des TG des souris PLTP KO. Y a-t-il moins de LPL
plasmatique ? La LPL est-elle moins active ? Ou bien ce défaut de clairance des TG est-il
engendré par une étape en aval de I’activité LPL ? Ce sont toutes des questions auxquelles il

faudrait essayer de répondre en commengant notamment par doser I’activité LPL plasmatique.

2. Quels seraient les effets d’une infusion de LPS chez des souris PLTP KO sous HF ?

Nous montrons que les altérations phénotypiques induites par le régime HF ne sont pas
la conséquence d’une augmentation de 1’endotoxémie, que ce soit chez les souris sauvages
comme chez les souris PLTP KO. Etant donné que le régime HF n’a pas d’effet sur
I’endotoxémie, il n’est donc pas suffisant pour étudier les effets d’une hausse des taux de LPS
plasmatiques. Dans ce contexte et afin d’exacerber les conséquences de la déficience en PLTP,
nous pouvons envisager d’implanter des pompes osmotiques permettant une infusion de LPS a
des animaux PLTP KO sous régime HF. Une expérience préliminaire a déja été réalisée dans
ce sens. Des premiers résultats montrent que les effets d’une infusion continue de LPS a
10pg/kg/jour pendant 28 jours chez les souris déficientes en PLTP sont différents de ceux
obtenus chez les souris WT : i) pas de hausse des taux circulants de GLP-1 actif basal, ii) pas
de diminution de la masse du TAPE et iii) pas d’amélioration du métabolisme glucidique
(données non présentées). Les souris PLTP KO avec et sans infusion de LPS présentent des
taux de GLP-1, une tolérance au glucose et une sensibilité a 1’insuline identiques. Les effets
d’une infusion continue de LPS nécessiteraient donc la présence d’une PLTP fonctionnelle. Par

quels mécanismes la PLTP pourrait-elle contribuer a ces effets LPS-dépendants ?
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3. La PLTP contribuerait-elle a prévenir les maladies métaboliques ?

Les régimes LF et HF administrés aux souris WT et PLTP KO pendant 4 mois montrent
que le régime hyperlipidique augmente le GLP-1 actif basal chez les souris sauvages alors qu’il
n’a pas d’effet chez les souris déficientes en PLTP (Figure 55). De plus, I’expérience d’infusion
continue de LPS (10ug/kg/jour) chez les souris WT et PLTP KO, mentionnée ci-dessus,
démontre que les LPS augmentent le taux basal de GLP-1 actif chez les souris sauvages mais
n’ont pas d’effets chez les souris PLTP KO. Ainsi, comme le schématise la Figure 61, chez les
souris sauvages le régime HF et I’infusion continue de LPS augmentent le GLP-1 actif.
Cependant chez les souris PLTP KO, ni le régime HF, ni I’infusion de LPS n’ont d’effet sur le
GLP-1 actif plasmatique. La PLTP pourrait donc étre un intermédiaire entre régime HF, LPS

et GLP-1. Pourrait-elle aussi étre impliquée dans les autres effets ?

Régime HF /' GLP-1 actif
WT
Infusion LPS 7' GLP-1 actif
Régime HF GLP-1 actif
PLTP KO
Infusion LPS GLP-1 actif

Figure 61
Le regime HF et ’infusion de LPS n’augmentent pas le GLP-1 actif en absence de PLTP

L’administration d’un régime HF pendant 4 mois ou I’infusion de LPS pendant 28 jours augmentent les taux
circulants de GLP-1 actif uniquement chez les souris sauvages (WT). La déficience en PLTP (PLTP KO) ne
permet pas ces effets du régime obésogene et de ’infusion de LPS.

L’absence de PLTP rend les souris plus sensibles aux effets d’un régime riche en
graisses. Au contraire, I’infusion de LPS chez des souris sauvages améliore les conséquences
déléteres de ce genre de régime. Toutefois, ces effets dépendants des LPS ne sont a priori pas
observés chez des souris déficientes en PLTP. L’activité PLTP pourrait-elle contribuer aux

conséquences d’une infusion continue de LPS ? Des résultats préliminaires obtenus au
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laboratoire confirment cette hypothese (Figure 62). En effet, I’infusion de doses croissantes de
LPS augmente I’endotoxémie de fagon croissante (Figure 62A) et I’activité PLTP de fagon dose
dépendante (Figure 62B). De plus, endotoxémie et activité PLTP apparaissent comme étant
positivement corrélées : plus I’endotoxémie est élevée plus ’activité PLTP est importante
(Figure 62C). Les animaux infusés aux LPS ont de surcroit une augmentation de 1’expression
génique de la PLTP dans plusieurs tissus : TAPE, foie, muscle squelettique et iléon (Figure
62D). Pour finir, le dernier argument permettant de conforter cette hypothese est en lien avec
I’adiposité. En effet, ’expression de la PLTP dans le tissu adipeux influe sur son métabolisme
(Jiang et al., 2015) et ce dernier semble étre au coeur de nos observations : une accumulation de
masse grasse chez les souris PLTP KO et une diminution de cette masse grasse, et notamment

celle du TAPE, par I’infusion continue de LPS chez des souris sauvages.
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Figure 62

L'infusion de LPS augmente l'expression génique et I’activité de la PLTP

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du test de Student apparié ou du test de corrélation de Spearman,
*p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001. Les valeurs sont les moyennes + SEM. A, B & C. Respectivement LPS
plasmatiques (3-HM en ng/mL), activité PLTP (u.a. : unités arbitraires) et corrélation entre ces deux parametres
chez des souris infusées avec du NaCl en contrdle ou des LPS pendant 11 jours (1, 3 et 5mg/kg/jour ; implantation
en sous-cutané ; n=5-6 dans chaque groupe). D. Mesure de I’expression génique de la PLTP rapportée a
I’expression de la 36B4 dans le tissu adipeux péri-€pididymaire, le foie, le muscle squelettique et 1’iléon chez des
souris infusées avec du NaCl en contrdle ou des LPS pendant 28 jours (300ug/kg/jour ; implantation IP ; n=14-16
contrdles et n=9-11 LPS).
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La PLTP est connue pour étre associée aux maladies métaboliques : i) son activité est
augmentée chez les patients DT2 et chez les obeses (Dullaart et al., 1994, 2007; Murdoch et
al., 2000; Kaser et al., 2001) et ii) elle est considérée comme un facteur de risque d’apparition
du DT2 (Abbasi et al., 2015). Ces études présentent la hausse de ’activité PLTP comme un
facteur contribuant a 1’apparition des maladies métaboliques. Cependant, selon ces travaux de
these, la PLTP permettrait de prévenir les effets d’un régime obésogéne. Dans ce sens, une
étude de 2005 montre que le polymorphisme du gene codant pour la PLTP humaine est associé
a un tour de taille augmenté et un risque accru de devenir obese (Bossé et al., 2005). Nous
pouvons donc nous poser la question du réle de la PLTP dans le développement des maladies
métaboliques. L’augmentation de I’activité PLTP prédispose-t-elle a I’installation des maladies
métaboliques ou au contraire, aurait-elle une finalité protectrice en étant induite par le

développement de ces pathologies (Figure 63) ?

Conséquences délétéres du régime HF HypotbéSe
: Régime HF chez
I souris WT +
infusion continue
de LPS

Régime HF chez
souris WT

Régime HF chez
souris PLTP KO
LPs A activité PLTP

Figure 63

Hypothése d’une activité PLTP protectrice

L’administration d’un régime riche en graisses (HF) a des souris déficientes en PLTP (PLTP KO) a des
conséquences plus délétéres que I’administration de ce méme régime a des souris sauvages (WT) disposant d’une
PLTP fonctionnelle. L’activité PLTP semble donc étre associée a une diminution des effets du régime HF. Ces
effets sont encore moins prononcés chez des animaux sauvages ayant une activité PLTP augmentée par une
infusion de LPS. Ainsi, plus I’activit¢ PLTP augmente, moins les effets délétéres du régime HF sont prononcés.
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4. Y aurait-il un lien entre PLTP et fonction pancréatique ?

Nous montrons dans cette étude que les souris PLTP KO disposent d’une meilleure
fonction B pancréatique, et cela quel que soit le régime. Pour une méme charge glucidique, les
souris PLTP KO sécretent plus d’insuline que les souris WT. Nous faisons alors 1’hypothése
qu’il pourrait y avoir un lien direct entre PLTP et métabolisme pancréatique. A notre
connaissance, une seule é¢tude associe PLTP et pancréas en reliant I’activité de cette enzyme au
risque de développer une pancréatite (Saunders et al., 2010). L’effet de la PLTP sur la fonction
pancréatique pourrait étre relayé par les lipoprotéines circulantes. La PLTP est fortement
impliquée dans le remodelage des HDL et ces derniers sont connus pour influencer la sécrétion
d’insuline. L’interaction entre les apolipoprotéines des HDL et les récepteurs ATP binding
cassette (ABC) Al et G1 des cellules B en culture induit une sécrétion d’insuline (Fryirs et al.,
2010). Des souris présentant une délétion du recepteur ABCAL spécifiquement dans les cellules
B présentent une accumulation de cholestérol dans ces cellules ainsi qu’un défaut de SISG
(Brunham et al., 2007). Toutefois, les souris PLTP KO ont moins de HDL circulants mais ont
également une amélioration de la fonction  pancréatique. L’apolipoprotéine A-l présente sur
les HDL est connue pour stimuler la production de prostaglandines E> (PGE.) dans les
monocytes humains en culture (Kim et al., 2005). Or, in vivo chez I’'Homme, I’infusion de PGE>
réduit la SISG (Robertson & Chen, 1977). Les cellules B en culture sont capables de produire
des PGE: et leur sécrétion d’insuline est plus importante lorsque la voie de synthése de ces
molécules est pharmacologiquement bloquée (Tran et al., 1999). Les prostaglandines sont
produites a partir des phospholipides intracellulaires. La PLTP pourrait donc également jouer
un réle directement dans les cellules du pancréas. En effet, la PLTP est connue pour étre
fortement exprimée dans cet organe (Pussinen et al., 1997). Nous pouvons donc imaginer que
la génération d’un KO pour cette protéine puisse avoir des conséquences physiologiques non
négligeables dans le pancréas. Les phospholipides ont été décrits comme participant activement
a ’exocytose des granules d’insuline. En effet, lors d’une stimulation avec du glucose, il a été
montré des remaniements membranaires au niveau de ces granules de secrétion et notamment
des modifications dans le contenu en phospholipides. Cela permet de favoriser la fluidité
membranaire, la fusion des membranes et donc 1’exocytose. Les phospholipides fortement
augmentés dans les vésicules de sécrétion suite a une stimulation avec du glucose sont les

phosphatidylsérines : étant chargées négativement, elles facilitent I’interaction avec les
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protéines responsables de 1’exocytose, qui elles, sont chargées positivement (MacDonald et al.,
2015). Or, nous avons vu dans cette étude que sous régime LF, la déficience en PLTP entraine
une forte diminution de toutes les classes de phospholipides sauf les phosphatidylsérines. Cela
pourrait donc participer a I’amélioration de la fonction B pancréatique observée chez ces souris.

Ainsi, au vu de nos résultats, il serait intéressant d’approfondir cette piste.
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Les résultats obtenus au cours de ce doctorat et décrits dans cette thése ont été
synthétisés dans la Figure 64. D un point de vue mécanistique, nous avons montré que les LPS
sont capables d’augmenter la sécrétion de GLP-1 en stimulant directement le récepteur TLR4
des EEC. Cette nouvelle voie de sécrétion du GLP-1 par les LPS serait donc a ajouter a celles
connues a I’heure actuelle : nutriments, hormones... Nous montrons que les EEC de type L
pourraient étre impliquées dans la détection précoce d’une altération de la barriére intestinale
telle qu’elle est observée lors d’une I/R mésentérique. En effet, chez la souris, le GLP-1
circulant est trés rapidement augmenté suite a une I/R meésentérique, avant méme que
I’endotoxémie ne soit modifiée. Les LPS, trés nombreux dans la lumiere intestinale, ne
stimulent la sécrétion de GLP-1 qu’en conditions physiopathologiques, aprés une dégradation
de la perméabilité intestinale. IIs sont d’ailleurs impliqués dans la sécrétion précoce de GLP-1
lors d’une I/R mésentérique : la réduction des niveaux de LPS endogenes ou 1’antagonisation
de leurs effets diminue I’induction du GLP-1 en réponse a une I/R mésentérique. Etant produit
par des cellules encore fonctionnelles, le GLP-1 est donc un marqueur précoce d’une altération
de la barriere intestinale. Nous montrons de plus que la capacité des LPS a stimuler la sécrétion
de cette hormone est aussi fonctionnelle chez I’Homme. Le GLP-1 pourrait donc étre un outil
clinique prometteur de diagnostic de I’'T/R mésentérique. Des études sont néanmoins nécessaires
et sont actuellement en cours au laboratoire pour déterminer si, chez I’Homme, une altération

de la barriere intestinale s’accompagne d’une augmentation de la sécrétion de GLP-1.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié les effets d’une augmentation de
I’endotoxémie sur 1’installation des maladies métaboliques que sont 1’obésité et le DT2. Les
LPS étant capables de stimuler la sécrétion d’insuline via une augmentation du GLP-1 circulant,
nous voulions étudier les conséquences au long terme et sous régime hyperlipidique de cette
cascade LPS / GLP-1/insuline. Pour cela, nous avons utilisé deux modeles : le premier permet
une augmentation expérimentale de I’endotoxémie via I’infusion continue d’une faible dose de
LPS, et le deuxiéme génére une augmentation « endogene » de I’endotoxémie ou plutdt une
sensibilisation aux LPS, via I'utilisation de souris déficientes en PLTP. Dans nos conditions, la
legere augmentation des taux plasmatiques de LPS, induite par une endotoxémie expérimentale,
n’est pas associée & une aggravation des conséquences délétéres d’un régime hyperlipidique.
Au contraire, pour une méme prise alimentaire, les animaux infusés aux LPS disposent de moins

de masse grasse. lls présentent de plus une amélioration de leur métabolisme glucidique, a
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laquelle contribue certainement I’augmentation de 1’utilisation musculaire du glucose observée
chez ces animaux. Les souris déficientes en PLTP sont plus sensibles aux effets déléteres du
régime riche en graisses que les souris sauvages : augmentation de la masse corporelle et
dégradation du métabolisme glucidique plus prononcées. L’absence d’une PLTP fonctionnelle
est associée a une augmentation de 1’adiposité ainsi qu’a une forte altération du métabolisme
des lipides, quel que soit le régime. Ce défaut de prise en charge des composes lipidiques
pourrait en partie expliquer les dégradations phénotypiques observées sous regime HF.
L’endotoxémie totale étant identique entre les deux génotypes, ce facteur ne semble pas étre
impliqué dans 1’apparition des désordres métaboliques initiés par le régime riche en graisses.
Cette expérience nous montre de plus que, dans nos conditions, I’administration d’un régime
riche en graisses n’entraine pas d’augmentation de 1’endotoxémie, que ce soit chez les souris

PLTP KO ou chez les souris sauvages.

Ces travaux de these, intitulés « lipopolysaccharides et glucagon-like peptide 1 : des
mécanismes moléculaires a la physiopathologie », apportent donc les réponses a certaines
questions mais sont aussi a 1’origine de nouvelles interrogations. La partie mécanistique décrit
la nature des liens entre les LPS et le GLP-1 mais pose la question de la pertinence
physiologique de cette cascade LPS / GLP-1. Cette hormone intestinale initialement connue
pour son réle dans le métabolisme glucidique est de plus en plus décrite, dans la littérature
scientifiqgue, comme un agent anti-inflammatoire. Les LPS étant de puissantes molécules pro-
inflammatoires, la production de GLP-1 en réponse aux LPS pourrait s’inscrire dans un
processus de régulation de I’inflammation, locale ou systémique. La deuxiéme partie, plus
physiologique, s’inscrit dans la controverse actuelle concernant I’existence de 1’« endotoxémie
métabolique » induite par un régime riche en graisses et les effets métaboliques délétéres de
cette endotoxémie. Nos résultats apportent une preuve scientifique supplémentaire pour étayer
cette controverse. Ils montrent que : i) le régime hyperlipidique n’augmente pas 1I’endotoxémie
et ii) I’infusion continue de LPS augmente certes le statut inflammatoire des animaux, mais
n’entraine pas de prise de masse grasse ou d’altération du métabolisme glucidique. L absence
de PLTP rend les animaux plus sensibles aux consequences délétéres du regime hyperlipidique
sans que leur endotoxémie ne soit pour autant modifiée. L’activité PLTP étant connue pour étre
modulée lors des maladies métaboliques telles que 1’obésité et le DT2, cela ouvre des

perspectives de recherche visant a déterminer son implication dans ces pathologies.
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Figure 64

Vue d’ensemble des résultats de thése
Cette figure représente de maniére schématique et synthétique les résultats décrits dans les deux parties de ces

travaux de thése.

Abréviations : I/R — ischémie/reperfusion ; LPS — lipopolysaccharides ; EEC — cellules entéroendocrines ; PLTP
KO - plasma phospholipid transfer protein knockout (souris déficientes en PLTP) ; WT — wild-type (souris
sauvages) ; HF — high-fat (régime riche en graisses) ; GLP-1 — glucagon-like peptide 1.
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