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Résumé

L’obésité prédispose à un ensemble de pathologies sévères telles que le diabète de type

2 et les NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease). Ces pathologies sont caractérisées par

une insulino-résistance et une inflammation systémique de bas grade. Récemment, des élé-

ments ont suggéré que ces pathologies sont associées à une dysbiose du microbiote intestinal.

En effet, il a été montré que l’administration d’antibiotiques, de probiotiques ou de pré-

biotiques entraîne une diminution de cette inflammation et une amélioration des paramètres

métaboliques. Par ailleurs, il a été constaté que les souris dépourvues de microbiote intestinal

(axéniques) sont protégées contre le développement de l’obésité et de l’insulino-résistance.

L’objectif de ce travail a donc été i) d’étudier dans quelle mesure l’absence de microbiote

intestinal conditionne la réponse métabolique à un régime hyper-lipidique par rapport à un

régime standard, ii) de déterminer s’il est possible de transférer la prédisposition aux troubles

métaboliques associés à l’obésité par un transfert (transplantation de microbiote intestinal).

Nous avons dans un premier temps comparé la réponse à un régime hyper-lipidique

de souris conventionelles et de souris axéniques, dépourvues de microbiote intestinal. Nous

avons constaté que les souris axéniques sont effectivement résistantes à l’obésité et l’insulino-

résistance induites par un régime hyper-lipidiques. Toutefois, elles ne sont que partiellement

protégées contre le développement d’une stéatose hépatique, c’est-à-dire une accumulation

de triglycérides dans les hépatocytes. Chez les souris conventionelles, ce régime induit une

augmentation de l’expression hépatique de gènes impliqués dans la lipogenèse et sa régula-

tion, tandis que le phénomène inverse est observé chez les souris axéniques. Concernant la

réponse du système immunitaire, tout comme chez les souris conventionelles, le régime hyper-

lipidique a induit chez les souris axéniques une augmentation de la sécrétion de cytokines

pro-inflammatoires par les macrophages hépatiques. Les macrophages des souris axéniques

demeurent sensibles à la stimulation au LPS sous régime hyper-lipidique, contrairement à ce

qui est observé chez les souris conventionelles. Ces résultats permettent de conclure que la

réponse à un régime obésogène est profondément modifiée par l’absence de microbiote intesti-

nal. Des différences de composition du microbiote pourraient donc potentiellement expliquer

des différences de susceptibilité à l’insulino-résistance et aux NAFLD, ce qui fait l’objet de

la deuxième partie de cette étude.

Nous avons dans un deuxième temps colonisé des souris axéniques avec le microbiote de

deux souris conventionelles ayant présenté des réponses métaboliques différentes à un régime

hyper-lipidique. Les deux souris sélectionnées pour le transfert de microbiote présentaient

une glycémie à jeun et un indice d’insulino-résistance (HOMA-IR) différents à poids égal.

Les deux groupes de souris colonisées ont développé une obésité comparable mais des para-

mètres métaboliques différents. En effet, les différences de niveaux de glycémie et d’insulino-

résistance des souris donneuses se retrouvent chez les deux groupes de souris colonisées. De

même, les niveaux de stéatose et d’expression de gènes impliqués dans la lipogenèse sont
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différents chez les deux groupes de souris colonisées. Nous avons ainsi démontré qu’il était

possible de transmettre la susceptibilité aux atteintes métaboliques et hépatiques induites par

un régime hyper-lipidique par un transfert de microbiote. Ceci démontre que le microbiote

intestinal est à l’origine des différences de prédisposition aux troubles métaboliques observés

chez une partie des personnes atteintes d’obésité. L’analyse de la composition du microbiote

intestinal de ces souris met en évidence une plus forte proportion de bactéries lactiques,

d’Atopobium, de Bacteroides et d’Akkermansia muciniphila chez les souris résistantes au dé-

veloppement d’une hyper-glycémie et d’une stéatose induites par un régime hyper-lipidique,

ce qui laisse supposer un effet protecteur de ces bactéries.

Mots clés : microbiote intestinal, axénie, gnotobiotique, obésité, NAFLD, stéatose,

insulino-résistance, régime hyper-lipidique.

5



Abstract

Involvement of gut microbiota in diet-induced insulin resistance

and Non Alcoholic Fatty Liver Disease, study on a mouse model

Obesity predisposes people to several severe pathologies, including type 2 diabetes and

NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease). Such pathologies are characterized by insulin

resistance and systemic low grade inflammation. Recently, it has been established that such

pathologies are associated to a gut microbiota dysbiosis. Moreover, recent studies in mice

and human indicate that modulation of gut microbiota composition has beneficial effects

on people suffering type 2 diabetes and/or NAFLD. Otherwise, it has been showed that

germ-free mice remain lean, normo-glycemic and sensitive to insulin when fed a high-fat

diet.

The aim of this study was i) to decipher to what extent the pathogenesis of insulin

resistance and NAFLD depends on the presence or absence of gut microbiota, ii) to determine

if the predisposition to metabolic disorders in an obesity context can be transferred via gut

microbiota transplantation.

We first compared the response of germ-free and conventional mice to high fat diet.

Indeed, germ-free mice appeared to be resistant to high-fat diet-induced obesity and insu-

lin resistance. However, germ-freeness only partially protects against diet-induced steatosis,

that is to say accumulation of triglycerides in hepatocytes. In conventional mice, high-fat diet

induced an increase of the hepatic expression of genes involved in lipogenesis. The inverse

phenomenon was observed in germ-free mice. In order to study the liver inflammation, we

isolated and cultivated liver macrophages from the two groups of mice. As in conventional

mice, high-fat diet induced an increased secretion of pro-inflammatory cytokines by germ-free

mice liver macrophages. However, germ-free mice macrophages remained sensitive to LPS

stimulation, which was not observed in the conventional mice group. This results demons-

trates that being devoid of gut microbiota deeply alters the immunological and metabolic

responses to high-fat diet. Therefore, differences in gut microbiota composition could explain

the differences of susceptibility in diet-induced insulin-resistance and NAFLD.

Then, we colonised two groups of germ-free mice with the gut microbiota of two conven-

tional mice the responses of which to high-fat diet were discrepant. The two donors mice

presented different levels of fasting glycemia and HOMA-IR index despite a similar body

weight. Both groups of colonised mice developped comparable obesity but different degrees

of fasting glycemia and insulin resistance. Levels of steatosis and hepatic expression of genes

involved in lipogenesis were as well different in the two groups of colonised mice. Hence the

results clearly show that the gut microbiota is the cause of the predisposition to diet-induced

insulin resistance and hepatic steatosis. Gut microbiota analysis revealed a higher propor-

tion of lactic acid bacteria, Atopobium, Bacteroides and Akkermansia muciniphila in receiver
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mice resistant to diet-induced insulin resistance and steatosis, which allow us to hypothesize

a protective effect of these bacteria in diet-induced metabolic disorders.

Key words : gut microbiota, germ-free, obesity, NAFLD, steatosis, insulin resistance,

high fat diet.
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Avant-propos

La prévalence de l’obésité et des pathologies métaboliques associées a considérablement

augmenté durant les dernières dizaines d’années. Les complications de l’obésité, telles que

le diabète de type 2, les pathologies hépatiques, l’athérosclérose et certains cancers, sont

nombreuses et fréquentes. Il a récemment été suggéré puis démontré que le microbiote in-

testinal, c’est-à-dire l’ensemble des microorganismes colonisant notre tube digestif, jouait un

rôle important dans le developpement de l’obésité et de ses complications.

L’écosystème microbien hébergé par le tube digestif humain est extrèmement complexe

et diversifié. Il est constitué de 1014 bactéries et archéobactéries réparties en dizaines de

milliers espèces ([221]). Le microbiote de chaque individu est quant à lui composé d’approxi-

mativement 100 espèces. Dans son ensemble, il est considéré que le microbiote intestinal

comporte 150 fois plus de gènes que le génome humain, ce qui lui confère un panel de fonc-

tions métaboliques immense. En dehors de sa contribution à la digestion, cet écosystème a

donc un potentiel d’interactions physiologiques et/ou pathologiques avec son hôte très im-

portant. Par exemple, il a déja été démontré que le microbiote conditionne le développement

du système immunitaire, autant au niveau mucosal que systémique ([246]).

Le développement de l’obésité et des pathologies métaboliques associées est un proces-

sus complexe impliquant des facteurs génétiques et environnementaux. Ce processus met en

jeux des voies connectant le métabolisme énergétique avec le système immunitaire ([276]).

L’étude des liens entre le microbiote intestinal et l’obésité a permis de découvrir au cours

des dernières années que la composition et les fonctions métaboliques du microbiote d’obèses

sont altérées, ce qui se traduit par une capacité accrue du microbiote à extraire l’énergie des

aliments ([173]). De plus, ces études ont démontré que l’interraction du microbiote intestinal

avec les cellules épithéliales module la sécrétion par ces dernières de facteurs régulant le

stockage et la dépense d’énergie ([25]).

L’obésité en tant que telle n’est pas problématique, si ce n’est d’un point de vue psycho-

social. Par contre, les complications de l’obésité le sont. En effet, le diabète de type 2, l’athé-

rosclérose et les stéatohépatites non alcooliques pour ne citer qu’elles, sont à l’origine d’une

mortalité élevée et représentent un coût économique conséquent dans les pays industriali-

sés. Elles constituent donc un problème de santé publique majeur. Ces complications ne

touchent pas tous les obèses, toutefois, les facteurs conditionnant le développement de ces

complications chez certains individus mais pas chez d’autres sont mal connus. En dehors de

la chirurgie bariatrique, les traitements proposés à l’heure actuelle pour prévenir et traiter

l’obésité et une partie de ses complications sont inefficaces. Une meilleure compréhension des

mécanismes menant au développement de ces complications est donc essentielle afin d’iden-

tifier de nouvelles cibles thérapeutiques et prévenir le développement de ces complications.

C’est dans ce contexte que s’inscrit mon sujet de thèse, qui porte sur l’étude de l’impli-

cation du microbiote intestinal dans le développement de l’insulino-résistance et des patho-
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logies hépatiques liées à l’obésité. L’objectif de mon travail de thèse a donc été i) d’étudier

dans quelle mesure le microbiote intestinal est impliqué dans le développement de l’insulino-

résistance et des pathologies hépatiques liées à l’obésité (appelées NAFLD pour Non alcoholic

Fatty Liver Disease), ii) de déterminer si le microbiote intestinal était, du moins partielle-

ment, à l’origine de la susceptibilité au troubles métaboliques associés à l’obésité. Afin de

répondre au premier objectif, nous avons dans un premier temps comparé la réponse à un

régime hyper-lipidique de souris conventionelles et de souris axéniques, dépourvues de mi-

crobiote intestinal (Le Roy et al, manuscrit en préparation). Dans un second temps, notre

travail a consisté à déterminer s’il était possible de transmettre la susceptibilité aux troubles

métaboliques par un transfert de microbiote intestinal (Le Roy et al, en révision).

Ce travail a été réalisé sous la direction de Philippe Gérard au sein de l’équipe AMIPEM

(Alimentation, Microbiote Intestinal, Pathologies Encéphaliques et Métaboliques), qui fait

partie de l’institut Micalis (Microbiologie de l’alimentatin au service de la santé, UMR 1319).

Ce projet s’est fait en collaboration avec l’équipe "Inflammation and cell recruitment in

obesity- and alcohol-induced liver diseases" de l’unité INSERM "Cytokines, chimiokines et

immunopathologie" (INSERM, U 996), animée par le professeur Gabriel Perlemuter.

L’ensemble des travaux réalisés est présenté en 3 chapitres. Le premier chapitre de

ce manuscrit est constitué de l’introduction bibliographique. Dans un premier temps, vous

y trouverez une revue bibliographique portant sur les complications de l’obésité auxquelles

nous nous intéressons : le diabète de type 2 et les NAFLDs. Les mécanismes menant au déve-

loppement de ces pathologies seront détaillés, ainsi que leur lien avec le système immunitaire

et la fonction entéroendocrine. Dans un deuxième temps vous y trouverez un descriptif du mi-

crobiote intestinal ainsi qu’une synthèse sur les conséquences métaboliques de son interaction

avec l’hôte.

La deuxième partie de ce mémoire expose l’ensemble des travaux effectués sous forme

d’articles. Le premier expose les résultats que nous avons obtenus en étudiant les caractéris-

tiques de la réponse métabolique de souris axéniques soumises à un régime hyper-lipidique. Le

second article est une démonstration de principe du lien de cause à effet entre la composition

du microbiote intestinal et la prédisposition aux complications de l’obésité.

Le chapitre 3 propose une discussion générale sur l’ensemble des résultats obtenus au

cours de cette thèse, expose les limites de l’étude et définit les perspectives de recherche.
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1 Le diabète de type 2 et les pathologies hépa-

tiques liées à l’obésité

1.1 Présentation générale

L’obésité est définie par l’OMS comme étant "un excès de masse grasse qui entraîne

des conséquences néfastes pour la santé" et a été reconnue comme maladie à part entière en

1997. Un individu est considéré comme obèse lorsque son indice de masse corporelle dépasse

30 kg/m2. En 2005, toujours d’après l’OMS, il y avait environ 1,6 milliard d’adultes et au

moins 20 millions d’enfants de moins de cinq ans en surpoids (IMC > 25), dont au moins

400 millions d’adultes obèses. La prévalence de l’obésité est en constante augmentation dans

le monde, au point de parler de pandémie. Les estimations de l’OMS prévoient que d’ici

2015, environ 2,3 milliards d’adultes seront en surpoids et plus de 700 millions seront obèses.

6 ou 7 gènes seraient impliqués dans les formes monogéniques (dues à un seul gène) de

l’obésité. Une vingtaine d’autres, à faible effet, causeraient ou faciliteraient des obésités dues

à l’action conjointe de plusieurs gènes. Mais cela n’explique encore ni tous les mécanismes,

ni le caractère héréditaire de cette maladie. Dans une grande majorité des cas, l’obésité

est la conséquence d’un déséquilibre entre l’apport et la dépense énergétique, lui-même la

conséquence d’une modification du mode de vie dans les pays industrialisés.

La mortalité s’accroît dès que l’indice de masse corporelle dépasse 25 kg/m2 et l’es-

pérance de vie diminue d’autant plus que cet indice est élevé ([31]). Cette diminution de

l’espérance de vie est due au fait qu’un certain nombre de pathologies graves ont un taux de

prévalence plus élevée dans la population obèse par rapport à la population d’indice de masse

corporelle normal (20 à 24,9 kg/m2). Les pathologies associées à l’obésité les plus connues sont

le diabète de type 2 et les maladies cardiovasculaires (hyper-tension, accidents vasculaires

cérébraux, athérosclérose, etc.). L’obésité prédispose au développement de ces complications,

qui ne touchent cependant qu’une proportion de la population obèse. Toutefois, les facteurs

à l’origine de la prédisposition à ces complications à l’intérieur de la population obèse sont

mal connus. Il a été montré que l’hérédité était un facteur de prédisposition important, mais

comme dans le cas de l’obésité les facteurs environnementaux sont essentiels. Le diabète de

type 2 ou diabète non insulinodépendant, est une maladie métabolique acquise, par opposi-

tion au diabète de type 1, qui se carractérise par une incapacité de l’organisme à réguler la
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glycémie. Au début de la maladie, l’organisme devient de plus en plus résistant à l’insuline,

c’est-à-dire que de plus en plus grandes quantités d’insuline sont nécessaires pour maintenir

une glycémie normale. A ce stade, la production d’insuline par le pancréas est normale. Au

fur et à mesure de l’avancée de la maladie, les cellules ❜ vont s’épuiser et leur production d’in-

suline va diminuer jusqu’à disparaître, la glycémie va alors augmenter et devenir anormale.

Cette augmentation de la glycémie conduit à une glucotoxicité, qui elle-même est à l’ori-

gine de pathologies associées : troubles occulaires, neuropathies, sensibilité aux infections,

néphropathies et maladies cardiovasculaires.

L’obésité n’est pas seulement associée au développement du diabète de type 2 et des

maladies cardiovasculaires : elle affecte aussi la fonction hépatique ([81] [36]). En effet, de

plus en plus d’éléments laissent penser que les NAFLDs sont une des composantes du syn-

drome métabolique [161] et la grande majorité des individus atteins de NAFLDs sont en

surpoids ou obèses. On parle de syndrome métabolique chez un individu lorsque celui-ci est

obèse et présente plusieurs des critères suivants : obésité abdominale, hyper-tension, hyper-

cholesterolémie, hyper-insulinémie et/ou hyper-glycémie. Les NAFLD sont caractérisées par

une accumulation de lipides dans le foie, c’est-à-dire une stéatose, (Fig. 1a) qui touche au

minimum 60% des obèses et est généralement asymptomatique ([14]). Dans 20 à 40% des

cas, les patients atteints de stéatose développent une stéatohépatite caractérisée par l’ap-

parition d’infiltrats inflammatoires, constitués d’amas de cellules du système immunitaire

(macrophages, neutrophiles, lymphocytes...) ([287], [72], [97]). Ce stade de la maladie est

généralement appelé NASH pour Non Alcoholic Steatohepatitis (Fig. 1b). La NASH est une

pathologie sévère, qui entraîne de nombreuses complications comme la fibrose (Fig. 1c), la

cirrhose et le carcinome hépatocellulaire. Il est estimé que 1 à 2 % de la population occiden-

tale est atteinte de NASH. 28% des patients ayant développé une NASH vont jusqu’au stade

de la cirrhose dont la moitié nécessitera une transplantation hépatique ([238]). La distinction

entre la stéatose simple et la NASH n’est possible que par l’analyse anatomopathologique

d’une biopsie du foie, le diagnostic posé à l’aide de symptomes cliniques et de variables

biologiques telles que le taux de transaminases étant peu fiable.

À l’heure actuelle, aucun traitement pharmacologique n’a montré son efficacité pour

éviter cette évolution. Les facteurs déclenchant l’évolution de la stéatose vers la NASH sont

mal connus mais il est établi que l’insulino-résistance est un facteur crucial ([189]).

1.2 Insulino-résistance et signalisation de l’insuline

L’insuline est une hormone peptidique sécrétée par les cellules ❜ des îlots de Lange-

rhans du pancréas. Elle a avec le glucagon un rôle majeur dans la régulation des substrats

énergétiques, dont les principaux sont le glucose, les acides gras et les corps cétoniques. Elle

est sécrétée en fonction de l’état nutritionnel et de l’activité physique, de sorte qu’après les

repas, sous l’influence de l’élévation de la glycémie et de la présence des aliments dans le
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(a) Coupe histologique d’un foie stéatosique (b) Coupe histologique d’un foie atteint de
NASH

(c) Coupe histologique d’un foie atteint de fi-
brose

Figure 1 – Différents stades évolutifs des NAFLD

tractus digestif, la sécrétion d’insuline est stimulée, ce qui permet le stockage du glucose.

L’insuline joue un rôle anabolique majeur dans la mise en réserve des substrats glucidiques

et lipidiques : entrée de glucose dans les cellules, synthèse de glycogène, inhibition de la

glycogénolyse et de la néoglucogenèse. Ses effets résultent de sa liaison à un récepteur mem-

branaire spécifique exprimé en priorité sur ses trois tissus cibles, le foie, le muscle et le tissu

adipeux. La régulation de la mise en réserve et de la libération de glucose permet ainsi la

régulation de la glycémie sanguine.

La fixation de l’insuline sur son récepteur induit une cascade de mécanismes assurant

la transduction du signal ([169]). Le récepteur de l’insuline possède une activité tyrosine-

kinase qui permet une autophosphorylation du récepteur puis la phosphorylation sur des

résidus tyrosine des protéines substrats, protéines IRS (Fig. 2) en priorité, et la création

de complexes macromoléculaires d’activation à proximité du récepteur. Plusieurs voies sont

activées par la phosphorylation des IRS :

– la voie MAP kinase, qui médie plusieurs fonctions cellulaires, comme la mitose et la

croissance.

– la voie PI3K-Akt, qui contrôle la néoglucogenèse, la synthèse de protéines et de

glycogène via la régulation de mTOR et de FOXO-1, entre autres.

– la voie CAP/Cbl et TC10 (petite protéine G), qui régule l’import de lipides dans les

adipocytes et dans les muscles via GLUT-4 ([33]).
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En cas d’insulino-résistance, l’import de glucose dans les muscles et le tissu adipeux

est diminué et la libération de glucose par le foie n’est plus inhibée. Les mécanismes cellu-

laires et moléculaires menant à l’insulino-résistance ainsi que la contribution de processus

inflammatoires à son développement ne sont compris que partiellement à ce jour.

Figure 2 – Les voies de signalisation de l’insuline [259]

Plusieurs mécanismes différents contribuent à la mise en place de l’insulino-résistance

([276]). L’activité de plusieurs protéines des voies de transduction du signal de l’insuline

est perturbée. Par exemple, la phosphorylation d’IRS-1 induite par différents signaux in-

flammatoires (par JNK1 ou NF-kB) est un des mécanismes principaux par lesquels la voie

de signalisation de l’insuline est perturbée ([276]). De plus, la sur-expression des protéines

SOCS, induite par la cytokine pro-inflammatoire IL-6, altère l’action de l’insuline en en-

traînant une dégradation d’IRS-1 et IRS-2 ([276]). En effet, la sur-expression de SOCS-1 et

SOCS-3 provoque une insulino-résistance hépatique chez la souris et augmente la forme ac-

tive de SREBP-1c, un facteur de transcription régulant la lipogenèse hépatique. Inversement,

il a été démontré que l’inhibition de SOCS-1 et SOCS-3 chez des souris obèses et diabétiques

réduisait la résistance à l’insuline ainsi que le degré de stéatose hépatique ([139]). Le niveau
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d’expression de SREBP-1c était également normalisé. Ces éléments montrent à quel point

les voies métaboliques et immunitaires sont intégrées et à quel point le rôle de l’inflammation

est prépondérant dans le développement de l’insulino-résistance.

1.3 insulino-résistance et inflammation

L’obésité est associée à une réponse inflammatoire chronique caractérisée par une pro-

duction anormalement élevée de cytokines, protéines de la phase aigüe et donc une activation

des voies de signalisation de l’inflammation ([139]).

Comme cela a été évoqué précédemment (section 1.1), un des éléments clef de ces pa-

thologies est l’apparition d’une inflammation chronique, systémique et/ou localisée. L’inflam-

mation se développe lorsque le système immunitaire met en place une réponse immunitaire

suite à la reconnaissance d’antigènes par le système immunitaire inné.

1.3.1 Généralités sur le système immunitaire et l’inflammation

Reconnaissance des antigènes et initiation de la réponse immunitaire

Le système immunitaire inné a la capacité de reconnaître des groupes de molécules

(patterns) conservés communément retrouvés sur certains groupes de pathogènes. Les récep-

teurs de ces motifs conservés sont appelés PRRs (pattern recognition receptor), ils peuvent

être sécrétés ou cellulaires. Les TLRs font partie de la famille des PRR cellulaires avec les

récepteurs NOD (nucleotide-binding oligomerization domain). La fixation des ligands des

TLRs entraîne l’activation de la voie NF-kB et des MAP-kinases. Les TLRs sont des pro-

téines transmembranaires ayant un domaine intra-cellulaire de structure commune. Les TLRs

connus ainsi que leurs ligands sont listés Fig. 3.

Plusieurs TLRs agissent sous forme de dimères (homodimères ou hétérodimères). L’ap-

pariement des TLRs modifie leur spécificité.

La réponse inflammatoire locale

L’inflammation est une réponse physiologique à toute une série de stimuli, tels que la

reconnaissance d’un antigène ou les lésions tissulaires. Lors de l’inflammation, une série de

médiateurs sont libérés par les cellules du système immunitaire inné et du système immuni-

taire acquis. Ces médiateurs déclenchent ou amplifient des aspects spécifiques de la réponse

inflammatoire. Ils sont libérés par les mastocytes, les plaquettes sanguines et toute une variété

de leucocytes, comprenant les neutrophiles, les monocytes/macrophages, les éosinophiles, les

basophiles et les lymphocytes. Une classe essentielle de ces médiateurs est constituée par les

cytokines, qui sont des protéines ou glycoprotéines de faible poids moléculaire. Les cytokines
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Figure 3 – Les Toll-like receptors et leurs ligands

jouent en effet un rôle important dans le développement d’une réponse inflammatoire, aussi

bien aigüe que chronique. L’IL-1 (interleukine 1), l’IL-6 ((interleukine 6), le TNF (tumor ne-

crosis factor ), l’IL-12 (interleukine 12) et de nombreuses chimiokines (cytokines ayant une

activité chimiotattractante et permettant le recrutement de cellules spécifiques du système

immunitaire) présentent des effets redondants et pléïotropiques qui ensemble contribuent à la

réaction inflammatoire. De plus l’IFN- (interféron ) contribue à la réaction inflammatoire

en agissant tardivement dans la réponse aigüe et en contribuant à l’inflammation chronique

par attraction et activation des macrophages. Une activation immunitaire persistante peut

conduire à une inflammation chronique qui a souvent des conséquences pathologiques.

Une des premières étapes de l’inflammation est le recrutement et l’infiltration de neu-

trophiles dans le tissu. Les médiateurs de l’inflammation, tels que l’IL-1 et le TNF , induisent

une augmentation de l’expression des sélectines au niveau des cellules endothéliales. Les neu-

trophiles expriment des mucines qui se lient aux sélectines. Cette liaison entraîne la fixation

ou l’attachement des neutrophiles à l’endothélium vasculaire. Des chimiokines telles que l’IL-

8 (interleukine 8) déclenchent chez les neutrophiles un signal qui conduit à un changement de

la conformation des molécules d’adhésion (intégrines), ce qui aboutit à une adhésion et une

migration transendothéliale des neutrophiles. Une fois dans le tissu les neutrophiles migrent

dans le sens du gradient de chimioattractant et parviennent au site d’inflammation. Les si-

gnaux sécrétés au niveau du site d’inflammation augmentent le pouvoir phagocytaire des

macrophages. Les voies métaboliques de la respiration sont également stimulées, ce qui pro-
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duit des intermédiaires réactifs dérivés de l’oxygène et de l’azote. Les neutrophiles libèrent

également des granules primaires et secondaires (contenant des protéases, phospholipases et

collagénases) qui jouent un rôle important dans la destruction de divers pathogènes. Toutes

ces substances contribuent à la lésion tissulaire qui résulte généralement d’une réponse in-

flammatoire.

L’IL-1 induit plus tardivement une augmentation de l’expression d’ICAM-1 (inter-

cellular adhesion molecule 1) et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), qui se fixent

aux intégrines des lymphocytes et monocytes. Comme les neutrophiles, les lymphoctes et

monocytes migrent alors dans le tissu.

Les macrophages tissulaires activés sécrètent entre autres trois cytokines (IL-1, IL-6

et TNF❛) qui induisent la production de chimiokines chez les cellules endothéliales et les

macrophages recrutés, entretenant ainsi l’inflammation.

La régulation de la durée et de l’intensité de la réponse inflammatoire locale est néces-

saire afin de contrôler les dommages cellulaires et faciliter les mécanismes de réparation des

tissus. Le TGF❜ (transforming growth factor ❜) joue un rôle important dans la limitation de

la réponse inflammatoire. Il provoque l’accumulation et la prolifération de fibroblastes ainsi

que le dépôt de matrice extra-cellulaire nécessaire à la réparation tissulaire.

La réponse inflammatoire systémique

Cette réponse est caractérisée par de la fièvre, une augmentation de la synthèse d’hor-

mones telles que l’ACTH (adrénocorticotrophine) et l’hydrocortisone, de protéines de la

phase aigüe, et de leucocytes dans le sang. Ces effets systémiques de l’inflammation sont dus

à l’action combinée de l’IL-1, de l’IL-6 et du TNF❛ au niveau de l’hypothalamus, du foie et

de la moëlle osseuse. Des concentrations importantes de cytokines pro-inflammatoires sont

retrouvées dans le sang.

Le développement de l’inflammation chronique

L’inflammation chronique se développe lorsque l’antigène persiste, ce qui est le cas

lors de l’endotoxémie, c’est-à-dire une augmentation anormale du taux de LPS sanguin. En

effet, le LPS est produit en permanence par le microbiote intestinal et active le système

immunitaire de manière chronique lorsque la perméabilité intestinale est trop importante.

Une réponse inflammatoire chronique se traduit par une lésion tissulaire importante.

L’accumulation et l’activation de macrophages sont caractéristiques de l’inflammation chro-

nique. Les cytokines libérées de façon chronique par les macrophages activés stimulent la

prolifération des fibroblastes et la production de collagène. Il se développe alors une fibrose

au niveau des sites d’inflammation chronique, c’est-à-dire le développement d’un tissu ci-

catriciel au détriment de l’architecture normale du tissu. L’inflammation chronique conduit
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souvent à la formation d’un granulome, c’est-à-dire une masse constituée d’une zone centrale

de macrophages activés entourée de lymphocytes activés.

L’IFN-❣ et le TNF❛ jouent un rôle essentiel dans le développement de l’inflammation

chronique. Les lymphocytes Th1, les lymphocytes Tc et les lymphocytes NK sécrètent ma-

joritairement l’IFN❣ tandis que les macrophages activés sécrètent du TNF❛. L’IFN❣ a de

nombreuses activités, l’une d’elles est sa capacité à activer les macrophages. Les macrophages

activés expriment massivement les molécules de classe II du CMH (complexe majeur d’histo-

compatibilité), produisent de grandes quantités de cytokines et ont une activité phagocytique

et microbicide exacerbée. Dans une réponse inflammatoire chronique, l’accumulation d’un

grand nombre de macrophages activés est responsable de la plupart des lésions cellulaires. En

effet les enzymes hydrolytiques et les intermédiaires réactifs dérivés de l’oxygène ou de l’azote

sécrétés par ces macrophages endommagent les tissus environnants. L’activation des macro-

phages par l’IFN❣ favorise également l’augmentation de la transcription du gène du TNF❛ et

de la stabilité de son ARNm, ce qui conduit à une production importante de TNF❛. Diverses

preuves indiquent que le TNF-❛ contribue en grande partie à la destruction cellulaire. L’effet

de ces deux cytokines sur leurs cibles est synergique.

1.3.2 TNF-❛

Le lien entre l’obésité, le TNF❛ et l’action de l’insuline a été mis en évidence pour la

première fois par Hotamisligil et al en 1993 ([138]). Dans cette étude, les auteurs font la

démonstration du lien entre obésité et inflammation en mettant en évidence la capacité des

adipocytes à sécréter du TNF❛. Des études ultérieures confirment l’impact négatif du TNF❛

sur l’insulino-résistance en rapportant que des souris dont la synthèse de TNF❛ ou de ses

récepteurs a été inactivée présentaient une amélioration de la sensibilité à l’insuline dans des

modèles d’obésité génétiques ou nutritionnels [267]. Des observations concordantes ont été

faites chez l’humain, en effet, il a été constaté que les obèses présentaient une expression de

TNF❛ élevée dans le tissu adipeux et que la perte de poids était associée à une diminution

de cette expression ([73]). De plus, la neutralisation du TNF❛ suite à l’administration d’anti-

corps anti-TNF à des rats rendus insulino-résistants par l’administration d’un régime hyper-

lipidique a permis une amélioration de la signalisation de l’insuline et du degré de stéatose

([21]). Tous ces éléments soulignent le rôle capital de cette cytokine dans la régulation de

l’insulino-résistance et l’obésité. D’un point de vue moléculaire, il a été constaté que le TNF❛

aussi bien que les AGL stimulaient la phosphorylation d’ IRS-1, ce qui inhibe la transduction

du signal de l’insuline ([216]).

Au niveau hépatique, une augmentation de l’expression de TNF❛ a été observée chez

des patients atteints de NAFLD. De plus, l’expression de TNF❛ et de ses récepteurs p55 et

p75 corrèle positivement avec le degré de fibrose et le niveau de diabète de type 2 ([68]).

Quelques années plus tard, plusieurs autres études ont abouti à des observations similaires,
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Figure 4 – Les mécanismes moléculaires de l’insulino-résistance [259]

c’est-à-dire une corrélation positive entre l’expression ou le niveau de TNF❛ et la sévérité de

la pathologie hépatique ([131], [1], [186], [281]).

Toutefois, ces avancées sur la compréhension du rôle du TNF❛ dans l’insulino-résistance

n’ont pas encore permis la mise en place de traitements. En effet, contrairement à ce qui

a été constaté chez le rat, l’administration d’anti-corps anti-TNF chez l’humain n’a pas été

associée à une amélioration de la sensibilité à l’insuline ([30]).

1.3.3 Interleukine-6

L’IL-6 a été une des premières cytokines associées à l’insulino-résistance. Tout comme

dans le cas du TNF❛, une diminution de la concentration d’IL-6 est associée à la perte de

poids et à l’amélioration de la sensibilité à l’insuline ([160]). Encore de la même manière que

pour le TNF❛, un traitement avec des anti-corps neutralisant l’IL-6 permet d’obtenir une
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augmentation de la sensibilité à l’insuline chez la souris ([158]). Le tissu adipeux viscéral

est un site important de synthèse d’IL-6, en effet, la production d’IL-6 par le tissu adipeux

intra-abdominal est au moins trois fois plus importante que celle du tissu adipeux sous-cutané

([110]).

Les expériences basées sur des modèles de souris génétiquement modifiées fournissent

des résultats contradictoires : une étude rapporte qu’une souche de souris IL-6 −/− est

insulino-résistante et prédisposée à développer des complications de l’obésité ([273]) tan-

dis qu’une autre rapporte qu’une autre souche de souris IL-6 −/− n’est pas plus prédisposée

aux altérations métaboliques que les souris sauvages ([84]). Les auteurs de la première étude

ont par la suite montré que ces souris IL-6 −/− avaient une dépense énergétique (activité et

thermogénèse) plus faible que les souris sauvages, ce qui explique que leur vieillissement est

associé au développement d’une obésité et des complications associées.

Le rôle de l’IL-6 a aussi été démontré dans les NAFLD ([131], [1] et [277]). En effet,

Wieckowska et al ont démontré chez l’humain que l’expression hépatique d’IL-6 corrèle si-

gnificativement avec le degré d’inflammation, de fibrose et d’insulino-résistance systémique

([277]). En ce qui concerne le rôle de l’IL-6 dans l’inflammation hépatique, il semble que

le foie sécrète de l’IL-6 mais que la source majeure de cette cytokine reste le tissu adipeux

([30]).

D’un point de vue mécanistique, il a été montré que l’IL-6 provenant du tissu adipeux

influe sur l’insulino-résistance hépatique en stimulant l’expression de SOCS-3 ([228]). La

transduction du signal se fait via l’induction de la gp130. Le récepteur de gp130 présente

un certain nombre de similarités avec le récepteur de la leptine. La leptine est d’ailleurs

connue pour activer des voies aboutissant à une augmentation de la dépense énergétique et

de la sensibilité à l’insuline. La leptine comme l’IL-6 ont la capacité d’activer AMPK dans

les muscles squelettiques et dans le tissu adipeux. En adéquation avec l’activation d’AMPK,

l’IL-6 stimule l’oxydation de lipides in vitro et in vivo ([258]).

1.3.4 Interleukine-1

Les souris IL-1❛ −/− ont une glycémie à jeun plus basse ainsi qu’une meilleure sensibilité

à l’insuline que les souris sauvages ([193]), ce qui montre que cette cytokine est également

impliquée dans les processus de régulation de la glycémie. De plus, la sécrétion d’IL-1❛ par des

cellules sanguines de patients souffrant de NAFLD stimulées par du LPS est plus élevée que

celle de patients sains ([219]). Les concentrations de cytokines sont par ailleurs positivement

corrélées avec le niveau d’insulino-résistance et le stade de NAFLD.

Par ailleurs, l’IL❜ a la capacité de réprimer l’expression d’IRS1 via un mécanisme

impliquant ERK. Cette action sur IRS1 perturbe la signalisation de l’insuline et pourrait

potentiellement contribuer avec d’autres cytokines au développement de l’inflammation as-

sociée à l’insulino-résistance.
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1.3.5 Les voies IKK❜ et NFκB

NFκB est un facteur de transcription impliqué dans la réponse immunitaire et la ré-

ponse au stress cellulaire (comme les cytokines, les radicaux libres, les LDL oxydés, antigènes

d’origine bactérienne ou virale). NFκB est présent dans le cytoplasme sous une forme in-

active, associé à une protéine inhibitrice. Lorsqu’un signal active IKK❜ (I kappa B kinase)

par l’intermédiaire de récepteurs membranaires (TLRs, récepteur de cytokines, etc.), IKK❜

phosphoryle la protéine inhibitrice de NFκB, ce qui déclenche la libération de ce dernier.

La forme activée de NFκB est alors transloquée dans le noyau où elle se lie à des séquences

spécifiques de l’ADN (response elements). Ceci déclenche l’expression de nombreux gènes et

des modifications des fonctions cellulaires.

Yuan et al ont montré que la voie IKK❜ était un médiateur important de l’action du

TNF❛ dans l’insulino-résistance. Ils ont observé sur une culture de cellules embryonaires de

rein (lignée cellulaire HEK 293) que la surexpression d’IKK❜ était associée à une perturba-

tion des voies de transduction de l’insuline ([291]). In vivo, les souris ob/ob IKK❜

+/− sont

protégées contre le développement de l’insulino-résistance par rapport aux souris ob/ob IKK❜

+/+. Ces éléments confirment le rôle de processus inflammatoires dans l’insulino-résistance

et montrent le rôle capital d’IKK❜ dans ces processus.

Deux groupes ont démontré au même moment le lien entre l’expression hépatique

d’IKK❜ et l’insulino-résistance ([17], [44]). Arkan et al ont montré chez la souris que l’inacti-

vation du gène codant pour IKK❜ dans les hépatocytes permet de maintenir une sensibilité

à l’insuline du foie sous régime hyper-lipidique ([17]). Les muscles et le tissu adipeux ne sont

par contre pas protégés, l’action d’IKK❜ est donc dans ce cas locale. Inversement, l’activa-

tion spécifique d’IKK❜ au niveau du foie conduit à une forte insulino-résistance hépatique

qui se répercute au niveau systémique avec le développement d’une insulino-résistance mo-

dérée. Par contre, l’IKK❜ produit par les cellules myéloïdes régule la sensibilité à l’insuline

au niveau systémique ([44]).

1.3.6 Rôle des adipokines dans l’insulino-résistance et les NAFLD

Les adipokines, ou adipocytokines, sont des cytokines ou hormones sécrétées exclusive-

ment ou essentiellement par le tissus adipeux. Elles ont un rôle important dans la régulation

d’un grand nombres de processus inflammatoires et immunitaires. L’adiponectine, la leptine

et la résistine sont considérées depuis quelques années comme des effecteurs majeurs du lien

entre l’obésité, la résistance à l’insuline et les processus inflammatoires associés. L’adiponec-

tine et la leptine sont produites en grandes quantités par les adipocytes. D’autres molécules

produites par le tissu adipeux ont été caractérisées, un certain nombre sont des cytokines

déja connues telles que le TNF❛, l’IL-1 et l-IL-6. D’autres sont des chimiokines, des fac-

teurs de coagulation et certains composés du système du complément. Les adipocytes ont la

capacités de sécréter la plupart des cytokines, toutefois d’autres types de cellules du tissu
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adipeux telles que les préadipocytes, les macrophages et les cellules endothéliales contribuent

à la production d’hormones par le tissu adipeux.

L’adiponectine

L’adiponectine est une protéine très abondante dans le sang par rapport aux autres

hormones, elle représente environ 0,01% de toutes les protéines plasmatiques, soit environ 5 à

10 ♠g/mL. Cette protéine existe sous forme complète et sous forme clivée (forme globulaire)

([28]).

L’adiponectine module un grand nombre de processus métaboliques, dont la régulation

de la glycémie et le catabolisme des acides gras ([87]). La concentration sérique d’adiponectine

est réduite chez les individus atteints d’obésité, de diabète de type 2 ou d’insulino-résistance

([16]). Inversement, la perte de poids est à l’origine d’une augmentation de la concentration

d’adiponectine ([177]). Cette cytokine exerce un effet anti-inflammatoire sur les cellules en-

dothéliales en inhibant l’action du TNF❛ et de la voie NFκB ([210]). Chez les souris obèses,

l’administration d’adiponectine réduit l’hyper-glycémie et l’insulino-résistance et diminue le

taux plasmatique d’acides gras libres.

Chez la souris, toutes les études sur l’action de l’adiponectine sur l’insulino-résistance

ne vont pas dans le même sens. Deux équipes constatent que les souris déficientes en adipo-

nectine développent de l’insulino-résistance sous divers régimes ([183], [162]) tandis qu’une

autre rapporte l’incapacité de ces souris à devenir insulino-résistantes, y compris sous ré-

gime hyper-lipidique ([178]). Une étude portant cette fois sur le récepteur à l’adiponectine

tend toutefois à confirmer l’action sensibilisatrice à l’insuline de l’adiponectine. En effet, la

délétion des récepteurs de type 1 et 2 a mené à une augmentation du degré de stéatose,

une inflammation, un stress oxydatif, une insulino-résistance et une intolérance au glucose

([285]). De plus, Kim et al ont montré qu’une surexpression de la forme complète de l’adi-

ponectine chez les souris ob/ob permettait de rétablir des niveaux normaux de glycémie et

d’insulinémie ([156]).

Les patients atteints de NASH ont une concentration plasmatique d’adiponectique

faible, ce qui suggère une association de cette adipokine aux NAFLD, du moins en temps

que facteur prédictif ([142]). Une autre étude met en évidence une corrélation négative entre

le taux d’adiponectine et le degré de nécroinflammation et de fibrose ([201]), ce qui permet

là encore d’envisager l’hypoadiponectinémie comme un facteur prédictif de la sévérité de la

NAFLD. Ceci est confirmé par le fait que chez les patients atteint de NASH, le taux d’adi-

ponectine et l’expression hépatique d’adiponectine sont plus faibles que chez des sujets sains

([149], [43], [211]).

Globalement, une diminution du taux circulant d’adiponectine est associée aux altéra-

tions métaboliques telles que le diabète de type 2 et les NAFLD.
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La leptine

La leptine est une hormone protéique essentiellement synthétisée par les adipocytes du

tissu adipeux blanc. Elle peut aussi être produite en moindre quantité par le tissu adipeux

brun, l’estomac, les muscles squelettiques, les cellules épithéliales, l’estomac et le foie ([190]).

Cette hormone a initialement été découverte pour sa capacité à réguler la prise alimentaire,

elle joue toutefois un rôle beaucoup plus large en participant également à la régulation du

métabolisme énergétique et de l’inflammation.

Il a été rapporté que la leptine possède un activité pro-inflammatoire in vitro et in

vivo ([103]). En effet, la leptine stimule directement la sécrétion de plusieurs cytokines pro-

inflammatoires par les lymphocytes T, et donc influe sur la balance Th1/Th2. Il semble

également que la leptine stimule la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF❛, IL-6

et IL-12) par les monocytes et les macrophages [233].

L’obésité est associée à un taux circulant élevé de leptine et une résistance à la leptine

du système nerveux central. La leptine a une action forte sur l’homéostasie du glucose : elle

permet de rétablir une glycémie normale chez les souris ob/ob avant toute perte de poids

([217]). L’administration de leptine permet également de normaliser la glycémie chez des

souris et des patients lipodystrophiques. Toutefois, l’administration de leptine ne permet pas

d’abaisser la glycémie de patients obèses hyperglycémiques, ceci soutient l’idée selon laquelle

les obèses ayant un taux élevé de leptine sont résistants à la leptine ([132]). Cette résistance

à la leptine pourrait s’expliquer par l’expression élevée de SOCS généralement observée chez

les rongeurs et humains obèses. En effet, SOCS3 se lie au récepteur de la leptine et inhibe

son activation([217]).

La corrélation entre la concentration plasmatique de leptine et le stade de NAFLD a

été mis en évidence dans plusieurs études ([186] [281] [117] [61]). Ce résultat n’est cependant

pas retrouvé systématiquement ([204]). Globalement, le taux de leptine est positivement

corrélé avec le degré de stéatose, de fibrose et d’inflammation hépatique. Le taux de leptine

est logiquement supérieur chez les patients atteints de NASH par rapport à ceux atteints de

stéatose simple.

La résistine

La résistine, aussi appelée FIZZ3 ou ADSF est un polypeptide exprimé et sécrété essen-

tiellement par le tissu adipeux blanc. Comme la leptine, elle peut être produite en quantités

plus modestes par de nombreux autres organes/tissus/cellules. Elle appartient à la famille

des protéines riches en cystéine, appelées RELM. La résistine semble être un senseur de l’état

nutritionnel global étant donné que son expression diminue durant le jeun et augmente après

la prise alimentaire ([157].

En 2001, Steppan et al constatent chez la souris que la concentration plasmatique de

résistine est diminuée par un traitement à la rosiglitazone (anti-diabétique) et augmentée avec
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l’obésité, que celle-ci soit d’origine génétique ou nutritionnelle [252]. De plus l’administration

de résistine entraîne une détérioration de la tolérance au glucose et de l’action de l’insuline.

La résistine limite l’action de l’insuline au niveau des adipocytes, ce qui a pour conséquence

une diminution de l’absorption de glucose. La résistine est donc une adipokine capitale dans

le développement du diabète de type 2.

Les propriétés pro-inflammatoires de la résistine laissent penser que celle-ci est un mé-

diateur de l’inflammation dans le cadre de l’obésité ([163]). La résistine et l’adiponectine ont

des effets opposés sur les cellules endothéliales vasculaires : la résistine stimule la produc-

tion de VCAM-1 et ICAM-1, tandis que l’adiponectine réprime la synthèse de ces molécules

([150]). D’un point de vue mécanistique, il a été montré que l’action de la résistine au niveau

hypothalamique augmentait l’expression hépatique du TNF❛, de l’IL-6 et de SOCS3 ([200]).

Bien que les études chez les rongeurs aient démontré l’importance du rôle de la résistine

dans la pathogenèse de l’insulino-résistance et du diabète de type 2, à ce jour la corrélation

chez l’humain entre la concentration plasmatique de résistine et le degré d’insulino-résistance

n’a pu être clairement mise en évidence ([212], [288] et [304]). Le taux de résistine est corrélé

avec le score histologique du foie mais pas avec le degré d’insulino-résistance, le rôle de la

résistine dans le développement des NAFLD et de l’insulino-résistance reste donc incertain.

1.4 Métabolisme hépatique des lipides et NAFLD

Une accumulation de lipides, principalement sous forme de triglycérides, en l’abscence

de consommation d’alcool ou d’infection virale est le facteur commun de tous les stades de

NAFLD. Cette accumulation de lipides résulte d’un déséquilibre entre l’apport de lipides

(apport via la circulation sanguine ou synthèse de novo) et leur élimination (sécrétion de

particules lipoprotéiques ou oxydation des acides gras) ([202]). Tous ces mécanismes sont

altérés dans une plus ou moins grande mesure dans le cas des NAFLD. La régulation de ces

voies est complexe et implique des facteurs nucléaires, des enzymes cellulaires et des protéines

de transport membranaires. Les sources d’acides gras contribuant au développement de la

stéatose sont :

– Les lipides originellement stockés dans le tissus adipeux et qui sont libérés dans le

système sanguin et lymphatique sous forme d’acides gras non estérifiés. L’insulino-

résistance est associée à une dérégulation de la sécrétion d’acides gras par le tissu

adipeux durant le jeûne. Dans le cas des NAFLD, de nombreuses études mettent en

évidence une défaillance de l’action inhibitrice de l’insuline sur la lipolyse.

– Les acides gras nouvellement synthétisés dans les hépatocytes.

– L’apport alimentaire de lipides, qui peuvent être absorbés par le foie aussi bien sous

la forme de chylomicrons en provenance de l’intestin que d’acides gras non estérifiés.
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1.4.1 La lipogenèse hépatique

La lipogenèse de novo est à l’origine de 26% du contenu en lipides du foie chez les

obèses (Donnelly et al [90]) contre environ 5% chez les individus sains ([260]). De plus, la

lipogenèse reste très active à jeun chez les personnes atteintes de NAFLD ce qui n’est pas

le cas chez les individus sains, chez qui la lipogenèse n’est stimulée qu’en postprandial. La

lipogenèse hépatique est régulée par un ensemble de récepteurs nucléaires et de facteurs de

transcription qui régulent l’expression des enzymes impliquées dans les différentes étapes de

la lipogenèse.

Les facteurs de transcription

L’expression d’enzymes de la lipogenèse est stimulée entre autres par le facteur de trans-

cription SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein 1c). Dans le cadre des NAFLD,

la sensibilité à l’insuline des voies de la lipogenèse est relativement préservée. L’hyperinsu-

linémie et l’activation par les récepteurs endocannabinoïdes entraînent une sur-expression

de SREBP-1c ( [59]). Contrairement aux formes 2 et 1a, l’expression de SREBP-1c et sa

concentration dans le noyau ne sont pas augmentées suite à une faible concentration en

cholestérol dans la cellule. Ce facteur de transcription est en effet plutôt sous le contrôle du

statut nutritionnel ([137]) et du taux d’insuline. L’expression de SREBP-1c est aussi stimulée

par LXR-❛ (liver X receptor ❛). Les concentrations de SREBP-1c sont élevées dans le foie

de souris ob/ob ([245]), qui sont connues pour présenter une forte stéatose. D’autre part,

la diminution de l’expression d’enzymes lipogéniques et de la stéatose par l’administration

d’acides gras polyinsaturés se fait via la répression de SREBP-1c ([242]).

LXR-❛ est un facteur de transcription fortement exprimé dans le foie, le tissu adipeux

et les macrophages. Il est activé par les oxystérols (composés dérivés du cholestérol) et le

glucose. Il stimule l’expression d’enzymes lipogéniques, directement et par l’intermédiaire de

SREBP-1c ([59]). L’activation exogène de LXR-❛ induit une stéatose massive et multiplie par

2,5 le taux sérique de VLDL (very low-density lipoprotein). Ce phénomène est accompagné

par une légère amélioration de l’insulino-résistance périphérique et une diminution de la

glycémie, imputables à une augmentation de l’absorption périphérique de glucose ([126]).

La stimulation de la glycolyse et de la lipogenèse en réponse à une absorption de glucides

dépend à la fois de la glycémie et de l’insulinémie. La découverte du facteur de transcription

ChREBP (carbohydrate responsive element binding protein) a permis d’expliquer les méca-

nismes par lesquels le glucose affecte la transcription de gènes impliqués dans la glycolyse et

la lipogenèse ([266]). Le glucose active ChREBP en permettant son passage du cytoplasme

dans le noyau et ainsi sa fixation sur les régions promotrices présentes en amont des gènes

codant les enzymes lipogéniques. L’expression de ChREBP est considérablement augmentée

dans le foie de souris ob/ob par rapport aux souris sauvages, que les animaux soient à jeun

ou non. L’inactivation de ChREBP dans les hépatocytes a pour conséquence une diminution
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de la glycolyse, de la stéatose et de l’expression de gènes impliqués dans la synthèse d’acides

gras ([143]).

Les enzymes lipogéniques

De nombreuses enzymes sont impliquées dans la synthèse d’acides gras et de trigly-

cérides. Les principales, ainsi que leurs facteurs de transcription, sont représentées Fig. 5.

Figure 5 – Les principales étapes de la synthèse de triglycérides (Choi et al, [62])

L’ACC (acetyl-CoA carboxylase) catalyse une étape limitante de la synthèse des acides

gras : la synthèse du malonyl-CoA. Ce dernier est à la fois un intermédiaire de la synthèse

d’acides gras et un inhibiteur de l’oxydation des lipides via l’inhibition de CPT1. L’isoforme

1 d’ACC est retrouvée dans le cytosol des hépatocytes et des adipocytes tandis que l’isoforme

2 est plutôt retrouvée dans le coeur et les muscles squelettiques. ACC2 possède un domaine

hydrophobe, ce qui en fait une protéine membranaire, généralement associée à la membrane

des mitochondries, où cette enzyme régule la concentration locale de malonyl-CoA, l’activité

de CPT1 et l’oxydation lipidique ([3]). Les souris dont le gène ACC1 a été délété meurent

au stade embryonaire ([253]). Dans le cas d’ACC2, les souris sont viables et plus minces que
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les souris sauvages en raison de la forte oxydation des lipides dans le coeur et les muscles

squelettiques ([4]).

Savage et al on étudié le rôle d’ACC1 et 2 spécifiquement dans le foie de rats rendus

obèses en inhibant l’expression de chaque forme ([236]). Les résultats obtenus leur ont permis

de déduire que :

– l’inhibition de l’une ou l’autre des formes d’ACC diminue le contenu hépatique de

triglycérides et de diacylglycérol. Dans les deux cas, le taux d’oxydation des lipides

était augmenté, mais de manière plus importante suite à l’inhibition d’ACC2 étant

donné qu’ACC2 régule la concentration de malonyl-coA à proximité de CPT1. Seule

l’inhibition d’ACC1 a entraîné une diminution de la synthèse d’acides gras, ce qui

montre que seulement le malonyl-coA produit dans le cytosol est utilisé comme sub-

strat dans la lipogenèse.

– l’inhibition de l’une ou l’autre des formes d’ACC n’a pas eu d’impact sur la prise ali-

mentaire, le poids et le degré d’insulino-résistance systémique. Par contre, l’insulino-

résistance hépatique était diminuée. Ceci s’explique par une augmentation de l’ac-

tivité d’Akt2 et de la phosphorylation de FOXO-1. La phosphorylation de FOXO-1

empêche se dernier d’entrer dans le noyau et d’activer l’expression de gènes impliqués

dans la néoglucogenèse.

La FAS est un complexe enzymatique qui catalyse la dernière étape de la synthèse

d’acides gras. De même que pour ACC1, la délétion du gène codant pour FAS a pour consé-

quence une mort au stade embryonaire ([5]). Les souris dont le gène codant pour FAS a été

innactivé spécifiquement au niveau du foie ne sont pas protégées contre le développement

d’une stéatose, au contraire : après 4 semaines de régime pauvre en lipides et riche en glucides,

ces souris développent une stéatose. Celle-ci est due à une diminution de la ❜-oxydation, mise

en évidence par une multiplication par 3 de la concentration hépatique de malonyl-CoA et

une diminution significative de la concentration sanguine en corps cétoniques ([57]). Les au-

teurs de cette étudent avancent que cette diminution de la ❜-oxydation vient du fait que les

acides gras nouvellement synthétisés par FAS activeraient spécifiquement certains facteurs

de transcription (PPAR❛) qui activeraient la ❜-oxydation. Ceci prête toutefois à discussion

étant donné qu’il a précédemment été démontré que les acides gras à chaîne longue régulent

la ❜-oxydation via des mécanismes indépendants de la voie PPAR❛ ([167]).

La SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1) est une enzyme catalysant la synthèse d’acides

gras mono-insaturés à chaîne longue sous forme estérifiée à partir des acyl-CoA saturés. Les

esters formés constituent majoritairement les VLDLs-TAGs ([197]). La SCD1 est majoritai-

rement exprimée dans le foie. Chez la souris, la délétion du gène codant pour SCD1 protège

contre l’obésité, l’insulino-résistance et la stéatose induites par un régime hyper-lipidique

et hyper-glucidique. La SCD1 serait donc une enzyme potentiellement impliquée dans les

mécanismes aboutissant au développement de ces pathologies. La délétion de ce gène a pour

conséquence à la fois une diminution de la lipogenèse de novo et une augmentation du taux
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de ❜-oxydation ([65]).

SCD1 est un médiateur important de la lipogenèse induite par l’absorption d’acides

gras saturés. En effet, la désaturation de ces acides gras est indispensable à l’activation de la

lipogenèse. Lorsque SCD1 est inhibé ou délété, l’action de ces acides gras est opposée à ce qui

est observé en temps normal, l’acide stéarique par exemple, stimule alors la ❜-oxydation, ce

qui induit une protection contre l’obésité généralement induite par l’absorption d’acides gras

saturés ([88]). Ces éléments laissent supposer que SCD1 agit comme un régulateur, orientant

la réponse à un régime riche en acides gras saturés vers la lipogenèse ou la ❜-oxydation.

L’inhibition spécifique de SCD1 au niveau hépatique chez des rongeurs sous régime

hyper-lipidique (riche en acides gras saturés) diminue l’expression d’enzymes lipogéniques

(FAS et ACC1) et donc la lipogenèse ([195]). Cette inhibition entraîne également une dimi-

nution de la transcription des facteurs de transcription SREBP1c et ChREBP, qui régulent

l’expression de gène impliqués dans la lipogenèse sous l’action du glucose et de l’insuline. Il

semble que le mécanisme par lequel SCD1 affecte ces deux facteurs de transcription soit lié

aux concentrations d’oléate dans les hépatocytes, étant donné qu’une supplémentation en

oléate a permis de rétablir les concentrations de SREBP1c et ChREBP dans le noyau des

hépatocytes. L’inhibition spécifique de SCD1 au niveau hépatique a aussi pour conséquence

une augmentation de la ❜-oxydation (via l’activation de CPT1a) et une augmentation de la

sécrétion de lipides par le foie. Ceci aboutit à une protection contre la stéatose induite par

un régime hyper-lipidique ainsi que les autres altérations métaboliques associées.

La DGAT (acyl-CoA diacylglycerol acyltransferase) catalyse la dernière étape de la

synthèse des triglycérides. Cette enzyme existe sous deux isoformes, DGAT 1 et 2. DGAT1

est exprimée dans l’intestin et le tissus adipeux tandis que DGAT2 est exprimée dans le foie

et le tissu adipeux. La mutation de DGAT2 est léthale, ce qui n’est pas le cas pour DGAT1.

DGAT2 joue donc un rôle essentiel dans le métabolisme des lipides. L’inactivation de DGAT2

dans le foie par des oligonucléotides antisens chez des souris obèses (modèle génétique ou

nutritionel) entraîne une diminution de l’expression des autres enzymes lipogéniques et de la

stéatose parallèlement à une augmentation de l’oxydation des acides gras ([290]). Cette inac-

tivation s’accompagne d’une diminution de l’expression des autres enzymes impliquées dans

la lipogenèse (SREBP1c, FAS, ACC, etc.). Le poids et l’insulino-résistance systémique ne

sont pas affectés par cette inhibition. Toutefois, l’insulino-résistance hépatique est améliorée

lorsque DGAT2 est inhibé chez le rat ([62]). Dans cette expérience, la PKCe est réprimée.

Cette protéine a la capacité de se lier au récepteur de l’insuline et d’inhiber son activité

protéine kinase, ce qui explique l’amélioration de la sensibilité à l’insuline hépatique par

l’inhibition de DGAT2 ([231]).

1.4.2 L’absorption des lipides par les hépatocytes

L’absorption de lipides d’origine alimentaire au niveau des hépatocytes est 50% plus

élevée chez les personnes atteintes de diabète de type 2 en comparaison avec des témoins
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sains ([224]). L’absorption des acides gras libres au niveau du foie nécessite l’intervention

de protéines membranaires ayant une forte affinité pour les acides gras. Les FATPs (Fatty

Acid Transport Protein) forment une famille de 6 transporteurs membranaires présents chez

tous les vertébrés. La FATP5 est retrouvée uniquement au niveau de la membrane basale

des hépatocytes. Son expression est régulée par des hormones (insuline par exemple), des

composés pro-inflammatoires comme les LPSs, le TNF❛ et l’IL ainsi que des activateurs des

PPARs (peroxisome proliferator activated receptor) ([251], [237]). La délétion du gène de la

FATP5 entraîne une diminution de 50% du taux de lipides hépatique chez les souris ( [89]).

Les souris délétées pour la FATP5 sont également protégées contre l’obésité et la stéatose

induites par un régime hyper-lipidique. Ces données indiquent que ce transporteur est une

protéine essentielle dans l’absorption des lipides par le foie.

La FAT ou CD36 est un autre transporteur membranaire qui accélère la dissociation

de l’albumine et des acides gras et catalyse l’intégration d’acides gras non dissociés dans

la double-couche de phospholipides. CD36 est exprimé dans un grand nombre de tissus et

cellules, dont les hépatocytes et les macrophages. Cette protéine est multifonctionelle, elle

est le récepteur de nombreux ligands, dont les collagènes de type I et IV, les VLDLs et les

LDLs (low-density lipoprotein) oxydées. L’implication du CD36 dans l’athérosclérose a été

particulièrement étudiée et il a été montré que sa capacité à se lier à des LDLs oxydées était un

élément clef de la différentiation des macrophages en cellules spumeuses (macrophages activés

gorgés de lipides). Par ailleurs, une augmentation de l’activité de CD36 au niveau hépatique

participe au développement de la stéatose en conditions pathologiques (obésité, diabète,

régime hyper-lipidique) ([159], [297]). Chez l’homme, il a été constaté que l’expression de

CD36 était augmentée en cas de NAFLD et positivement corrélée avec la stéatose ( [125]).

Au niveau hépatique, l’expression de CD36 est stimulée par PPAR❛ et ❣, LXR (liver X

receptor) et PXR (pregnane X receptor). Les souris dont le gène du CD36 a été délété

présentent une meilleure sensibilité périphérique à l’insuline, un plus faible taux de glucose

sanguin mais un taux d’acides gras libres et de triglycérides sanguins élevés, une forte stéatose

et insulino-résistance hépatique ([120]).

Les FABPs (fatty acid binding protein) sont fortement exprimées et fixent les acides

gras, les eicosanoïdes (formes spécifiques des acides gras oxydés), et d’autres formes de lipides.

La forme 1 est retrouvée dans le foie et l’intestin grêle, la forme 6 dans l’iléon et la forme 4 dans

les adipocytes et les macrophages. Les FABPs sont localisées au niveau de la membrane et

du cytosol, en plus de faciliter le transport des lipides à travers la membrane, elles pourraient

contribuer au transport intercellulaire des acides gras et autres lipides.

1.4.3 L’oxydation des lipides dans le foie

La plupart des acides gras sont métabolisés par la ❜-oxydation, qui a lieu majoritaire-

ment dans les mitochondries, mais aussi dans les peroxysomes. Une autre voie de catabolisme
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des acides gras est l’ ✇-oxydation dans les microsomes du réticulum endoplasmique. L’oxyda-

tion ailleurs que dans les mitochondries devient proportionellement plus importante lorsque

les acides gras sont disponibles en grande quantité dans le foie, ce qui est le cas lors des

NAFLD ([179]).

La ❜-oxydation mitochondriale

La ❜-oxydation mitochondriale permet l’oxydation des acides gras à chaînes courte,

moyenne et longue et produit de l’énergie utilisée pas les activités cellulaires. Les acides

gras sont progressivement réduits en acétyl-CoA, qui est condensé en corps cétoniques. Ces

derniers sont utilisés comme substrat énergétique dans le cycle de Krebs ou sont exportés

vers d’autres tissus. La ❜-oxydation mitochondriale est régulée par CPT1a, qui est inhibée

par le malonyl-CoA.

Une morphologie anormale des mitochondries est observée chez les patients et les ani-

maux atteints de NASH ([275]). Par ailleurs, une inhibition de la ❜-oxydation mitochon-

driale par des médicaments ou par la délétion d’un gène codant pour une enzyme clef de

la ❜-oxydation entraîne l’apparition d’une stéatose et d’une NASH, ce qui laisse supposer

qu’un défaut de la ❜-oxydation mitochondriale est un des éléments entrant en jeu dans le

développement des NAFLD. La NASH est de plus associée à une diminution de la quantité

d’ADN mitochondrial, une plus faible activité des complexes I, II, III, IV de la chaîne respi-

ratoire mitochondriale ([32]) et une moins bonne capacité à rétablir la concentration d’ATP

intra-cellulaire après un challenge au fructose. Une dysfonction de la chaîne respiratoire mène

directement à la production de ROS : l’interruption du flux d’électrons à n’importe quelle

étape de la chaîne respiratoire provoque un transfert d’électron vers un atome d’oxygène, ce

qui produit des ions superoxydes et du peroxyde d’hydrogène.

Différents facteurs peuvent provoquer une dysfonction de la ❜-oxydation mitochondriale

ou tout du moins une diminution de la quantité d’acides gras oxydés :

– Une inhibition de l’import de lipides dans la mitochondrie via CPT1a par le malonyl-

CoA (présenté partie 1.4.1).

– Les acides gras libres, qui peuvent perturber le flux de protons à travers la membrane

mitochondriale en se dissociant. Cette dissociation est favorisée par l’activation de

la protéine UCP2 par PPAR-❛ ([66]).

– Le TNF-❛, qui favorise la formation d’ions super-oxydes et d’espèces réactives de

l’azote en activant l’iNOS. ([248]).

– Les produits de la peroxydation tels que le malondialdéhyde et l’hydroxynonenal, qui

réagissent avec une enzyme de la ❜-oxydation (cytochrome C oxydase), diminuent

l’expression des protéines de la chaîne respiratoire et stimulent la formation de ROS.

Ceci entraîne une peroxydation encore plus forte et stimule la sécrétion de TNF-❛

par les cellules de Kupffer, formant un cercle vicieux ([261]).
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La ❜-oxydation peroxysomale

La ❜-oxydation dans les peroxysomes métabolise les acides gras à chaîne très longue

(plus de 20 carbones), qui sont ensuite transférés dans les mitochondries en cours d’oxy-

dation lorsqu’ils sont suffisamment courts. Elle permet aussi de métaboliser les acides di-

carboxyliques, les acides gras avec un groupement méthyl, etc. Les acides di-carboxyliques

sont générés par l’oxydation dans les microsomes et sont toxiques pour les mitochondries, en

effet, ils y inhibent l’oxydation des acides gras ([179]). Le bon fonctionnement de l’oxydation

dans les peroxysomes est donc nécessaire pour prévenir la stéatose potentiellement induite

par les acides gras di-carboxyliques.

L’oxydation peroxysomale se fait en 4 étapes, chacune pouvant être réalisée par au

moins deux enzymes. Certaines sont inductibles par la voie PPAR.

L’✇-oxydation dans les microsomes

L’✇-oxydation a pour substrat les acides gras saturés et insaturés. La première étape de

cette oxydation est réalisée par le complexe enzymatique CYP4A, elle consiste à hydroxyler

l’acide gras. Le produit de cette réaction est ensuite déshydrogéné en acide dicarboxylique

dans le cytosol.

Bien que l’✇-oxydation soit une voie mineure du métabolisme des acides gras, elle peut

produire des quantités significatives d’acides dicarboxyliques en cas d’apport important en

lipides, ce qui est le cas dans le cadre de l’obésité et du diabète. Ces acides dicarboxyliques

ne sont pas seulement un substrat de la ❜-oxydation dans les peroxysomes, ce sont aussi des

ligands de PPAR. L’activation de PPAR par ces acides stimule les trois voies d’oxydation

des lipides ([179]).

1.4.4 La sécrétion de lipides

Fabbrini et al (2008 [101]), entre autres, ont montré que la sécrétion de VLDL était dans

l’absolu augmentée chez les individus atteints de NAFLD. Néanmoins, cette augmentation

de la sécrétion de lipides n’est pas suffisante par rapport à l’augmentation de la disponibi-

lité de lipides dans le foie. Ceci indique que la capacité de sécrétion de VLDL est réduite

proportionellement au degré de stéatose en cas de NAFLD.

Les VLDL sont formées par l’assemblage de particules lipoprotéiques avec la protéine

ApoB, des triglycérides et du cholestérol. Cet assemblage est médiée par MTP. Les trigly-

cérides sont transférés à ApoB dans le réticulum endoplasmique puis maturés. La taille des

VLDL dépend de la quantité de triglycérides ajoutés aux particules lipoprotéiques lors de la

maturation. Tous les triglycérides hépatiques ne sont pas traités de la même manière : les

acides gras liés à l’albumine sont préférenciellement assemblés et sécrétés par rapport aux

triglycérides sous forme de goutelettes ([296]).
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Il a été montré que les mécanismes de régulation de la synthèse d’ApoB et par consé-

quence de sécrétion de VLDL ne se font pas au niveau transcriptionnel, mais plutôt par

dégradation de la protéine nouvellement synthétisée ([105]). Il est à noter que la dégra-

dation d’ApoB est stimulée par la présence de ROS ([214]). MTP exerce un rôle central

dans la régulation de l’assemblage et de la sécrétion de VLDL : des résultats expérimentaux

montrent qu’une diminution de l’activité de MTP est suffisante pour induire une stéatose.

L’inactivation de MTP chez les souris provoque une multiplication par 3 de la quantité de

triglycérides hépatiques, en l’absence d’augmentation des transaminases et d’inflammation

hépatique ([171]). Ce lien entre inhibition de MTP et augmentation du degré de stéatose est

retrouvé chez l’humain ([69]). Plusieurs études ont montré que l’exposition des hépatocytes

à un stress oxydatif stimule la dégration d’ApoB et inhibe l’expression de MTP, ce qui a

pour conséquence une diminution de la sécrétion de VLDL et une augmentation de la quan-

tité de lipides dans les hépatocytes ([38]). Ces mécanismes contribuent vraisemblablement

à l’accumulation de lipides dans le cas des NAFLD, où la présence d’un stress oxydatif est

avérée.

1.4.5 Le rôle des lipides dans les NAFLD et l’insulino-résistance

Différents éléments laissent penser que le stockage de lipides dans le foie sous forme

de triglycérides aurait un effet protecteur contre l’insulino-résistance et l’inflammation pro-

voqués par un régime hyper-lipidique. Tout d’abord, lorsque SCD1 est inhibée dans le foie

sur une courte période chez la souris (quelques jours), une amélioration de la sensibilité à

l’insuline et une diminution de la néoglucogenèse sont observées alors que le degré de stéatose

augmente transitoirement ([146]). L’amélioration de la sensibilité à l’insuline se fait donc in-

dépendemment du degré de stéatose. Selon les auteurs de cette étude, l’amélioration rapide de

la sensibilité à l’insuline pourrait inhiber la sécrétion de VLDL. En effet, au niveau hépatique

l’insuline limite la sécrétion de VLDL, c’est pourquoi la dyslipidémie est associée à l’insulino-

résistance. La répression de la néoglucogenèse et de la sécrétion de VLDL aboutirait donc à

cette augmentation transitoire de la stéatose. Bien que la stéatose soit indiscutablement as-

sociée à l’insulino-résistance, il est difficile de déterminer si l’insulino-résistance entraîne une

accumulation excessive de triglycérides dans le foie ou si l’agmentation du taux de triglycé-

rides ou de métabolites de leur voie de synthèse précèdent l’apparition de l’insulino-résistance.

Sur ce point, les résultats de différentes études divergent. Certaines données laissent penser

que l’accumulation de lipides dans le foie précède l’insulino-résistance tandis que d’autres

montrent que les triglycérides en eux-mêmes ne sont pas toxiques et protégeraient même le

foie de la lipotoxycité en stockant les acides gras sous une forme inerte, suggérant que la

stéatose n’est pas nécessairement associée à l’insulino-résistance ([42], [175] et [198]).

Par ailleurs, les DAGs sont suspectés d’être un des liens entre lipides et insulino-

résistance. En effet, des souris dont le gène codant pour la mtGPAT mitochondrial acyl-

coenzyme A (CoA) :glycerol-sn-3-phosphate acyltransferase a été délété accumulent des
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LCCoAs dans le foie, ont un taux réduit de DAG et sont protégées contre l’insulino-résistance

induite par un régime hyper-lipidique ([231]). L’inhibition spécifique de DGAT2 réduit le

taux de DAG dans le foie, probablement en raison d’une boucle de régulation de SREBP1c

et de l’activation de la ❜-oxydation mitochondriale par les LCCoAs. Ceci, associé au fait

que les DAG sont des activateurs de PKCe, indique que les DAG sont probablement un des

médiateurs de l’insulino-résistance induite par les lipides ([62] et [289]).

L’amélioration de la stéatose par l’inhibition de DGAT2 a été envisagée comme traite-

ment des NAFLD, ce qui a mené Yamaguchi et al ([284]) à étudier l’inhibition de DGAT2

dans le foie dans un modèle de souris obèses recevant un régime déficient en méthionine et

en choline. L’inhibition de DGAT2 a permis une diminution flagrante du taux de triglycé-

rides hépatiques et une amélioration de la sensitivité à l’insuline. L’expression de TNF❛ était

également diminuée, toutefois, l’analyse anatomopathologique amis en évidence l’apparition

d’une nécro-inflammation et d’une fibrose, c’est-à-dire une évolution vers les stades sévères

des NAFLD (NASH). Cela s’accompagnait d’une augmentation de la concentration hépa-

tique d’acides gras libres et de LCCoAs, de ROS et de marqueurs de la peroxydation des

lipides. Cette étude dissocie la souffrance hépatique de l’accumulation de triglycérides dans

les hépatocytes et des paramètres métaboliques systémiques. Ceci met en évidence à quel

point les mécanismes reliant la stéatose hépatique, l’insulino-résistance sytémique et l’inflam-

mation hépatique sont complexes. Le concept souligné par cette étude est que le stockage

des lipides dans le foie sous forme de triglycérides serait un mécanisme de protection contre

la lipotoxicité des acides gras libres et de ses précurseurs ([185]).

1.5 Rôle des hormones entéroendocrines dans l’insulino-

résistance et l’obésité

Excepté dans des cas de mutation génétique, somme toute assez rares chez l’humain, le

développement de l’obésité et donc des pathologies associées est la conséquence d’un déséqui-

libre entre la prise alimentaire et la dépense énergétique. La balance entre ces deux éléments,

l’apport et la dépense énergétique, est régulée par un processus complexe impliquant des si-

gnaux métaboliques, hormonaux et neuronaux. Le système digestif est à l’origine d’un grand

nombre de ces signaux, en particulier plusieurs hormones sécrétées par des cellules entéroen-

docrines spécialisées. Plus de 20 hormones digestives ont été identifiées à ce jour, la plupart

sont des peptides. Certaines agissent à distance de leur site de production en passant dans

la circulation tandis que d’autres ont plutôt une action paracrine (sur les cellules voisines).

1.5.1 Les leçons de la chirurgie bariatrique

Les interventions sur le mode de vie et les traitement médicamenteux se sont jusqu’à

maintenant révélés inefficaces pour obtenir et maintenir une perte de poids conséquente et
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une réduction de l’insulino-résistance. Par contre la chirurgie bariatrique (bypass) s’est révé-

lée très efficace, elle permet une perte de poids importante et durable ainsi qu’une réduction

notable de la mortalité. Cette chirurgie consiste à réduire le volume de l’estomac et à di-

minuer la surface d’absorbtion de l’intestin grêle. Cette chirurgie a pour effet de réduire

considérablement l’appétit et l’absorption. Le diabète de type 2 est également amélioré très

rapidement, avant même que la perte de poids ne soit significative ([113]). Cet effet rapide

du bypass semble s’expliquer par les changements importants et rapides de la sécrétion de

beaucoup d’hormones produites par le système digestif ([151] et [168]).

La restriction alimentaire et la perte de poids induisent une chute du taux plasmatique

de leptine, et en conséquence une augmentation de la sensation de faim. Dans le cas du bypass,

la chute du taux de leptine et la perte de poids ne s’accompagnent pas d’une augmentation

de la sensation de faim ([153]). Ceci illustre l’importance des signaux envoyés par le système

digestif dans la régulation de l’homéostasie énergétique.

1.5.2 Les hormones digestives

Les principales hormones produites par le système digestif sont listées Tab. 1. Les

cellules endocrines du tube digestif sont retrouvées dans le pancréas et dans l’épithélium des

muqueuses digestives, dans les cryptes ou à la base des villosités. Par leur effet soit local,

soit systémique, elles ont un effet sur toute la physiologie de l’organisme.

Ces peptides sécrétés par les cellules endocrines intestinales peuvent avoir un effet sur :

– la motilité gastro-intestinale : elles agissent sur les muscles lisses de l’oesophage,

l’estomac, le duodénum, les canaux biliaires et pancréatiques, l’intestin grêle et le

côlon. Ces cellules coordonnent les mouvements faisant progresser le bol alimentaire

par une homogénéisation mécanique et activent les contractions musculaires d’un

segment intestinal à la fois.

– la régulation de l’apétit et de la balance énergétique. Les hormones entéroendo-

crines influent sur des organes périphériques impliqués dans le stockage et la dépense

d’énergie, ainsi que sur l’homéostasie glucidique via la stimulation de la synthèse et

sécrétion d’insuline par les cellules ❜.

Peptide YY

Le peptide YY est constitué d’une chaîne de 36 acides aminés, présentant un résidu

tyrosine (YY) à chaque extrémité. La forme complète de ce peptide est un agoniste de trois

récepteurs NPY (Y1, Y2 et Y5). Toutefois dans le tube digestif la partie N-terminale est

rapidement hydrolysée par la DPP4 (dipeptidyl peptidase 4), ce qui donne la forme principale

de circulation de PYY en postprandial (3-36) ([121]). PYY(3-36) a une action sélective sur le

récepteur Y2. La sécrétion de PYY est augmentée après une prise alimentaire, en proportion

avec la quantité d’énergie absorbée. La sécrétion de PYY induite par la prise alimentaire
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Type de cellule Hormone sécrétée Localisation

Cellules ❛ Glucagon Pancreas (îlots de Langerhans)

Cellules ❜ Insuline, IAPP Pancréas (îlots de Langerhans)

Cellules PP Polypeptide pancréatique (PP) Pancréas (îlots de Langerhans)

Cellules D Somatostatine Pancréas (îlots de Langerhans)

Cellules G Gastrine Estomac, occasionnellement pancréas

Cellules X/A-like Ghréline, nesfatin.1 Estomac, occasionnellement intestin grêle

Cellules S Sécrétine Intestin grêle

Cellules K (ou GIP) GIP Intestin grêle

Cellules I (ou CCK) Cholécystokinine Intestin grêle

Cellules N Neurotensine Intestin grêle

Cellules L PYY, GLP-1, GLP-2 Intestin grêle et côlon

Table 1 – Les cellules entéroendocrines et leurs produits

dépend également de la composition de l’aliment, en particulier la proportion de lipides et

de protéines ([24]). La concentration de PYY est augmentée après un bypass, aussi bien à

jeun qu’en postprandrial.

L’injection de PYY (1-36) inhibe la sécrétion de sucs gastriques et ralentit la vidange

gastrique et la vitesse du transit. Cet effet est spécifique de la stimulation du récepteur Y2,

via une stimulation du nerf vague et de l’hypothalamus ([23]). Ces action de PYY ont un

effet anorexigène chez l’animal ([58]). Chez l’humain, l’injection de PYY (3-36) diminue la

prise alimentaire chez les individus minces et obèses ([22]). Dans cette étude l’obésité n’avait

pas de conséquence sur la sensibilité à ce peptide.

Polypeptide pancréatique

Ce peptide est sécrété en post-prandial et a une forte affinité pour le récepteur Y4.

Il possède également une affinité plus faible pour le récepteur Y5 ([114]). Chez la souris, la

surexpression du gène du polypeptide pancréatique dans les cellules des îlots de Langerhans

réduit la prise alimentaire, ce qui met en évidence le rôle anorexigène de ce peptide ([265]).

Le même effet est observé lorsque l’on administre la forme mature du polypeptide. Lorsque

cette administration est répétée, une perte de poids est obtenue chez la souris ([20]). Ces

résultats laissent penser que des traitements à base d’agonistes du récepteur Y4 pourraient

être efficaces dans le traitement de l’obésité.
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Glucagon-like peptide 1

Le GLP-1 est un des produits du clivage du proglucagon, deux formes circulantes sont

rencontrées : le GLP1 (7-37) et le GLP1 (7-36amide), cette dernière est majoritaire chez

l’homme ([209]). GLP-1 exerce à la fois une action de neurotransmetteur et d’hormone.

Comme les autres hormones digestives décrites jusqu’à présent, ce peptide est sécrété après

une prise alimentaire, en proportion avec la quantité d’énergie absorbée. La sécrétion de

GLP-1 peut être stimulée par des signaux nerveux aussi bien que par l’interaction du contenu

luminal avec les récepteurs de la surface apicale des cellules L (G-protein-coupled receptor

119 par exemple) ([64] et[226]). Les concentrations plasmatiques de GLP-1 à jeun et en

post-prandial sont augmentées suite à un bypass ([168]).

Ce peptide stimule la sécrétion d’insuline et inhibe la sécrétion de glucagon, il a donc

un rôle hypo-glycémiant en conditions physiologiques. Il contribue donc au pic insulinique

observé en postprandial. L’action de GLP-1 sur la sécrétion d’insuline est dépendante du

glucose, l’action hyperinsulinémiante de GLP-1 est donc annulée lorsque la glycémie est

normale. GLP-1 ralentit également la vidange gastrique et donc limite la prise alimentaire

([107]). L’injection répétée de GLP-1 à des patients obèses atteints de diabète de type 2 a

permis d’obtenir une perte de poids et une amélioration de la glycémie ([293]).

La demi-vie de GLP-1 dans la circulation sanguine est de moins de deux minutes, en

effet, ce peptide est innactivé par la DPP4. Une étude venant d’être publiée rapporte que

l’expression hépatique de DPP4 est plus élevée chez les patients atteins de NAFLD et néga-

tivement corrélée avec l’HOMA-IR ([196]). DPP4 et GLP-1 auraient donc un rôle important

dans les mécanismes régulant la glycémie. Les molécules ayant une action similaire au GLP-1

ou inhibant la DPP4 ont donc un potentiel thérapeutique évident et un certains nombre de

molécules sont étudiées. Le premier agoniste du récepteur de GLP-1 approuvé comme traite-

ment du diabète de type 2 est l’exendine 4 (exanatide), une molécule initialement isolée du

venin d’un lézard (Heloderma suspectum) ([98]). Il a été montré que l’administration d’exa-

natide à des patients diabétiques de type 2 et ne répondant pas aux traitements classides

(metformine et/ou sulfonylurée) permettait d’atteindre des niveaux acceptables d’hémoglo-

bine glyquée chez environ 40% d’entre eux ([152]). La liragutide est une autre molécule

également utilisée, cette molécule est un analogue du GLP-1 résistant à la DPP4 dont la

capacité à réduire le taux d’hémoglobine glyquée a également été démontré ([182]).

Glucagon-like peptide 2

Le GLP-2 est comme le GLP-1 un produit du clivage du proglucagon, c’est un peptide

de 33 acides aminés. Il est donc co-sécrété avec le GLP-1 en posprandial et exerce un effet

intestinotrophique ([91], [92]). Le GLP-2 influe donc sur plusieurs aspects de la physiologie

intestinale : la mobilité, l’absorption, la fonction barrière et la prolifération cellulaire. Les
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mécanismes par lesquels GLP-2 exerce ces actions sont complexes et mettent en jeu des voies

de signalisation uniques et plusieurs médiateurs indirects.

Il a été montré à plusieurs reprises que GLP-2 est indispensable au maintien de la

barrière intestinale et que l’administration de GLP-2 restaurait la fonction barrière de l’épi-

thélium lorsque celle-ci est altérée ([27], [45]). La prise d’un repas riche en lipides a pour

conséquence une augmentation du passage de LPS dans le sang ([99]), ce qui pourrait être

la conséquence d’une augmentation de l’absorption de LPS avec les chylomicron et/ou une

altération de la barrière intestinale. Compte tenu du fait que l’inflammation systémique ob-

servée en cas d’obésité et de diabète de type 2 est associée à une augmentation du taux

sanguin de LPS d’origine intestinale, GLP-2 serait un élément supplémentaire à prendre en

compte dans l’étude des mécanismes menant au développement des pathologies métaboliques

(ce point sera détaillé section 2.2.3).
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2 Le microbiote intestinal

2.1 Généralités sur le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est l’ensemble des bactéries qui peuplent notre tractus digestif.

La concentration de ces bactéries augmente tout au long du tube digestif : elle va de 102

bactéries par gramme dans l’estomac à 1011 bactéries par gramme dans le côlon, en passant

par 104 (jéjunum) à 107 (iléon) dans l’intestin grêle. Les bactéries retrouvées dans l’intestin

grêle sont principalement des bactéries Gram - et Gram + aérobies ou anaérobie facultatives,

dans le côlon, le microbiote est en majorité constitué de bactéries anaérobies facultatives

ou anaérobies strictes. Au total, chaque être humain abrite environ 1014 bactéries, ce qui

représente 10 fois plus de bactéries que de cellules eucaryotes ([118]). Ces bactéries sont

réparties en plus de 1000 espèces différentes. Le microbiote de chaque individu est unique en

termes d’espèces dominantes ([299]) et de leur proportions.

2.1.1 Structure et composition

Initiallement, les méthodes d’analyse basées sur la culture en boîtes de Pétri ont fourni

les premières données sur le nombre et la diversité des microorganismes peuplant le tube

digestif. Le nombre d’espèces bactériennes cultivables était alors estimé à 400 et le nombre

d’archaebactéries à 2 ([235]). Les méthodes moléculaires basées sur l’ADN ribosomal ont per-

mis des progrès importants dans la détection et l’identification des microorganismes ([280]).

Il a alors été possible de détecter les bactéries non cultivables, selon les études, il est rapporté

qu’au moins 70 % du microbiote intestinal est non cultivable à ce jour ([10], [173] et [301]).

Les premiers inventaires des gènes de l’ARNr 16S du microbiote fécal humain ont mis en

évidence la grande diversité de cet écosystème et un grand nombre d’espèces ne correspondant

à aucune souche cultivée connue ([255], [279]). Il est alors constaté que la grand majorité du

microbiote est constitué par les membres de trois groupes phylogénétiques : le groupe des

Bacteroidetes, le groupe Clostridium coccoides et le groupe Clostridium leptum.

Au cours des dernières années, le séquençage à haut débit a donné une nouvelle di-

mension à l’étude de la composition du microbiote ([118] et [187]). Le microbiote du tractus

digestif humain apparait alors constitué d’un très petit nombre de phyla dominants par
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rapport aux autres écosystèmes complexes connus comme le sol ou les océans. Toutefois, le

niveau de diversité est très élevé au niveau des phylotypes. La diversité entre les individus

est elle aussi très élevée.

Le phylum des Firmicutes représente plus de 75% du microbiote, il comporte 274 genres,

essentiellement des bactéries Gram +. Les Firmicutes sont divisés en trois classes de bac-

téries Gram + : les Clostridia (anaérobie), les Bacilli (aérobie stricte ou facultatif) et les

Erysipelotrichi, anciennement appelés Mollicutes. Ce phyla comprend donc les Enterococca-

ceae et les Lactobacillaceae ainsi que Lactococcus spp. Le second phylum majoritaire est celui

des Bacteroidetes, il représente environ 17% du microbiote et est composé de trois classes

de bactéries Gram - : Cytophaga, Flavobacterium et Bacteroidetes ([173] et [256]). Le genre

Bacteroides est le membre principal de la classe Bacteroidetes, il comprend en particulier les

espèces Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis et Bacteroides ovatus ([96]). Les

Actinobacteria constituent le troisième phylum majoritaire, regroupant des espèces bacté-

riennes Gram + à haut pourcentage GC. Il ne représente qu’environ 3% des eubactéries du

microbiote. Les Actinobacteria comprennent en particulier le genre Bifidobacterium. Trois

autres phyla sont rencontrés de manière plus limitée : celui des Proteobacteria, celui des

Lentisphaera et celui des Verrucomicrobia.

2.1.2 Régulation de la composition du microbiote

Zoetendal et al ont étudié au cours du temps le profil d’espèces du microbiote d’indi-

vidus sains et ont constaté que ce profil d’espèces est très spécifique de l’individu, en terme

de composition et de diversité d’espèces ([299]). Cette étude a aussi permis de constater

que la composition du microbiote d’aldultes sains était stable au cours du temps. Toujours

chez l’adulte sain, la composition du microbiote intestinal est relativement résiliente après

un traitement antibiotique de courte durée ([75]). Le fait que le profil d’espèces de chaque in-

dividu soit unique soustend que les facteurs (ou leur association) régulant la composition du

microbiote sont eux aussi spécifiques de l’individu. Il est ainsi possible de citer : les facteurs

environnementaux lors de la mise en place du microbiote, l’alimentation et la génétique de

l’hôte.

Facteurs influençant la mise en place du microbiote au cours de l’enfance

Le foetus est stérile lorsqu’il est dans l’utérus et est colonisé par les bactéries à partir

de la naissance. Pendant et juste après cette dernière, l’enfant est exposé à un grand nombre

de sources environnementales de bactéries (vagin, peau, lait de la mère, etc.). Ce microbiote

initial évolue beaucoup au cours des premiers mois en raison de l’exposition continuelle à

des bactéries de l’environnement. Le microbiote devient mature entre un et deux ans, ce qui

coïncide avec le passage d’une alimentation à base de lait riche en lipides, à une alimentation
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solide, plutôt riche en glucides. La composition du microbiote conserve un noyau stable au

cours de la vie de l’individu ([213], [302]).

Les résultats de l’étude KOALA (Kind, Ouders en gezondheid : Aandacht voor Leefstijl

en Aanleg) entre autres, ont mis en évidence que le type d’alimentation (allaitement ou lait

reconstitué), l’hospitalisation, la prématurité et l’administration d’antibiotiques influencent

la composition du microbiote pendant l’enfance ([218], [134], [102]). Lors d’une naissance

par voie basse, les enfants sont rapidement colonisés par la flore vaginale et fécale de leur

mère, tandis que les enfants nés par césarienne sont quant à eux initialement colonisés par

les bactéries de l’air, des vêtements et de la peau de leur mère et du personnel soignant. En

conséquence, les enfants nés par césarienne ont une plus faible proportion de bifidobactéries

et de Bacteroides spp et sont plus souvent colonisés par Clostridium difficile que les enfants

nés par voie basse. Par ailleurs, les enfant nourris avec du lait reconstitué sont plus souvent

colonisés par Enterobacteriaceae spp., C. difficile, Bacteroides spp., et Streptococcus spp. par

rapport aux enfants allaités, qui sont eux majoritairement colonisés par Staphylococcus spp.,

Streptococcus spp., Lactobacilllus spp., et Bifidobacterium spp ([102]).

La zone géographique dans les premiers mois/années de vie influe également sur la com-

position du microbiote. Le lieu est associé à des conditions environnementales différentes :

les bactéries auxquelles l’enfant est exposé, l’alimentation et les conditions d’hygiène sont

différentes. Ainsi, il a été constaté qu’il existe, en Europre, un gradient Nord-Sud dans la

composition du microbiote d’enfants de 6 semaines : le genre Bifidobacterium plus abon-

dant au Nord et la diversité bactérienne plus grande au Sud ([102]). Des différences sont

aussi constatées entre les pays industrialisés et les pays en voie de développement, ce qui

traduit l’influence des conditions d’hygiène. La colonisation par des entérobactéries et les

bifidobactéries est plus tardive dans les pays industrialisés par rapport aux pays en voie

de développement, tandis que les bactéries retrouvées sur la peau (Staphylococcus) sont pré-

sentes en plus grande quantité dans le microbiote des enfants nés dans des pays industrialisés

([?], [7]).

L’alimentation

L’alimentation constituant une partie du substrat énergétique du microbiote et mo-

dulant des processus physiologiques se répercutant sur le microbiote (sécrétion d’enzymes

digestives, de mucus, vitesse du transit, système immunitaire...), il est naturel de penser que

l’alimentation est un des déterminants majeurs de la composition du microbiote intestinal.

Malgré cela, les études visant à déterminer dans quelle mesure le régime alimentaire influe

sur la composition du microbiote sont peu nombreuses à ce jour ([108]). Quelques études

portent sur des changements transitoires, leurs résultats laissent penser que le microbiote

d’individus ne changeant pas leur régime alimentaire est stable ([111], [67] et [299]).

L’effet de changements du régime alimentaire sont encore moins connus, il a tout de

même été montré que la supplémentation en prébiotiques (ce point sera détaillé section 2.3.2)
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tels que les fructo-oligosaccharides et l’inuline induisait l’augmentation des populations de

certains groupes de bactéries, en particulier les espèces du genre Bifidobacterium et Faecali-

bacterium prausnitzii ([39]), [46] et [223]).

Il a aussi été montré que la réduction de la quantité de glucides, dans le cadre de

régime amincissants, avait un effet majeur sur la composition et les fonctions métaboliques

du microbiote dans le côlon. En effet, ces régimes diminuent la production de butyrate par

le microbiote et les populations de Roseburia spp. et Eubacterium rectale ([94] et [95]).

Toutefois, aucune modification des proportions des phyla Bacteroidetes et Firmicutes n’a été

détectée exepté par Ley et al qui ont rapporté qu’un régime hypocalorique augmentait la

proportion de Bacteroidetes aux dépends des Firmicutes ([173]). Une autre étude, a comparé

l’effet d’un régime riche en lipides et pauvres et glucides avec un régime pauvre en lipides,

riches en glucides et riche en fibres ([41]). Il s’est avéré qu’à apport énergétique égal, le

régime pauvre en lipides et riche en glucides était associé à une plus forte proportion de

bifidobactéries que le régime pauvre en glucides et riche en lipides, ce qui démontre l’influence

du régime alimentaire sur la composition du microbiote. Les différences de composition sont

le reflet des glucides non digérés arrivant jusqu’au côlon (polysaccharides non digestibles,

amidon résistant et certains oligosaccharides). Une étude récente de Walker et al a étudié

l’impact d’une supplémentation en amidon résistant, en polysaccharides non digestibles et

d’une restriction en glucides totaux sur 10 semaines ([271]). L’analyse des séquences de l’ARN

16S a montré une modification rapide et réversible de la composition du microbiote après le

changement de régime. Ce régime pauvre en lipides et riche en glucides et en fibres a entraîné

l’augmentation importante de la population de Ruminococcus bromii, passant de 3,8% à 17%

en moyenne. Des variations des populations d’Oscillibacter et d’Eubacterium rectale ont aussi

été observées. Il a également été noté que la réponse du microbiote intestinal au changement

de régime était dépendante de la composition initiale du microbiote.

D’autres études, réalisées sur modèle murin, montrent également que la composition

de l’alimentation influe sur la composition du microbiote. Deux études ont comparé la com-

position du microbiote caecal de souris conventionelles sous régime hyper-lipidique et sous

régime standard par fluorescence in situ hybridisation ([54] et [46]). Il est apparu que le

régime hyper-lipidique était associté à une plus faible population de Bifidobacterium spp.,

du groupe Eubacterium rectale - Clostridium coccoides et Bacteroides spp.

2.1.3 La prise d’antibiotiques

L’effet drastique des antibiotiques sur le microbiote intestinal est lui aussi de plus en

plus mis en évidence, par exemple, un traitement par antibiotiques de cinq jours modifie

la composition globale du microbiote jusqu’à quatre semaines, avant que celle-ci revienne à

son état initial ([82]). Certaines populations bactériennes sont sensibles au point de ne pas

retrouver leur niveau de population jusqu’à six mois après la fin du traitement. Une autre

étude montre que l’utilisation d’antibiotiques chez les enfants est associée à une diminution
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de la proportion de bifidobactéries et de Bacteroides, les bifidobactéries reviennent lentement

à leur niveau initial tandis que la population initiale de Bacteroides n’est généralement pas

rétablie ([218]).

Le génotype de l’hôte

Le génotype de l’hôte joue lui aussi un rôle déterminant dans la mise en place du micro-

biote et dans la composition du microbiote à l’âge adulte. Une étude portant sur trois couples

de jumeaux monozygotes et basée sur une analyse du microbiote par DGGE (denaturing gra-

dient gel electrophoresis) a montré qu’après 25 ans, la composition de leur microbiote était

beaucoup plus similaire que celle d’individu sans lien de parenté ([300]). Quelques années

plus tard, une étude basée sur des techniques de séquençage des gènes de l’ARN 16S ont

confirmé l’importance de la génétique de l’hôte ([154]).

Néanmoins, il a été montré par une étudé récente, s’appuyant cette fois sur des résultats

obtenus par séquençage du métagénome, c’est-à-dire de l’ensemble des gènes du microbiote

intestinal, que les différences constatées entre les microbiotes de jumeaux homozygotes et

ceux de jumeaux hétérozygotes étaient équivalentes ([264]). Cette étude suggère donc que

l’environnement périnatal est plus important que le génotype de l’hôte. Elle confirme toutefois

que les microbiotes des membres d’une même famille sont plus proches que ceux d’individus

sans lien de parenté.

2.1.4 Les fonctions du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal assure de nombreuses fonctions essentielles à la santé de son

hôte, au point que le microbiote est aujourd’hui considéré comme un organe supplémentaire

de l’hôte ([247]). Tout d’abord, il assure un effet barrière contre les pathogènes éventuels en

empêchant leur implantation. Comme cela a déja été évoqué, le microbiote intestinal assure la

fermentation des substrats disponibles au niveau du côlon, produisant ainsi un grand nombre

de métabolites absorbés et utilisés par l’hôte. Le microbiote intestinal participe également

au métabolisme des xénobiotiques, comme les médicaments ou les composés produits lors

de la cuisson des aliments. Il a aussi été montré que le microbiote produit des vitamines

essentielles à l’hôte et qui ne sont pas présentes en quantité suffisante dans l’alimentation. Il

est aussi indispensable au développement et à la maturation du système immunitaire ([180]).

L’étude de rongeurs axéniques, dépourvus de microbiote intestinal, a permis de mon-

trer que celui-ci est indispensable au fonctionnement normal de l’organisme ([247]). Ces

animaux souffrent de nombreuses anomalies physiologiques (système immunitaire immature,

faible mobilité intestinale, déséquilibre osmotique, faible adiposité, structure anormale de

l’épithélium colique, etc.). Toutes ces anomalies peuvent être corrigées par l’inoculation d’un

microbiote complexe, en quelques semaines, voire en quelques jours.
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Développement, maturation et modulation du système immunitaire de l’hôte

L’influence du microbiote intestinal sur le système immunitaire de l’hôte a initiale-

ment été mis en évidence grâce à l’étude de rongeurs axéniques. L’étude de ces rongeurs

a également permis d’élucider quelques-uns des mécanismes par lesquels le microbiote in-

testinal participe à la maturation et à la modulation du système immunitaire. Le système

immunitaire intestinal a pour rôle de maintenir l’homéostasie intestinale ce qui implique :
– une réponse immunitaire forte contre les virus, bactéries et parasites pathogènes

– de développer une tolérance vis-à-vis des bactéries du microbiote intestinal tout en

modulant la composition de ce dernier

La régulation de la composition du microbiote et la réponse contre les pathogènes

met en oeuvre la sécrétion d’anticorps spécifiques des muqueuses, les IgA, qui bloquent

l’adhésion des bactéries, la multiplication virale dans les cellules eucaryotes et neutralisent

les entérotoxines.

Il a été également démontré que le butyrate produit par des bacteries commensales

était capable de moduler la voie NFκB en inhibant la dégradation de son inhibiteur IkB.

Ceci diminue la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-8, TNF-❛) et permet

le maintien de l’homéostasie ([184]).

Effet barrière contre les pathogènes

Le microbiote permet d’augmenter l’effet barrière de la muqueuse intestinale en coloni-

sant les sites de fixation à la muqueuse du tractus digestif luttant ainsi contre la colonisation

par des bactéries pathogènes. Il est également à l’origine d’une compétition vis-à-vis des

nutriments et libère des composés anti-microbiens. Certaines espèces symbiotiques du mi-

crobiote peuvent également induire la production de composés anti-microbiens par l’hôte, en

effet Bacteroides thetaiotaomicron induit chez l’hôte la sécrétion d’angiogénine, un composé

produit par les cellules de Paneth et ayant des propriété bactéricides ([135]).

Physiologie du système digestif

L’étude des rongeurs axéniques a également permis de constater que le microbiote

intestinal était indipensable à un fonctionnement normal du tube digestif. Par rapport aux

rongeurs conventionels, les rongeurs axéniques présentent une motilité intestinale réduite, un

temps de transit alongé, des activités enzymatiques réduites et une couche de mucus plus

importante ([122], [?]). Tout comme le système immunitaire, le système digestif demeure

immature : l’épaisseur de la muqueuse, la taille des villosités et des bordures en brosse sont

réduites. Les cryptes sont moins profondes, l’épithélium se renouvelle moins rapidement que

chez des souris conventionelles. Le nombre de cellules par crypte est d’ailleurs diminué de 20

% ([8]).
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Le métabolisme des colonocytes est également anormal en l’absence de microbiote. En

effet, il a été constaté que la voie d’utilisation du butyrate est réduite alors que la capacité à

métaboliser la glutamine est augmentée. Le butyrate est un nutriment d’origine intestinale

tandis que la glutamine est apportée par la circulation sanguine ([60]). L’action du microbiote

se fait par une régulation de l’expression d’enzymes clefs du métabolisme de ces substrats.

Cette étude met donc en évidence la capacité du microbiote à moduler l’expression génique

de son hôte. Cette capacité a été montrée à une plus grande échelle en comparant les profils

d’expression génique de l’iléon de souris axéniques et conventionelles ([136]). Cette étude a

ainsi mis en évidence que le microbiote intestinal augmentait ou diminuait l’expression d’une

centaine de gènes.

Métabolisme des glucides et des lipides

Les glucides complexes non digestibles parvenant au côlon sont majoritairement consti-

tués d’amidon résistant aux ❛-amylases de l’hôte, de polysaccharides végétaux (cellulose,

hémicelluloses et certaines pectines) ainsi que quelques autres types de glucides (certains

édulcorants, oligosides, etc.) ([70]). La fermentation de ces composés implique différents

groupes bactériens aux activités enzymatiques complémentaires. Les polymères sont tout

d’abord hydrolysés par certains groupes bactériens en oses ou oligosides, qui peuvent alors

être assimilés par d’autres groupes bactériens ne possédant pas ces hydrolases. Les principales

espèces pour lesquelles ce type d’activité hydrolytique a été mise en évidence appartiennent

aux genre Bacteroides ; Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia ainsi que quelques es-

pèces des genres Enterococcus, Clostridium et Eubacterium ([71]). Chaque type d’hydrolase

(polysaccharidase, glycosidase...) peut être exprimé par des bactéries phylogénétiquement

éloignées. Par exemple, des genres très différents tels que Ruminococcus, Enterococcus et

Bacteroides possèdent tous une activité cellulosique. Cette fonction cellulosique est retrou-

vée chez tous les individus, de même que la capacité à dégrader le xylane. L’amidon est lui

aussi utilisable comme substrat par des groupes bactériens variés : Bacteroides, Bifidobac-

terium, Clostridium et Roseburia. Bien que la composition du microbiote soit spécifique de

l’hôte, cela illustre le haut degré de conservation des fonctions métaboliques du microbiote

et la redondance du génome et du transcriptome microbien ([256]).

Les oses et oligosides libérés par l’hydrolyse des glucides complexes sont ensuite fermen-

tés. La majorité des espèces du microbiote utilisent la glycolyse pour convertir ces glucides

en pyruvate, qui est ensuite transformé en AGCCs (acides gras à chaîne courte : acétate,

propionate et butyrate) selon différentes voies métaboliques. Certaines espèces libèrent des

métabolites intermédiaires tels que le succinate, le lactate ou le formate qui sont métabolisés

par d’autres espèces bactériennes. Les produits finaux de la fermentation sont rapidement

absorbés par l’épithélium intestinal et métabolisés in situ ou dans d’autres organes (foie,

muscles, coeur). L’équilibre entre les différentes espèces bactériennes influe sur les quantités

et les proportions d’AGCC produites par la fermentation d’un même substrat. L’acétate, par
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exemple, est synthétisé par la majorités des espèces dominantes du microbiote (Bacteroides,

Clostridium, Bifidobacterium, Ruminococcus, Fusobacterium...). Le propionate quant à lui,

est principalement produit par les espèces du genre Bacteroides. Les espèces productrices

de butyrate ont été identifiées plus récemment et appartiennent aux genres Eubacterium,

Coprococcus, Roseburia et Faecalibacterium. Le lactate est produit par ce qu’on appelle

communément les bactéries lactiques : Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium et En-

terococcus. La fermentation de ces glucides non digestibles constitue une source d’énergie

non négligeable pour l’hôte, en effet, les produits de fermentation permettent à l’hôte de

récupérer jusqu’à 10% d’énergie supplémentaire.

Les acides gras parvenant au côlon sont également métabolisés et subissent plusieurs

transformations (hydrolyse, oxydation, réduction, hydroxylation, etc.). Plusieurs espèces du

genre Pseudomonas expriment des lipases capables d’hydrolyser les triglycérides en glycérol

et en acides gras ([144]). Il semblerait que le microbiote a la capacité de réduire les acides

gras poly-insaturés de 18 carbones ou moins mais pas les acides gras de 20 ou 22 carbones

[140]. Un certain nombre d’espèces Gram + expriment des phospholipases, qui produisent des

diglycérides et des inositol triphosphates à partir des lipides parvenant au côlon (non digérés

ou provenant des colonocytes). Ces produits de dégradation peuvent pénétrer l’épithélium

et agir comme messagers intracellulaires, capables de moduler l’expression de gènes ([239]).

Par ce biais, le microbiote pourrait avoir une influence non négligeable sur la physiologie de

l’hôte. Une fois de plus, l’importance de la composition du microbiote et des fonctions qu’il

porte, ainsi que les substrats qui lui sont offerts est soulignée.

Par ailleurs, le microbiote est capable de convertir le cholestérol en coprostanol, non

absorbé au niveau intestinal et éliminé dans les féces. Chez la majorité des individus, 70%

du cholestérol est métabolisé par le microbiote, par contre, chez une minorité de personnes,

celui-ci est très peu métabolisé (moins de 20%) ([278]). Il a récemment été montré que

ces différences individuelles s’expliquaient par des différences de niveaux de population de

bactéries capables de réduire le cholestérol ([269]).

2.2 Implication du microbiote intestinal dans le syndrome

métabolique

2.2.1 Ce que nous apprennent les études sur rongeurs axéniques

Le premier élément clef démontrant l’implication du microbiote intestinal dans la ré-

gulation de l’homéostasie énergétique et donc dans l’obésité a été amené par Wostmann et

al ([282]) en 1983, qui a constaté que des rats axéniques avaient une prise alimentaire 18%

plus élevée que celle de rats conventionels, malgré un poids identique. Le constat selon lequel

les rongeurs axéniques tirent moins bien profit de leur alimentation que les rongeurs conven-

tionels, a été confirmé par l’équipe de Jeffrey Gordon ([25]) plus de 20 ans plus tard. Ses
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travaux ont permis de constater que les souris axéniques avaient un taux de masse grasse in-

férieur de 40% à celui de souris conventionelles de même âge en dépit d’une prise alimentaire

supérieure de 29%. Par ailleurs, la conventionalisation de souris axéniques, c’est-à-dire leur

colonisation par le microbiote d’une autre souris, entrainait une augmentation de 57% de leur

masse grasse, une multiplication par 2,3 de leur concentration hépatique de triglycérides et

une forte augmentation du degré d’insulino-résistance en deux semaines, et ce, en l’absence

de modification de la dépense énergétique et malgré une diminution de la prise alimentaire.

Quelques années plus tard, le même groupe met en évidence une partie des mécanismes liant

le microbiote à l’obésité ([26]) en nourrissant des souris conventionalisées et axéniques avec

un régime riche en lipides et en glucides (régime "Western"). Après 8 semaines, les souris

axéniques avaient non seulement pris significativement moins de poids que les souris conven-

tionalisées mais étaient aussi résistantes à l’intolérance au glucose et à l’insulino-résistance

induites par le régime Western.

Afin de vérifier que le microbiote de souris génétiquement obèses (ob/ob) possède de

meilleures capacités d’extraction d’énergie, Turnbaugh et al ([262]) ont transféré le microbiote

de souris ob/ob (obèses) et de souris sauvages (minces) à des souris axéniques. Après deux

semaines, les souris ayant reçu le microbiote d’une souris obèse ont pris significativement

plus de poids que les souris ayant reçu le microbiote d’une souris mince, en dépit d’une

consommation alimentaire identique. Ces différences de prises de poids sont concordantes

avec des capacités d’extraction d’énergie de l’alimentation différentes.

D’autres observations réalisées par la même équipe de recherche montrent que l’effi-

cacité alimentaire n’est pas le seul mécanisme expliquant la plus prise de poids des souris

conventionalisées. En effet, le microbiote intestinal stimule le stockage des triglycérides cir-

culants dans les adipocytes en réprimant au niveau intestinal la sécrétion d’un inhibiteur de

la Lpl (lipoprotéine lipase) appelé FIAF (fasting induced adipose factor), aussi connu sous

le nom d’Angptl4. De plus, les souris KO pour le gène FIAF ne voient leur masse grasse

augmentée que de 10% par la conventionalisation (contre 57% pour les souris sauvages).

Enfin, les souris axéniques FIAF −/− ne sont pas protégées contre l’obésité induite par un

régime western ([26]). L’augmentation de l’activité de la Lpl qui découle de la répression

de FIAF par le microbiote a pour conséquence une augmentation de l’apport d’acides gras

dans les adipocytes et de l’accumulation de triglycérides. FIAF est donc un médiateur sup-

plémentaire de la régulation du métabolisme lipidique de l’hôte par le microbiote intestinal.

L’expression de FIAF dans l’hypothalamus est régulée par plusieurs hormones régulant la

prise alimentaire. FIAF médie leur effet anorexigène en inhibant l’activité d’AMPK (5’ ade-

nosine monophosphate-activated protein kinase) spécifiquement au niveau hypothalamique.

Ainsi FIAF apparait comme ayant un rôle majeur dans la régulation du métabolisme éner-

gétique au niveau central ([155]).

Par ailleurs, l’activation de l’oxydation des acides gras au niveau du foie et des muscles

est augmentée chez les souris axéniques, ce qui est le résultat de deux mécanismes complé-

mentaires et indépendants : i) l’augmentation de l’activité de l’AMPK, une enzyme activant
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plusieurs enzymes de la ❜-oxydation mitochondriale telles que CPT1, ii) une augmentation

de l’expression de PGC-1❛ (peroxisomal proliferator-activated receptor gamma coactivator-

1❛), un co-activateur transcriptionnel essentiel de récepteurs et d’enzymes impliqués dans

l’oxydation des acides gras. AMPK, une enzyme très conservée chez les eucaryotes, est un

senseur métabolique de la cellule. Bäckhed et al ont mis en évidence que chez les souris axé-

niques, la concentration de la forme activée d’AMPK est particulièrement élevée dans le foie

et dans les muscles ([26]). Cette activation de la voie AMPK active les voies métaboliques

qui produisent de l’ATP (glycolyse et oxydation des acides gras), inhibe les voies métabo-

liques consommant de l’ATP (synthèse d’acides gras et de triglycérides, stimulation de la

sécrétion d’insuline) et augmente la sensibilié hépatique à l’insuline. Le microbiote affecte

donc tous ces processus via AMPK. Les mécanismes exacts par lesquels le microbiote agit

sur l’activation d’AMPK dans les muscles et le foie sont encore inconnus mais semblent être

indépendants de FIAF étant donné que le niveau d’AMPK n’est pas affecté par l’inactivation

de FIAF ([26]).

Les rongeurs axéniques ne sont pas seulement résistants à l’obésité, ils sont aussi pro-

tégés contre les effets négatifs d’un régime western ou hyper-lipidique sur le développement

de l’insulino-résistance ([25], [222]). En effet, il a été constaté par deux équipes différentes,

aussi bien sous régime standard que sous régime hyper-lipidique/western, que les souris axé-

niques présentent une glycémie à jeun, un taux d’insuline, un taux de leptine et un degré

d’intolérance au glucose bien plus bas que ceux de souris possédant un microbiote intestinal

(conventionelles ou conventionalisées) ([25], [26] et [222]). Au niveau hépatique, ce niveau de

sensibilité à l’insuline plus élevé chez les souris axéniques est associé à un degré de stéatose

moins élevé (30 à 60% de triglycérides hépatiques en moins par rapport aux souris conven-

tionelles selon les études). Ceci s’explique par une expression hépatique de gènes impliqués

dans la synthèse de lipides plus faible ([25] et [222]).

En plus de modifier la sensibilité à l’insuline, l’axénie pertube le fonctionnement normal

du métabolisme du cholestérol. En effet, Rabot et al ont mis en évidence une augmentation

de la biosynthèse du cholestérol chez les souris axéniques en comparaison avec des souris

conventionelles ([222]). Leur taux de cholestérol plasmatique était pourtant plus faible que

celui des souris conventionelles. Cette augmentation de la synthèse hépatique de cholestérol

serait un mécanisme compensant une forte perte de cholestérol par les voies biliaires chez

les souris axéniques. Le taux plasmatique d’acides gras libres est également diminué chez les

souris axéniques sous régime western ou hyper-lipidique ([222], [26]).

Ces études sur rongeurs axéniques démontrent l’implication du microbiote intestinal

dans l’obésité et les pathologies métaboliques. Elles montrent également que l’obésité de

souris génétiquement obèses est transférable à des souris sauvages via une transplantation

de microbiote intestinal. Le microbiote de souris ob/ob a donc des fonctionalités différentes

de celui de souris sauvages, minces. Or chez l’humain, une origine génétique (délétion du

gène de la leptine ou de son récepteur) est retrouvé dans moins de 10% des cas d’obésité.

La question qui se pose alors est : est-ce que le microbiote est aussi impliqué dans les cas
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d’obésité dont l’origine n’est pas génétique ?

2.2.2 Une dysbiose du microbiote intestinal est associée à l’obésité

Des études basées sur des techniques de métagénomique et de métabolomique ont

fourni des éléments de réponse à cette question et permis de mieux comprendre par quels

mécanismes le microbiote module le métabolisme de l’hôte ([262], [264], [93]) :

– le microbiome des obèses est déplété en gènes impliqués dans la mobilité cellulaire

(molécules chimiotactiques, protéines impliquées dans la mobilité telles que les pro-

téines flagellaires par exemple) et anormalement riche en enzymes capables d’hydroly-

ser les polysaccharides indigestibles, en phosphotransférases impliquées dans l’import

de plusieurs oses (glucose, fructose, N-acétylgalactosamine) et en enzymes permet-

tant la fermentation de glucides en AGCC (actétate, lactate, butyrate), comme par

exemple la L-fructosidase qui dégrade tous les glucides contenant du fructose ([263],

[262], [264]).

– Chez une lignée particulière de souris recevant un régime hyper-lipidique, le micro-

biote convertirait la choline d’origine alimentaire en méthylamines, réduisant ainsi

la biodisponibilité de la choline. Celle-ci étant indispensable à l’assemblage et la sé-

crétion des VLDLs, le microbiote pourrait ainsi induire une stéatose hépatique, une

insulino-résistance et une peroxydation des lipides ([93]).

– Le microbiote intestinal pourrait moduler le métabolisme lipidique de l’hôte, aussi

bien au niveau systémique qu’hépatique, en modifiant les profils de conjugaison des

acides biliaires, ce qui impacte directement l’émulsification et donc l’absorption intes-

tinale des lipides. Ces profils de conjugaison des acides biliaires auraient également un

effet sur le stockage hépatique des lipides et la lipoperoxydation en activant certaines

voies de signalisation ([191]).

Considérées conjointement, ces études mettent en évidence une action du microbiote

intestinal à tous les niveaux de la balance énergétique : l’extraction de l’énergie des aliments

et le stockage d’énergie sous forme de triglycérides et la dépense énergétique via l’oxydation

des acides gras. Ceci permet de supposer voire de démontrer l’implication du microbiote

intestinal dans l’obésité, l’insulino-résistance et les NAFLD.

Les études sur modèles animaux suggèrent que l’obésité est associée à une altération de

la composition et des propriété fonctionelles du microbiote. Le développement de l’obésité

chez les souris ob/ob coïncide avec une modification des proportions des deux phyla domi-

nants du microbiote ([172]). En effet, ces souris ob/ob, nourries avec un régime standard

riche en fibres, présentent une diminution de 50% de la proportion de Bacteroidetes et une

augmentation comparable de la proportion de Firmicutes par rapport à des souris sauvages

nourries avec le même régime.
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Les liens entre régime alimentaire, microbiote intestinal et homéostasie énergétique ont

été plus amplement explorés avec des modèles d’obésité non plus génétique mais induite par

un régime riche en lipides et en glucides simpes ([262] et [264]). Le régime western a entrainé

une augmentation de la proportion de Firmicutes, essentiellement en raison d’une importante

augmentation du pourcentage d’Erysipelotrichi et d’une diminution des Bacteroidetes. Cette

modification des proportions induit un enrichissement du microbiome en gènes assurant

l’extraction d’énergie. Ces modifications de la composition du microbiote et de ses propriétés

fonctionelles sont par ailleurs totalement réversibles après un retour au régime initial ([262]).

Afin d’étudier plus précisement de quelle manière le régime alimentaire en lui-même affecte

la composition du microbiote, indépendemment du degré d’obésité, Hildebrandt et al ([133])

ont étudié la modification de la composition du microbiote intestinal suite à l’administration

d’un régime hyper-lipidique chez une lignée de souris résistante à l’obésité. Ces souris, KO

pour le gène Resistin-like molecule (RELM), ont présenté des altérations de la composition

du microbiote et donc des propriétés fonctionelles similaires à celles observées chez des souris

sauvages, démontrant ainsi que l’effet du régime alimentaire prédomine sur le phénotype

obèse. Ces résultats impliquent donc que dans ce modèle la dysbiose du microbiote intestinal

est indépendante de l’obésité et que c’est l’alimentation qui entraîne une altération de la

composition du microbiote intestinal.

Parallèlement à cela, une autre étude menée par le groupe de Jeffrey Gordon, basée

sur une analyse métagénomique chez 154 individus (comportant des jumeaux mono et hété-

rozygotes ainsi que leurs mères), a mis en évidence que l’obésité était associée à une forte

réduction de la diversité bactérienne en plus d’une diminution de la proportion de Bacteroi-

detes et d’un enrichissement en Actinobactéries. Il a été constaté, comme chez les modèles

animaux d’obésité induite par un régime, un enrichissement du microbiome en gènes de

phosphotransférases et en gènes impliqués dans la digestion et l’utilisation de glucides et

lipides.

D’autres études à plus petite échelle ont étudié la composition du microbiote intestinal

chez des humains obèses et/ou diabétiques et l’impact d’un régime amincissant ([95], [232],

[203], [295], [283], [166]. Les résultats divergent, certains vont dans le même sens que ce qui

a été précédemment décrit tandis que d’autres sont partiellement ou complètement contra-

dictoires, les discordances sont probablement à attribuer aux différences de méthodologie et

à la complexité du mode de vie comparativement aux modèles animaux. En effet, chez ces

derniers, la composition du régime et la quantité absorbée sont contrôlés précisément, ce

qui n’est évidemment pas le cas chez l’homme. Par exemple Schwiertz et al ont observé un

enrichissement relatif des Bacteroides par rapport aux Firmicutes chez des patients obèses

par rapport à des personnes saines ( [241]). Une autre étude, menée sur un échantillon de 39

individus de 6 nationalités différentes, n’a trouvé aucune corrélation entre l’IMC et les pro-

portions relatives de firmicutes et de bacteroidetes ([19]). Cependant, les auteurs ont constaté

que trois biomarqueurs de l’activité du microbiote corrélaient fortement avec l’IMC. Deux

de ces marqueurs sont des complexes ATPase, ce qui met en évidence une fois de plus le lien
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entre l’extraction d’énergie de l’alimentation et la régulation du poids de l’hôte. Ces biomar-

queurs sont plus le reflet des fonctions portées par le métagénome que de la composition du

microbiote en terme d’espèces bactériennes présentes. Les fonctions du microbiote sont donc

tout aussi importantes que sa composition dans l’étude des liens entre microbiote et troubles

métaboliques.

De plus en plus d’éléments indiquent que les modifications de la composition du mi-

crobiote associées à des désordres métaboliques ne sont pas seulement liés aux habitudes

alimentaires. La mise en place du microbiote au cours de la première année de vie semble

cruciale sur le développement de l’obésité. En effet une étude prospective ([148]) a observé

que des enfants obèses à l’âge de 7 ans présentaient des anomalies de la composition de leur

microbiote dès leur première année. Leur pourcentage moyen de bifidobactéries était infé-

rieur à celui d’enfants ayant par la suite maintenu un poids normal, tandis que leur niveau

de Staphylococcus aureus était plus élevé.

Une autre étude [232], chez les adolescents cette fois, a montré que l’efficacité d’un

régime amaigrissant et de l’activité physique était dépendante de la composition du micro-

biote avant toute intervention. Bien que ces études n’aient pas étudié la corrélation entre

les habitudes alimentaires et la composition du microbiote, elles permettent de supposer que

l’étude des facteurs influençant la mise en place du microbiote au cours de l’enfance permettra

d’envisager une intervention durant l’enfance afin de prévenir l’obésité à l’âge adulte.

Comme cela a été évoqué précédemment (sous-section 2.1.2), les enfants nés par césa-

rienne ont moins de bifidobactéries et de Bacteroidetes que les enfants nés par voie basse. Or

ces deux groupes de bactéries sont sous-représentés chez les obèses et/ou auraient peut-être

un rôle protecteur contre celle-ci. La conséquence des facteurs influençant la mise en place

du microbiote sur la prédisposition à l’obésité est toutefois très mal connue à ce jour et de-

mande des études complémentaires pour conclure à ce sujet. Ainsi que nous l’avons évoqué

paragraphe 2.1.3, la prise de certains antibiotiques peut elle aussi diminuer la proportion

de bifidobactéries et de Bacteroides de façon durable ([218]). Ces éléments soulignent l’im-

portance de facteurs autres que les habitudes alimentaires sur l’interaction composition du

microbiote-obésité et troubles métaboliques.

En plus de capacités d’extraction d’énergie accrues, d’autres mécanismes reliant le

microbiote intestinal à l’obésité ont été proposés, comme l’inflammation chronique induite

par l’endotoxémie, la régulation du métabolisme lipidique de l’hôte et l’action sur la fonction

entéroendocrine.
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2.2.3 Les mécanismes liant le microbiote intestinal aux altérations

du métabolisme

Endotoxémie et inflammation

Le rôle de réponses inflammatoires dans la pathogenèse des maladies métaboliques est

de plus en plus reconnu et étudié (voir section 1.3). Par exemple, chez des souris recevant un

régime hyper-lipidique, l’activation des macrophages hépatiques résidents induit une insulino-

résistance hépatique et une intolérance au glucose. La déplétion spécifique de ces cellules

restaure la sensibilité à l’insuline et réduit l’accumulation de lipides, aussi bien au niveau du

tissus adipeux que du foie ([205] [141]). Des travaux récents ont montré que le microbiote

intestinal pouvait initier l’état inflammatoire associé à l’obésité et à l’insulino-résistance par

l’intermédiaire des lipopolysaccharides (LPS). En effet, la reconnaissance des LPS par le

complexe CD14-TLR-4 (CD14) présent à la surface de cellules immunitaires peut déclencher

des processus inflammatoires. L’importance des voies immunitaires médiées par le TLR-4 a

été confirmée par le fait que la délétion de TLR-4 prévient l’insulino-résistance induite par

un régime hyper-lipidique ([244]).

Cani et al ([46]) ont mis en évidence chez la souris que 4 semaines de régime hyper-

lipidique entrainaient une altération de la composition du microbiote (diminution des bifido-

bactéries et des eubactéries spp) et une multiplication par 2 à 3 de la concentration de LPS

circulant. Cette augmentation de la concentration de LPS a été appelée "endotoxémie méta-

bolique" étant donné que les concentrations mesurées restent bien en deça de celles observées

lors d’une endotoxémie associée à un choc septique. Lorsque l’endotoxémie métabolique était

reproduite par une injection continue de LPS, les souris ont développé les mêmes anomalies

métaboliques que celles induites par un régime hyper-lipidique : prise de poids, diminution

de la tolérance au glucose, augmentation du degré de stéatose, augmentation de l’expression

de cytokines pro-inflammatoires dans le foie, les muscles et le tissu adipeux sous-cutané et

viscéral. Parallèlement à cela, des souris dont le récepteur au LPS a été inactivé (CD14-KO)

se sont révélées résistantes à la fois aux effets d’un régime hyper-lipidique et de l’injection de

LPS. De plus, ces souris CD14-KO se sont révélées hyper-sensibles à l’insuline quel que soit le

régime, ce qui laisse penser que le récepteur CD14 influe sur la sensibilité à l’insuline y com-

pris en conditions physiologiques. Dans une autre étude ([47]), les mêmes auteurs montrent

qu’un traitement par antibiotiques diminue l’endotoxémie métabolique et la concentration

cécale en LPS, ce qui a été associé à une amélioration des paramètres métaboliques à la fois

chez des souris ob/ob et chez des souris sauvages recevant un régime hyper-lipidique.

Les rats Sprague-Dawley présentent généralement une sensibilité au développement de

l’obésité très variable ([76]). De La Serre et al ont montré que lorsque ces rats sont nourris

avec un régime hyper-lipidique, seuls les rats prédisposés à devenir obèses présentent une

augmentation de l’expression de TLR-4 dans l’iléon et que ceci est associé à une inflamma-

tion intestinale. De plus, la perméabilité intestinale et le niveau d’endotoxémie de ces rats
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sont plus élevés que ceux des rats résistants à l’obésité. Toutefois, le régime hyper-lipidique

entraînait les mêmes modifications de la composition du microbiote intestinal chez les deux

types de rats.

Le rôle du LPS dans l’initiation de l’inflammation systémique a aussi été évalué chez

des humains sains. Anderson et al ([12]) ont constaté qu’une faible dose de LPS provoque

une augmentation de la concentration de TNF-❛ et d’IL-6 dans le tissus adipeux et du degré

d’insulino-résistance. De plus un repas riche en glucides et en lipides a eu pour conséquence

une augmentation significative de la concentration de LPS, accompagné d’une augmentation

de l’expression de TLR-4 , de NF-kB et de SOCS-3 par les leucocytes mononucléaires. Ces

augmentations n’étaient pas observées après un repas validé par l’AHA (American Heart

Association), riche en fibres et en fruits ([115]).

Dans l’ensemble, ces données soutiennent l’hypothèse selon laquelle l’endotoxémie joue-

rait un rôle clef dans le développement de l’état inflammatoire associé à l’obésité et aux

désordres métaboliques et que le niveau sanguin de LPS est affecté par la composition du

régime alimentaire. Tous les nutriments n’ont pas la même capacité à augmenter l’endotoxé-

mie. En effet, il a été montré qu’un régime hyper-lipidique réduisait l’expression de protéines

constituant les jonctions serrées : les occludines et la ZO-1, ce qui a pour conséquence une

augmentation de la perméabilité intestinale et de la concentration plasmatique en LPS. Ceci

indique que l’absorption de lipides et leur sécrétion pourrait avoir un rôle prédominant dans

le passage du LPS dans la circulation portale ([55]). De manière cohérente, on constate chez

la souris qu’un régime hyper-lipidique entraine une plus forte augmentation de l’endotoxémie

qu’un régime isocalorique hyper-glucidique [11].

Le caractère pro-endotoxémique des lipides tend à être confirmé par une étude récente

chez l’humain : la concentration de LPS plasmatique corrèle positivement avec l’apport

total en énergie et en lipides sur trois jours ([11]). Dans un échantillon de 201 hommes en

bonne santé, un repas riche en lipides augmente fortement l’endotoxémie, jusqu’à atteindre

des concentrations plasmatiques suffisantes pour induire une réaction inflammatoire in vitro

(sécrétion de TNF-❛ par des cellules endothéliales aortiques en culture) ([99]). Deopurkar et

al ([79]) ont comparé l’effet chez des individus sains d’encas isocaloriques à base de crème et

de sucre (riche en glucose et en acides gras saturés) ou de jus d’orange sur l’endotoxémie, les

marqueurs de l’inflammation et du stress oxydatif. Seul l’encas à base de crème et de glucose

a été suivi d’une augmentation de l’endotoxémie, de l’expression de TLR-4, NF-kB, SOCS3,

TNF❛ et IL-1.

Le fructose a également été identifié comme nutriment à l’origine de désordres métabo-

liques et d’endotoxémie : des souris ayant reçu pendant 8 semaines une solution de fructose à

la place de l’eau de boisson ont vu leur concentration portale de LPS multipliée par 27, asso-

ciée à une augmentation significative du taux plasmatique de cytokines pro-inflammatoires,

du degré de stéatose hépatique et d’insulino-résistance. Ces altérations du métabolisme ne

sont pas retrouvées dans les mêmes conditions chez des souris dont le gène TLR-4 a été
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inactivé, bien que leur taux portal de LPS soit équivalent à celui des souris sauvages ([250]).

Le rôle capital de l’axe LPS-TLR-4 dans le développement de désordres métaboliques suite

à un régime alimentaire inapproprié est donc une fois de plus mis en évidence.

L’augmentation de l’endotoxémie peut provenir de l’augmentation de la perméabilité

intestinale et donc de la diffusion passive du LPS, mais aussi d’une augmentation de l’ab-

sorption. Toutefois, les mécanismes régulant l’absorption de LPS sont peu connus à l’heure

actuelle. Ghoshal et al [116] ont montré que les endotoxines sont activement absorbées lors

de la formation et de la sécrétion des chylomicrons, in vitro et in vivo. L’inhibition de la

formation des chylomicrons bloque la sécrétion de LPS dans la circulation portale. Le LPS

n’atteint donc pas la circulation portale uniquement par diffusion passive à travers des jonc-

tions serrées altérées. L’inhibition de la sécrétion des chylomicrons pourrait donc être une

des voies thérapeutiques à envisager pour réduire l’endotoxémie.

Le microbiote intestinal et la fonction entéroendocrine

La sécrétion d’hormones par l’intestin est un autre aspect du métabolisme énergétique

régulé par le microbiote intestinal ayant récemment été découvert. Comme cela a été précé-

demment souligné, le microbiote intestinal hydrolyse les polysaccharides complexes d’origine

végétale en monosaccharides et en AGCC, comme l’acétate, le propionate et le butyrate. Ces

acides gras ne constituent pas seulement une importante source de substrat pour la lipoge-

nèse de novo, ils sont aussi les ligands de deux récepteurs couplés à des protéines G : Gpr41

et Gpr43 ([230]). Ces récepteurs sont retrouvés à la surface des cellules entéroendocrines. En

ce liant à ces récepteurs, les AGCCs stimulent la sécrétion de PYY, qui inhibe la mobilité

intestinale, ce qui a pour effet de ralentir le transit intestinal et donc améliorer l’absorption

des nutriments. De manière cohérente, Samuel et al [230] ont montré que l’inactivation du

gène codant pour Gpr41 chez des souris axéniques n’affecte pas la prise de poids. Chez les

souris conventionelles, cette inactivation entraîne une diminution de la prise de poids par

rapport aux souris sauvages. Cette diminution est aussi retrouvée chez des souris axéniques

colonisées avec Bacteroides thetaiotaomicron et Methanobrevibacter smithii, deux espèces

bactériennes courament rencontrées dans le microbiote intestinal et produisant des AGCC.

Les souris conventionnelles et colonisées déficientes en Grp41 présentaient une forte diminu-

tion de l’expression de PYY, un transit intestinal plus rapide et un efficacité d’extraction de

l’énergie à partir des aliments moindre. Il a également été montré que Gpr41 est un médiateur

de la synthèse de leptine induite par les AGCC [292].

Les souris Gpr43 KO sont résistantes à l’obésité et à l’insulino-résistance induites par un

régime hyper-lipidique, ceci étant au moins partiellement dû à l’action régulatrice de Gpr43

sur la dépense énergétique ([37]). De plus, la stimulation de Gpr43 par les AGCC limite

l’inflammation dans des modèles de colites, d’arthrite et d’asthme ([192]). Dans ces modèles,

Maslowski et al ont montré que les souris axéniques, n’ayant pas d’AGCC compte tenu de

l’absence de fermentation dans leur système digestif, présentent des niveaux d’inflammation
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comparables à ceux de souris Gpr43 KO. La voie Gpr43 semble être donc un des liens entre

microbiote intestinal, régime alimentaire et système immunitaire.

Au cours des dernières années, Cani et al ont étudié de manière exhaustive le lien entre

la voie GLP-1 et le microbiote et ont démontré que :

– La fermentation de prébiotiques par le microbiote stimule la différenciation des cel-

lules indifférenciées en cellules L dans le côlon proximal chez le rat ([50]).

– Les mêmes prébiotiques augmentent la réponse GLP-1 après un repas chez l’humain

sain([53]).

– Les prébiotiques améliorent la tolérance au glucose et la sensibilité hépatique à l’in-

suline uniquement si le récepteur au GLP-1 est présent [52].

Le rôle prépondérant du microbiote dans la médiation de l’effet des prébiotiques sur les

voies GLP-1 et PYY est confirmé par les résultats d’une étude d’un autre groupe, qui met en

évidence que la fermentation d’amidon non digestible dans le côlon et la production d’AGCC

qui en résulte est associée à une augmentation de l’expression de ces deux hormones ([298])

La sécrétion de GLP-2 peut elle aussi être régulée par le microbiote intestinal, et ainsi

influer sur l’intégrité de la barrière intestinale et l’endotoxémie ([55]). Cani et al ont ici étudié

chez des souris ob/ob l’effet d’un prébiotique, l’oligofructose, sur la composition du microbiote

intestinal, la perméabilité intestinale et l’inflammation, aussi bien hépatique que systémique.

Les proportions de lactobacilles et de bifidobactéries ont été augmentée par l’administration

du prébiotique, sous un régime standard. L’oligofructose a par ailleurs diminué l’endotoxémie,

le stress oxidatif, la perméabilité intestinale et le niveau d’inflammation. Ces effets étaient

associés à une augmentation de la production intestinale de GLP-2. Ils étaient aussi inhibés

par un prétraitement avec un antagoniste de GLP-2 et reproduits par l’administration d’un

agoniste de GLP-2. Ceci démontre donc que l’effet de ce prébiotique est médié par GLP-2.

Microbiote intestinal, insulino-résistance et syndrome métabolique

Le syndrome métabolique est le résultat de l’interaction de facteurs génétiques et envi-

ronnementaux. L’interaction entre le microbiote et le système immunitaire inné est complexe

et encore relativement mal connue, toutefois tout laisse à penser que cette interaction est

impliquée dans les dysfonctionnements métaboliques ([48]). Comme cela a déjà été évoqué

(section 1.3), le syndrome métabolique, le diabète de type 2 et l’obésité sont caractérisés par

une inflammation de bas grade dans laquelle les adipokines jouent un rôle central. Une étude

récente a montré que des souris ob/ob ayant subi un traitement par antibiotiques (norfloxa-

cine et ampicilline) présentaient un niveau d’insulino-résistance, une glycémie à jeun et une

tolérance au glucose meilleurs que celui de souris ob/ob non traitées ([194]). La composi-

tion du microbiote intestinal était sans surprise altérée par ce traitement. Dans une étude

basée sur deux modèles murins de syndrome métabolique (modèle génétique avec des souris

apoA-1 −/− et modèle nutritionnel), il a été observé une diminution de la population de
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Bifidobacterium spp (ayant potentiellement un effet protecteur sur la barrière intestinale) et

une augmentation de Desulfovibrionaceae, une espèce produisant des LPS ([294]). Le régime

alimentaire avait un effet plus profond sur la composition du microbiote intestinal que la

modification génétique.

Tout comme dans le cas l’obésité, il a été constaté que le diabète de type 2 est as-

socié à une dysbiose du microbiote intestinal ([283], [166]). Chez la souris le diabète de

type 2 pourrait être associé avec une forte population de bactéries gram négatif, comme

les Bacteroidetes ([54]). En effet une diminution des populations de Bacteroides-Prevotella

spp. coincide avec une diminution de l’endotoxémie métabolique et une diminution des mar-

queurs de l’inflammation systémique chez les souris diabétiques. L’oligofructose, s’est révélé

capable de modifier la composition du microbiote intestinal, aboutissant à une amélioration

des paramètres métaboliques.

Un article récent a révélé le rôle fondamental de TLR-5, un récepteur de l’immunité

innée, sur la structuration de la composition du microbiote intestinal et dans la pathogenèse

du syndrome métabolique ([270]). Les auteurs de cette étude ont montré que les souris Tlr5
−/− sont obèses, insulino-résistantes, hyperlipidémiques, hypertendues et hyperphagiques.

La restriction alimentaire a limité le poids de ces souris mais n’a permis d’obtenir qu’une

amélioration relative des paramètres métaboliques. En effet, les souris TLR5−/− minces sont

demeurées insulino-résistantes. Afin de déterminer si les altérations métaboliques observées

étaient un résultat direct de l’action du système immunitaire inné sur le métabolisme ou le

résultat indirect passant par l’induction d’une dysbiose du microbiote intestinal, les auteurs

ont transféré le microbiote de souris TLR-5 −/− à des souris axéniques sauvages. Les souris

sauvages ayant reçu le microbiote d’une souris TLRlr-5 −/− avaient un métabolisme plus

altéré que celui des souris sauvages ayant reçu le microbiote d’une souris sauvage conventio-

nelle, ce qui démontre que l’action de TLR-5 sur le métabolisme est médiée par le microbiote.

La considération récente de la relation triangulaire entre le microbiote intestinal, le

système immunitaire et les fonctions métaboliques ouvre de nouvelles perspectives dans

l’étude des pathologies métaboliques et soulève beaucoup d’interrogations : quels sont les

rôles des autres TLRs ? Quelles populations et/ou fonctions bactériennes ont un rôle délétère

ou protecteur sur ces pathologies ? Y a-t-il des composés microbiens ou issus du métabolisme

microbien autres que le LPS et les AGCC qui interagissent avec le métabolisme, directement

ou par l’intermédiaire du système immunitaire ?
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2.3 Vers une prévention ou un traitement des pathologies

métaboliques par une modulation de la composition

du microbiote

Le microbiote intestinal s’avère être de composition différente chez les individus minces

et obèses et il participe à la régulation de l’inflammation et du métabolisme lipidique et

glucidique. Compte tenu de cela, il est une cible de choix dans la recherche de traitement

contre les pathologies métaboliques. Les données actuellement disponibles laissent penser

que des populations (phyla, classes ou espèces, voire souches) ou des fonctions métaboliques

bactériennes auraient un effet bénéfique ou délétère sur l’obésité et les pathologies asso-

ciées. Les stratégies visant à rétablir un microbiote bénéfique sont donc particulièrement

prometteuses. Les pistes de recherche actuellement explorées sont essentiellement basées sur

l’administration de probiotiques ou de prébiotiques, toutefois, l’idée de transfert de micro-

biote chez l’humain est envisagée de plus en plus sérieusement dans le cadre d’un traitement

de l’obésité ou du diabète de type 2.

2.3.1 Intérêt potentiel des probiotiques dans le traitement des pa-

thologies métaboliques

Les probiotiques sont définis comme des bactéries ou des levures vivantes qui, lors-

qu’elles sont ingérées en quantité suffisante, ont des effets bénéfiques sur la santé de l’hôte.

Les probiotiques sont connus pour leur intérêt dans d’autres pathologies associées à une

dysbiose du microbiote intestinal (troubles digestifs, maladies inflammatoires chroniques de

l’intestin, etc.). L’impact de l’administration de probiotiques sur l’obésité et les patholo-

gies associées a donc commencé à être étudié peu de temps après la découverte du rôle du

microbiote dans ces pathologies métaboliques.

Il a été constaté que des souris axéniques colonisées avec une souche de Lactobacillus

paracasei présentaient une augmentation du niveau de FIAF ([18]). Cette action de Lacto-

bacillus paracasei a également été observée sur des souris conventionelles sous régime hyper-

lipidique. Toutefois ces effets sont très souche-spécifiques et l’action du genre Lactobacillus

dans l’obésité n’est pas clair. En effet, une étude rapporte une corrélation positive entre la

population de Lactobacillus spp., la glycémie et l’IMC ([254]). Bien que cette corrélation ne

puisse être considérée comme un lien de cause à effet, elle souligne le fait que le genre Lacto-

bacillus ne peut être considéré à priori comme bénéfique pour l’hôte. À priori seules quelques

espèces du genre Lactobacillus, voire quelques souches ont une action bénéfique sur le métabo-

lisme énergétique. C’est tout du moins ce que laissent penser deux études, qui montrent que

chez l’humain l’administration d’une souche de Lactobacillus acidophilus et d’une souche de

Lactobacillus gasseri a respectivement amélioré l’inflammation et l’insulino-résistance d’une

part, l’IMC et l’adiposité d’autre part ([13], [147]).
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Le microbiote intestinal peut également moduler la composition en acides gras des

différents tissus de l’hôte, en effet, les lactobacilles et les bifidobactérie ont la capacité de

synthétiser, à partir de l’acide linoléique, des isomères conjugués de l’acide linoléique. Ces

isomères ont des proprités antidiabétiques, protectrices contre l’athérosclérose et l’obésité et

ont une activité immunomodulatrice ([257]). La supplémentation en Bifidobacterium breve

associée à celle d’acide linoléique a pour effet une multiplication par deux à trois de la concen-

tration dans l’intestin, le foie et le tissu adipeux de l’acide linoléique conjugué cis-9, trans-11,

de l’acide eicosapentaénoïque et de l’acide docosahexaénoïque ([272]). Cela s’accompagnait

d’une diminution de l’expression de cytokines pro-inflammatoires (TNF❛, IL-6, IFN❣). La

supplémentation uniquement en acide linoléique n’avait pas d’influence sur la composition

en acide gras des tissus de l’hôte et sur l’inflammation.

Un essai randomisé a été mené sur l’impact de la prise de Lactobacillus rhamnosus

avant et après l’accouchement sur le poids de l’enfant au cours de ses premières années. 159

mères ont reçu le probiotique ou un placebo pendant le dernier mois de grossesse et pendant

les 6 mois qui l’ont suivie. Bien que l’administration périnatale de L. rhamnosus ait été

associée à une prise de poids limitée pendant les 2 premières années, aucune différence entre

le groupe ayant reçu le probiotique et le groupe ayant reçu le placébo n’a été constatée après

2 ans ([176]).

Les probiotiques sont donc potentiellement très intéressants dans la prévention et ou le

traitement des pathologies auxquelles nous nous intéressons. Ils ne sont toutefois pas le seul

moyen de moduler la composition du microbiote intestinal dans un objectif thérapeutique.

En effet, l’administration de prébiotiques permet d’augmenter les populations de certains

groupes bactériens considérés comme bénéfiques pour l’hôte.

2.3.2 Intérêt potentiel des prébiotiques dans le traitement des pa-

thologies métaboliques

Les prébiotiques sont définis comme des composés ayant un effet bénéfique sur la santé

de l’hôte via la stimulation des activités et/ou de la croissance de bactéries spécifiques ([225]).

Il s’agit essentielement de fibres végétales de composition en oses particulière, comme l’inu-

line, les fructo-oligosaccharides (aussi appelés oligofructoses ou encore fructanes), les galacto-

oligosaccharides, les trans-galacto-oligosaccharides (TOS), les xylo-oligosaccharides (XOS),

le lactulose, etc. Ils ne sont pas digérés ni absorbés au niveau de l’intestin grêle et sont utilisés

comme substrats sélectifs de phyla/genres/espèces de bactéries capables de les métaboliser.

L’action hypolipémiante et hypocholestérolémiante des fructo-oligosaccharides a été démon-

trée au cours des années 1990 aussi bien chez l’homme que chez l’animal ([78]). Il semble

également que ces prébiotiques permettent de limiter le pic de glycémie en postprandial.

Les fructo-oligosaccharides sont utilisés comme substrat énergétique par les bactéries

(dont les bifidobactéries) exprimant la fructofuranosidase et stimulent leur croissance ([83],
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[54], [53]). L’administration de fructo-oligosaccharides induit une forte augmentation du

nombre de Bifidobacterium spp. chez des souris obèses (modèle génétique et nutritionel).

Le nombre de bifidobactéries était inversement corrélé avec l’adiposité, l’endotoxémie et le

niveau d’inflammation ([54]), suggérant l’effet protecteur des bifidobactéries sur les perturba-

tions métaboliques induites par un régime hyper-lipidique. L’administration d’oligofructoses

était également associée à une augmentation des populations de cellules entéroendocrines L

dans le jejunum et le côlon ([50], [100]). De manière cohérente, la synthèse et la sécrétion de

GLP-1 et GLP-2 étaient aussi augmentées ([49], [52], [100]). Des études du même groupe,

basées sur l’inactivation des récepteurs GLP, ont montré que la diminution de la prise ali-

mentaire, de l’adiposité et de l’insulino-résistance hépatique était médiée par GLP-1, tandis

que la réduction de la perméabilité intestinale et de l’endotoxémie implique GLP-2.

Chez l’humain, il a été constaté que l’administration de fructanes (16 grammes par

jour pendant 14 jours) entraînait une augmentation de la sécrétion postprandiale de GLP-1

et GIP, ce qui s’accompagnait d’une diminution de la glycémie et d’une augmentation de

la sensation de satiété et une diminution de la prise alimentaire ([53], [51]). L’action de ce

prébiotique sur le système endocannabinoïde a également été mise en évidence, en effet l’ad-

ministration de fructo-oligosaccharides réduit l’expression du récepteur cannabinoïde 1, ce

qui rétablit l’expression de l’enzyme dégradant l’anandamine, aboutissant à une baisse de la

concentration de cette dernière dans l’intestin et le tissu adipeux ([199]). Cela a pour consé-

quence une meilleure fonction de la barrière intestinale et une diminution de l’adipogenèse.

Enfin, les fructo-oligosaccharides limitent l’expression de Grp43 dans le tissu adipeux, ce qui

est associé à une diminution de la différenciation et de la taille des adipocytes ([83]).

Les prébiotiques sont donc prometteurs pour prévenir et/ou traiter l’obésité et les

pathologies associées. De plus, ils sont naturellement présents dans beaucoup de fruits et

légumes et sont moins coûteux à produire que les probiotiques.

2.4 Conclusion

Un ensemble d’études réalisées sur modèle animal ont démontré que le microbiote

intestinal a la capacité de réguler l’homéostasie énergétique et l’adiposité de son hôte à

différents niveaux via :

– l’extraction d’énergie à partir de l’alimentation.

– l’induction d’une inflammation chronique par le LPS.

– la fixation des AGCC sur les protéines G (en particulier Gpr41 et Gpr43), ce qui i)

contrôle la balance énergétique, par l’intermédiaire de plusieurs voies dont PYY, ii)

module la réponse immunitaire.

– l’activation de TLR-5, a priori chez des cellules épithéliales ou myéloïdes, ce qui a

des conséquences sur la composition du microbiote, et en conséquence régule la prise
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alimentaire, le gain de poids et la sensibilité à l’insuline via des mécanismes inconnus

à l’heure actuelle.

– l’induction de la sécrétion de FIAF par les cellules épithéliales, ce qui a pour consé-

quence une inhibition de la Lpl et par conséquent augmente le stockage de lipides

dans le tissu adipeux.

– la phosphorylation d’AMPK par un mécanisme inconnu, ce qui régule la jauge éner-

gétique dans le foie et les muscles squelettiques.

– la régulation de l’expression de GLP-2 et donc de l’intégrité de la barrière intesti-

nale, ce qui a des conséquences sur l’entrée d’antigènes tels que le LPS et donc sur

l’inflammation.

Ces différentes voies sont représentées sur le schéma suivant :

Figure 6 – Synthèse des mécanismes connus par lesquels le microbiote intestinal module le
métabolisme énergétique de l’hôte ([258])

De nombreux résultats expérimentaux suggèrent qu’une modification de la composition

du microbiote intestinal suite à l’administration d’antibiotiques ou de prébiotiques aurait un

effet bénéfique sur le métabolisme glucidique et lipidique de l’hôte. Toutefois, la relation

causale entre le microbiote intestinal et l’obésité ou les pathologies métaboliques associées

n’est pour l’instant pas démontrée chez l’homme et de nombreuses questions restent en

suspens. Est-ce que le rôle que joue le microbiote dans le développement des pathologies

métaboliques est indépedant de l’obésité ? Est-ce que le microbiote agit sur le développement

de toutes les pathologies associées à l’obésité ? De quelle manière l’alimentation, en lien avec le

système immunitaire de l’hôte, induit-elle une dysbiose ? Quels autres facteurs conditionnent

le développement de cette dysbiose associée aux pathologies métaboliques ?
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1 L’axénie protège partiellement contre la

stéatose et complètement contre l’obé-

sité et l’insulino-résistance induites par

un régime hyper-lipidique

1.1 Résumé

L’obésité prédispose à des pathologies sévères, dont le diabète de type 2 et les NAFLD

(Non Alcoholic Fatty Liver Disease). Les NAFLD, caractérisées par une accumulation de

triglycérides dans les hépatocytes, sont fortement associées à des troubles métaboliques tels

que l’insulino-résistance et le syndrome métabolique. Les NAFLD deviennent préoccupantes

lorsqu’apparait une inflammation hépatique, dont les facteurs déclenchant sont mal connus

et indépendants du degré d’obésité. Des études indiquent que l’administration d’antibio-

tiques ou de probiotiques à des patient atteints de NAFLD a des effets bénéfiques sur leur

pathologie. Par ailleurs, les souris axéniques sont résistantes au développement de l’obésité

et de l’insulino-résistance induites pas un régime hyperlipidique ([25], [222]). Cette résistance

aux effets habituellement observés d’un régime hyper-lipidique s’explique en partie par une

diminution de la prise et de l’efficacité alimentaires ([222]). Il apparait donc extrêmement

probable que le microbiote intestinal influe sur le développement des NAFLD induites par

un régime hyper-lipidique.

L’objectif de cette étude a donc été de déterminer dans quelle mesure le développement

des NAFLD induites par un régime obésogène était affecté par le microbiote intestinal. Pour

cela, nous avons comparé la réponse à un régime hyper-lipidique de souris conventionnelles

et axéniques de souche C57BL/6J.

24 souris conventionnelles et 12 souris axéniques ont reçu un régime hyper-lipidique

constitué de 40% de beurre et 2,5% d’huile de soja pendant 16 semaines (groupes notés

respectivement CV-HFD et GF-HFD). Parallèlement à cela, 24 souris conventionnelles et 12

souris axéniques ont été utilisées comme groupes contrôles et ont reçu pendant 16 semaines

un régime standard, pauvre en lipides et riches en glucides complexes et en fibres (groupes

notés respectivement CV-CD et GF-CD).
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Sous régime contrôle, les souris axéniques avaient une prise de poids identique aux souris

conventionnelles mais une glycémie, une insulinémie, un taux de leptine, un pourcentage

de tissus adipeux plus faibles. Chez les souris conventionnelles, le régime hyper-lipidique a

induit le développement d’une obésité, une hyper-glycémie à jeun et un indice d’insulino-

résistance (HOMA-IR) élevés. Chez les souris axéniques, le poids, la glycémie et l’insulinémie

à jeun ne sont pas statistiquement différents en fonction du régime. Ceci confirme que les

souris axéniques sont effectivement résistantes à l’obésité et l’insulino-résistance induites par

un régime hyper-lipidique. Chez les souris axéniques, le régime hyper-lipidique a toutefois

provoqué une augmentation du pourcentage représenté par le tissu adipeux épidydimal et

de la concentration plasmatique de leptine, bien que ces deux paramètres aiet des valeurs

bien en deça de ce qui a été observé chez les souris conventionelles. Le taux de résistine,

une adipokine marqueur de l’inflammation connue pour son effet hyperinsulinémiant, est

augmenté sous régime hyper-lipidique, aussi bien chez les souris conventionnelles que chez

les souris axéniques. Certaines réponses métaboliques au régime hyper-lipidique sont donc

partiellement ou totalement conditionnées par la présence de microbiote intestinal tandis que

d’autres ne sont pas affectées.

Comme cela était attendu, le régime hyper-lipidique a induit chez les souris conven-

tionnelles une stéatose massive, observable au niveau histologique et confirmée par le dosage

biochimique des triglycérides hépatiques. Les souris axéniques ayant reçu le régime hyper-

lipidique présentaient un niveau de stéatose intermédiaire entre les souris conventionnelles

sous régime hyper-lipidique et les deux groupes de souris sous régime contrôle. Tout comme

pour le taux de leptine, l’absence de microbiote intestinal ne protège donc que partiellement

contre le développement d’une stéatose hépatique. Ceci indique que le microbiote intestinal

influe sur une ou plusieurs voies métaboliques menant au développement de la stéatose.

L’expression de 10 gènes impliqués dans le métabolisme hépatique des lipides a été

mesurée par PCR quantitative afin de mieux comprendre les altérations du métabolisme des

lipides menant à des degrés de stéatose différents. Nous avons constaté que :

– Chez les souris conventionnelles, le régime hyper-lipidique induit une augmentation

de l’expression de facteurs de transcription et d’enzymes impliqués dans la lipogenèse

de novo. L’expression de CPT1a, un protéine membranaire responsable de l’étape li-

mitante de la ❜-oxydation mitochondriale, était doublée par le régime hyper-lipidique.

– Chez les souris axéniques, le régime hyper-lipidique induit une diminution de l’ex-

pression de facteurs de transcription et d’enzymes impliqués dans la lipogenèse, c’est-

à-dire l’inverse de ce qui est observé chez les souris conventionnelles. Nous avons

également observé une diminution de l’expression de CPT1a et MTP. L’ensemble

des gènes impliqués dans le métabolisme des lipides est donc réprimé par le régime

hyper-lipidique chez les souris axéniques.

– Chez les souris sous régime standard, l’axénie entraîne une diminution de l’expression

d’un facteur de transcription et d’une enzyme impliqués dans la lipogenèse, ainsi

qu’une diminution de l’expression de deux transporteurs de lipides (CD36 et MTP),
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impliqués l’un dans l’import de lipides dans les hépatocytes et l’autre dans l’export

de particules lipoprotéiques.

– Chez les souris sous régime hyper-lipidique, l’axénie est à l’origine d’une diminu-

tion de l’expression de tous les facteurs de transcription étudiés (LXR, SREBP et

ChREBP), de toutes les enzymes lipogéniques (ACC1, FAS, SCD1), de trois trans-

porteurs de lipides impliqués dans l’import de lipides dans la cellule, dans les mito-

chondries et dans la sécrétion de VLDL (respectivement CD36, CPT1a et MTP).

Nous nous sommes ensuite intéressés au phénotype des cellules de Kupffer (KC), les

macrophages hépatiques. Ces macrophages sont les cellules immunitaires les plus représentées

dans le foie et leur rôle dans le développement de la stéatose hépatique et l’insulino-résistance

est essentiel ([205]). Les KC ont été isolés et cultivés avec et sans stimulation au LPS, leur

sécrétion de cytokines a ensuite été mesurée.

Chez les souris conventionnelles et chez les souris axéniques, la sécrétion de cytokines

pro et anti-inflammatoires sans stimulation au LPS est plus importante lorsque les souris ont

reçu un régime hyper-lipidique. Le régime hyper-lipidique induit donc un phénotype plutôt

pro-inflammatoire des cellules de Kupffer, que les souris soient axéniques ou non.

Toutefois, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les KC de souris axéniques

est globalement plus basse que celle de KC de souris conventionelles quel que soit le régime.

Ceci s’explique par le caractère immature du système immunitaire des souris axéniques.

Chez les souris conventionelles, nous avons constaté que le LPS n’induit pas d’augmen-

tation significative de la sécrétion de la majorité des cytokines mesurées. Les KC des souris

CV-CD et CV-HFD sont donc globalement tolérants au LPS. Dans le cas d’une cytokine,

RANTES, l’augmentation de la sécrétion induite par le LPS n’est observable que chez les

souris sous régime contrôle. Il semble donc que le régime hyper-lipidique renforce la tolé-

rance des KC vis-à-vis du LPS chez les souris conventionelles. Chez les souris axéniques, la

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires est stimulée par le LPS quel que soit le régime.

L’axénie empêche donc le développement d’une tolérance au LPS quel que soit le régime.

Comme pour la stéatose, l’activation des KC par le régime hyper-lipidique fait partie

des paramètres pour lesquels l’axénie ne protège que partiellement des effets du régime

hyper-lipidique. Etant donné qu’une inactivation des KC protège des conséquences au niveau

hépatique d’un régime hyper-lipidique ([205]), le fait que le régime hyper-lipidique induise

une augmentation de la sécrétion de cytokines par les KC est cohérent avec le développement

d’une stéatose modérée. Néanmoins les mécanismes mis en jeux n’ont pas été élucidés.

Les résultats de cette étude montrent que la présence d’un microbiote intestinal condi-

tionne fortement la réponse métabolique de l’hôte à un régime donné. Jusqu’à présent les

conséquences de la présence du microbiote étaient étudié pour un régime donné, dans cette

étude nous avons étudié la réponse à un régime particulier par rapport à un régime contrôle

en l’abscence et en présence de microbiote intestinal.L’étude d’animaux axéniques est un
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outil puissant pour démontrer l’impact du microbiote intestinal sur la physiologie de l’hôte.

Toutefois, elle ne permet d’étudier que l’impact du microbiote dans sa globalité, il est difficile

d’étudier un mécanisme particulier indépendemment des autres. Par ailleurs, le microbiote

est considéré dans sa globalité, l’effet d’une espèce ou d’un groupe bactérien donné ou d’une

fonction particulière ne peut être isolé. De même, la variabilité de la composition du micro-

biote d’un individu à l’autre n’est pas prise en compte.

Nous comptons soumettre cet article très prochaînement à PlosOne.

1.2 Germ-free mice are protected against diet-induced

obesity and insulin resistance but not from mild stea-

tosis
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1.2.1 Abstract

Background & Aims : Obesity predisposes people to several severe pathologies, in-

cluding NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease). Recent studies in mice indicate that

germ-free (GF) mice are protected against diet-induced obesity. Furthermore, it has been

shown that modulation of gut microbiota composition by antibiotics or probiotics admi-

nistration has beneficial effects on people suffering NAFLD. The aim of this study was to

determine how the absence of gut microbiota impacts the development of high-fat diet (HFD)

induced insulin resistance and NAFLD.

Methods : CV and GF C57BL/6J mice were fed either a HFD or a chow diet (CD)

for 16 weeks. At the end of this feeding period, we evaluated the metabolic status, analysed

the hepatic expression of genes involved in lipid metabolism and inflammation, studied the

phenotype of the resident liver macrophages (Kuppfer cells (KC)) and assessed liver histology

of mice.

Results : CV mice fed the HFD developed obesity and elevated HOMA-IR index

whereas GF mice remained lean with a low HOMA-IR index (body weight : 38.98 ± 3.86

vs 32.01 ± 2.88 g, HOMA-IR index : 17.32 ± 1.74 vs 3.04 ± 0.13). CV mice fed the HFD

developed a massive steatosis whereas GF mice fed the HFD showed an intermediary steatosis

(respectively 7 et 3 times as many hepatic triglycerides than CV and GF mice on CD). The

hepatic expression of several genes involved in lipids uptake and fatty acids synthesis was

lower in GF than in CV mice when fed the HFD. In comparison with CD, HFD triggered

an increased hepatic expression of genes involved in de novo lipogenesis whereas the inverse

observation was made in GF mice. Interestingly, Il-6 levels were drastically lower in the

plasma of GF mice, regardless of the diet. Coherently, hepatic expression of IL6 was lower

in GF mice whereas the expression of other cytokines was not affected by the absence of the

gut microbiota. The phenotyping of liver KC revealed a decreased production of cytokines

by the GF mice KC compared to CV. However, GF mice KC were found more sensitive to

lps-induction whatever the diet.

Conclusion : Our results confirmed the obesity resistant and insulin sensitive pheno-

type of GF mice fed a HFD. Nevertheless, HFD lead to a mild steatosis in GF mice despite

reduced hepatic expressions of genes involved in lipogenesis, demonstrating that the absence

of gut microbiota does not supply complete protection against fatty liver disease.

1.2.2 Introduction

Obesity is a major health concern, whose incidence is increasing dramatically in both

industrialized and developing countries and predisposes individuals to a number of chronic

diseases including diabetes, cardiovascular diseases, nonalcoholic fatty liver disease, cancer,

and some immune-related disorders. Obesity results from complex interactions between genes

76/158



1.2. GERM-FREE MICE ARE PROTECTED AGAINST DIET-INDUCED OBESITY AND INSULIN RESISTANCE BUT
NOT FROM MILD STEATOSIS

and environmental factors such as diet, food components and/or way of life, and results

from a long-term positive imbalance between energy intake and expenditure with excessive

increase in body fat. Recently, germ-free mice have been used to study the impact of the

intestinal microbiota on obesity and metabolic disorders, identifying gut microbiota as a new

environmental factor contributing to obesity and metabolic diseases ([77]). First, Bäckhed

et al ([25], [26]) showed that germ-free C57BL/6J mice are resistant to sugar-rich lipid-rich

diet -induced obesity, despite a greater food consumption than conventional mice. Moreover,

Rabot et al ([222]) observed that GF mice receiving a high-fat diet (HFD) showed enhanced

insulin sensitivity with improved glucose tolerance and reduced insulinemia when compared

to their conventional counterparts. Concurrently, colonization of GF mice by a gut microbiota

from conventional mice results in an increase in body fat content ([25]). Functionally, the

Western diet-associated intestinal metagenome is characterized by enrichment of bacterial

genes involved in the transport and fermentation of non digestible polysaccharides and host

glycans, which suggests that the gut microbiota of obese mice allows a greater extraction

of calories from ingested food than the microbiota of lean mice. Finally, transplantation of

cecal microbiota from ob/ob mice to GF wild-type recipients led to higher fat mass gain

than in mice inoculated with the gut microbiota from lean donors ([263]). All these results

suggest a causal role of gut microbiota in the pathogenesis of obesity. It also implies that the

gut microbiota may be involved in pathologies frequently associated with obesity, including

diabetes or NAFLD ([48]).

NAFLD is considered the hepatic manifestation of metabolic syndrome and refers to

a spectrum of liver damages ranging from simple steatosis to nonalcoholic steatohepatitis,

advanced fibrosis, cirrhosis or even hepatocellular carcinoma. NAFLD is characterized by a

disturbed hepatic lipid metabolism the first manifestation of which is an accumulation of

triacylglycerol in hepatocytes, ie. steatosis. Steatosis is frequently associated with insulin

resistance and low grade systemic inflammation ([127]). It turns out that the administration

of antibiotics improves liver damage due to alcohol or a hyper-lipid diet ([34], [181]), which

supports the hypothesis of a causal role of gut microbiota in NAFLD in the context of obesity.

The pathogenesis of NAFLD is complex, however it has been established that liver

resident macrophages, named Kupffer cells, dysfunction is involved in the pathogenesis of

NAFLD ([205]). As gut microbiota is known to shape the response of resident macrophages

([208]), we hypothesized that gut microbiota is involved in the pathogenesis of NAFLD

though a mechanism involving KC.

In the present work, we fed germ-free and conventional mice with a chow or a high fat

diet. By this way, we compared the development of diet-induced obesity, insulin resistance,

NAFLD features and KC phenotype. This strategy allowed us to observe that germ-free mice

are protected against obesity and insulin-resistance but are prone to develop a mild steatosis

in response to high fat diet.
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1.2.3 Material and methods

Animal Experimentation

Twenty-four GF male C57BL/6J mice were reared from GF breeding pairs in GF

isolators at ANAXEM, the germ-free animal facilities of Micalis Institute (INRA, Jouy-en-

Josas, France). In parallel, forty-eight CV male C57BL/6J mice were ordered from Janvier

(Le Genest St. Isle, France). All mice received a sterile rodent chow diet (R03, SAFE, Augy,

France) and water ad libitum. At 8 weeks of age, a sterilized HFD containing 40% of butter

and 2,5% of soy oil (60% energy from fat, SAFE, Augy, France), sterilized by gamma-

irradiation 40 KGy was introduced for half of each group of mice for an additional 16 weeks.

Body weight was measured weekly.

All mice were asnaesthezised with isoflurane (Aerrane, Baxter, Maurepas, France). Liver

was perfused through the portal vein with a 1X PBS solution supplemented with 5 mmol/L

EDTA in order to eliminate blood and then excised. Epididymal adipose tissue was collected

and weighed. Procedures were carried out in accordance with the European guidelines for

the care and use of laboratory animals and with permission 78-60 of the French Veterinary

Services.

Measurement of plasma parameters

Blood taken from the retro-orbital sinus was collected into chilled EDTA-coated tubes

after 6h of fasting. Blood glucose (3 ♠l of blood sample) was measured using an Accu-Check

glucometer (Roche Diagnostics). The remaining blood was then centrifuged at 10 000 g for

10 minutes. Plasma was aliquoted and frozen at -80◦C until analyzis.

Alanine and Aspartate aminotransferases (ALT and AST, respectively) were deter-

mined using an OLYMPUS AU400 robot. Plasma insulin, leptin, resistin, MCP-1, TNF❛

and IL-6 levels were assayed using a Luminex 100 IS system (Luminex Corporation) with

a MILLIPLEX MAP Mouse Serum Adipokine Panel kit (Millipore). Luminex analyses were

performed by Genotoul Anexplo platform (IFR150, INSERM, Toulouse, France). Insulin re-

sistance was evaluated using the homeostatic model assessment (HOMA-IR) : fasting serum

glucose (mg/dL) x insulin (mU/L) / 405.

Measurement of Liver Triglycerides

Portions of frozen liver from all mice were homogenized in chloroform-methanol (2 :1)

in order to extract total lipids according to Folch et al methodology ([109]). The organic

extract was dried and reconstituted in isopropanol. Triglyceride content was measured with

a triglycerides determination kit (Sigma-Aldrich, Saint-Louis MO) according to the manu-

facturer’s instructions.
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Liver histology

Thin slices of formaldehyde-fixed, paraffin-embedded liver tissue were stained with

hematoxylin and scored for severity of the steatosis and inflammation by an experienced

pathologist (FW) blinded to the experiments. Steatosis was assessed according to the per-

centage of hepatocytes presenting macrovesicular steatosis multiplied by the intensity of the

steatosis of the concerned hepatocytes (from 1 to 4).

Gene Expression Analysis by quantitative PCR

Livers were disrupted in RNA-PLUS solution (QBiogene). Total RNA was extracted

from the crude extract using an improved and simplified modification of Chomczynski’s

procedure ([63]). RNA concentration and purity were determined using the Nanodrop ND-

1000 spectrophotometer (Thermo Fisher scientific) at wavelength 260/280 nm and RNA

integrity was determined with the Agilent bioanalyzer 2100 system with the RNA 6000

Nano LabChip kit. Samples with an RNA Integrity Number (RIN) ([240]) inferior to 8 on a

scale ranging from 0 to 10 were eliminated.

Total RNA (2 ♠g per reaction) was reverse transcribed into cDNA by using a High-

Capacity cDNA Reverse transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) according

to the manufacturerŠs instructions. Thereafter, half of the product of each RT reaction was

added to an equal volume of TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

and then loaded on a TaqMan Low Density Array (TLDA) card (Applied Biosystem). The

TLDA card was centrifuged twice for 1 min at 330g before being sealed. PCR amplification

was performed using an Applied Biosystems Prism 7900HT Sequence Detection System.

Data were analyzed using the SDS version 2.2 software (Applied Biosystems) where baseline

and threshold settings were automatically adjusted. Statistical analysis was performed using

DataAssist v2.0 (Applied Biosystem). The relative gene expressions were normalized to three

reference genes : 18S, gapdh and ubc2, chosen in the basis of results obtained from TaqMan

Mouse Endogenous Control Arrays (Applied biosystems). The conventional - control diet

group was used as a reference for relative expression of genes in the liver.

Isolation, Culture and of Resident Liver Macrophages (Kupffer Cells)

In the first step, blood was eliminated by perfusing the liver inversely to the normal flux

with 1X PBS solution supplemented with 5 mmol/L EDTA. The liver was then excised and

homogeneized in a solution containing 0.05% collagenase IV (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

buffered with 0.1 mol/L HEPES at 37◦C for 15 minutes. The suspension was centrifuged

at 50g at room temperature for 2 minutes to remove liver parenchymal cells. Afterwards,

the non parenchymateous cells were filtered through a 70♠m filter, and the filtrate was

centrifugated at 400g at room temperature to eliminate debris. The non parenchymateous
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cells were resuspended with Optiprep 22% (Axis-Shield, Scotland), layered with HBSS/5mM

EDTA and centrifuged at 900g at room temperature for 20 min. The cells at the interface

were pooled and washed twice by centrifugation with RPMI containing 10% FCS (PAA,

Austria). Cell viability and concentration were evaluated by trypan blue exclusion before

beeing plated in RPMI containing 10% FCS at the concentration of 106 per well, and then

stimulated or not for 24hr with 100 ng/mL LPS from E. coli serotype O55 : B5 endotoxin

free (Alexis, Switzerland) . The culture medium was collected, centrifugated and stored at

-80◦C until analyzis after 24h of culture.

Culture medium TNF❛, IL-1❜, IL-6, IL-10, RANTES and IFN❣ levels were assayed

using a Luminex 100 IS system (Luminex Corporation) with a MILLIPLEX MAP Mouse

Cytokines-Chemokines Panel kit (Millipore). Luminex analyses were performed by Genotoul

Anexplo platform (IFR150, INSERM, Toulouse, France).

Statistical analyses

Results are represented as mean ± standard deviation. Statistical analysis was per-

formed by Mann-Whitney-Wilcoxon or Student’t tests (StatView, SAS Institute Inc, Cary,

USA). P < .05 was considered as statistically significant.

1.2.4 Results

Germ-free and conventional mice on a control diet display major metabolic dif-

ferences

Tab 1 summarizes the results found on systemic parameters describing metabolic sta-

tus. At the beginning of the experiment, the average weight of germ-free and conventional

mice fed the control diet (CD) were not statistically different (data not shown). After 16

weeks of CD, germ-free mice weighed slightly more than conventional mice (32.64 ± 2.43 vs

30.65 ± 2.39 g, p = 0.028), which can be explained by a larger caecum ([222]) rather than

by a higher adiposity. Indeed, epididymal adipose tissue was 3-fold greater in conventional

mice. Germ-free mice also displayed a lower fasting glycemia (92.7 ± 13.1 vs 132.0 ± 21.33

mg/dL, p < 0.0001) and a 2-fold lower HOMA-IR index than conventional mice on the same

diet. Moreover, the leptin level was 12 times lower in germ-free mice. On the other hand,

the level of resistin was comparable in germ-free and conventional mice (1781.4 ± 260.6 vs

1483.8 ± 401.6 pg/ml).

Metabolic response of germ-free and conventional mice to HFD

As expected, the metabolism of conventional mice fed the HFD was strongly altered

(Tab 1). In comparison with conventional mice fed the CD, these mice displayed drastically
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CV-CD GF-CD CV-HFD GF-HFD

Body Weight (g) 30.65 ± 2.39 a 32.64 ± 2.43 c 38.98 ± 3.86 b 32.01 ± 2.88 c

Liver (% of BW) 4.78 ± 1.06 a 3.22 ± 0.36 c 6.47 ± 8.98 b 3.61 ± 0.27 c

Epidydimal Fat 1.61 ± 0.61 a 0.51 ± 0.14 c 4.69 ± 1.18 b 1.24 ± 0.17 d

Glycemia (mg/dl) 132.0 ± 21.3 a 92.7 ± 13.1 c 164.2 ± 39.1 b 100.4 ± 12.2 c

Insulinemia (pg/ml) 1020.0 ± 465.8 a 602.9 ± 383.6 c 1944.0 ± 820.0 b 558.8 ± 189.6 c

HOMA-IR 7.31 ± 0.54 a 3.03 ± 0.27 c 17.32 ± 1.74 b 3.04 ± 0.13 c

Leptin (pg/ml) 2900.4 ± 3850.9 a 235.8 ± 166.2 c 15126.7 ± 7598.7 b 667.8 ± 203.17 c

Resistin (pg/ml) 1483.8 ± 401.6 a 1781.4 ± 260.6 a 2364.0 ± 894.4 b 2458.3 ± 618.9 b

Table 1 – Body weight, tissue weights ans plasma parameters of germ-free and conventional
mice at the end of the feeding period (control diet : CD, high-fat diet : HFD). n = 22 for
CV-CD, n = 24 for CV-HFD, n = 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD

higher body weight (30.65 ± 2.39 vs 38.98 ± 3.86 g, p < 0.0001), epididymal fat represented

1.61 ± 0.61 vs 4.69 ± 1.18 % of body weight, p < 0.0001, glycemia (132.0 ± 21.33 vs 164.2 ±

39.1 mg/dl, p = 0.0001), HOMA-IR (7.31 ± 0.54 vs 17.32 ± 1.74 mg/dl, p < 0.0001), leptin

level (2900.4 ± 3850.9 vs 15126.7 ± 7598.7 pg/ml, p < 0.0001) and resistin level (1483.8 ±

401.6 vs 2364.0 ± 894.4 pg/ml, p = 0.0001).

In germ-free mice, body weight, glycemia and HOMA-IR were not affected by the

diet, which confirms that germ-free mice are protected against diet-induced obesity and

insulin-resistance (Tab 1). Nevertheless, although adiposity and leptinemia remained lower

in germ-free than in conventional mice, HFD induced a raise of these parameters : adiposity

and leptinemia were 2.5 fold greater in germ-free mice fed the HFD than in germ-free mice

fed the CD. Conversely, HFD significantly increased the resistin level similarly in germ-free

and conventional mice.

Comparison of the hepatic lipid metabolism of germ-free and conventional mice

The liver triacylglycerol concentration (Fig 1) and the hepatic relative expression of

transcription factors (Fig 2a), cytoplasmic enzymes (Fig 2b) and membrane transport pro-

teins (Fig 2c) were assayed in order to specifically assess the effect of both gut microbiota

and HFD on hepatic lipid metabolism.
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Figure 1 – Hepatic triglyceride concentration of conventional and germ-free mice at the
end of the feeding period (control diet : CD, high-fat diet : HFD). n = 22 for CV-CD, n =
24 for CV-HFD, n = 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD
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(a) Transcription factors

(b) Lipogenic enzymes

(c) Lipids transporters

Figure 2 – Relative hepatic gene expression analyses of transcription factors (a), lipogenic
enzymes (b) and lipids transporters (c). Results were normalized on the CV-CD group. Data
are shown as mean ± standard deviation, n = 22 for CV-CD, n = 24 for CV-HFD, n = 12
for CV-CD, n = 12 for GF-HFD. * P < .05 ; *** P < .001

Germ-free and conventional mice fed the CD both displayed a low concentration of

triacylglycerol in the liver. Conventional mice fed the HFD developed a massive steatosis

with a concentration of triglycerides 6 fold greater than in mice fed the CD (respectively

1.17 ± 0.46 and 1.22 ± 0.29 vs 7.65 ± 2.9 nmol of triacylglycerol per mg of liver, p < 0.0001).

83/158



1.2. GERM-FREE MICE ARE PROTECTED AGAINST DIET-INDUCED OBESITY AND INSULIN RESISTANCE BUT
NOT FROM MILD STEATOSIS

Germ-free mice fed the HFD showed an intermediary steatosis with 4.03 ± 1.49 nmol/mg.

Conventional mice fed the CD were used as a reference for relative expression of genes in

the liver. The relative expression of the transcription factors SREBP1c, LXR and ChREBP is

shown Fig2a. These nuclear factors are known to promote metabolic pathways contributing

to steatosis ([202]). LXR and ChREBP expression was not affected by the germ-free status

on CD. However, SREBP1c was slightly up-regulated in germ-free mice (1.4 fold, p = 0.04).

These 3 genes were significantly up-regulated in conventional mice when given the HFD,

which was not the case in germ-free mice. LXR was even down-regulated in germ-free mice

fed the HFD in comparison with germ-free mice fed the CD with a relative expression of

0.84 and 0.58 (p = 0.04).

The relative expression of ACC, SCD1 and FAS, three lipogenic enzymes, is shown

Fig2b. The expression of ACC and FAS was not affected by the germ-free status when

given a CD. The expression of SCD1 is 2-fold lower in germ-free mice in comparison with

conventional mice (p = 0.0084). In CV mice fed, the HFD lead to an increase of expression

of SCD1 (fold-change 2.4, p = 0.0055). In GF mice, SCD1 and FAS were down-regulated in

the HFD group compared to the CD group(p = 0.029 and p = 0.0027, respectively). ACC

was also less expressed, but not significantly. When compared to conventional mice fed the

high fat diet, ACC, SCD1 and FAS were drastically less expressed in germ-free mice fed the

HFD (p = 0.0006, p= 0.0001 and p = 0.022, respectively).

Expression data of CD36 and FATP5, two membrane transport proteins involved in

the uptake of lipids, are shown Fig2c. FATP5 expression appeared not to be affected by the

diet and the microbiological status. CD36 was up-regulated when conventional mice were

given the HFD (fold-change 1.74, p = 0.04). CD36 was strongly down-regulated in germ-free

mice in comparison with conventional mice, whatever the diet (fold change 0.16 and 0.35,

respectively, p = 0.0012 and p = 0.0002).

The relative expression of CPT1a, a transport protein which limitates mitochondrial ❜-

oxydation by regulating the entry of fatty acids in the mitochondria, was drastically increased

in conventional mice fed the HFD (fold-change = 2.5, p = 0.0043) (Fig2c). Whatever the

diet, CPT1a expression in germ-free mice was similar to the one of conventional mice fed the

CD.

The regulation of MTP, a protein exerting a central regulatory role in lipoprotein as-

sembly and secretion, was not significantly affected by the diet in conventional mice (Fig2c).

The germ-free status induced a down-regulation of MTP, with a relative expression of 0.56

on CD (p = 0.0088) and 0.29 on HFD (p = 0.0001) compared to their conventional coun-

terparts. Interestingly, the HFD triggered a down-regulation of MTP in germ-free mice (p =

0.026).
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CV-CD GF-CD CV-HFD GF-HFD

TNFα (pg/ml) 4.39 ± 1.78 a 6.24 ± 4.57 a 5.39 ± 4.42 a 5.63 ± 3.69 a

MCP-1 (pg/ml) 31.92 ± 24.62 a 49.6 ± 18.44 a, b 36.22 ± 47.15 b 49.53 ± 15.65 b

IL-6 (pg/ml) 490.2 ± 563.2 a 16.5 ± 10.6 b 545.4 ± 793.3 a 30.8 ± 19.6 b

Table 2 – Plasma inflammatory markers of conventional and germ-free mice at the end of
the feeding period (control diet : CD, high-fat diet : HFD). n = 22 for CV-CD, n = 24 for
CV-HFD, n = 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD

Systemic inflammation in germ-free and conventional mice

The systemic inflammation was evaluated by assaying the plasmatic level of three pro-

inflammatory cytokines : TNF❛, IL-6 and MCP-1. The concentrations of these cytokines are

shown in Tab 2. Conventional mice displayed similar levels of pro-inflammatory cytokines on

both diets, indicating that HFD did not induced a systemic low grade inflammation. Levels

of TNF❛ were not significantly different between germ-free and conventional mice on both

diets. Germ-free mice on CD showed a slightly higher level of MCP-1 than conventional mice

on the same diet (31.92 ± 24.62 vs 49.6 ± 18.44 pg/ml, p = 0.0374), which was not found

on HFD fed mice. Il-6 levels were drastically lower in germ-free mice, regardless of the diet :

germ-free mice displayed levels of IL-6 of 16.5 ± 10.6 (CD) and 30.8 ± 19.6 (HFD) pg/ml

and conventional mice displayed levels of 490.2 ± 563.2 (CD) and 545.4 ± 793.3 (HFD)

pg/ml.

Evaluation of the hepatic inflammation in germ-free and conventional mice

Given the fact that metabolic disorders are associated with a state of low grade inflam-

mation and that liver inflammation is the driving force for the development of severe stages

of NAFLD, we specifically studied the liver inflammation by assaying the hepatic expression

of toll-like receptors and cytokines.

Relative expression in the liver of TNF❛, IL-1❜, IL-6, IL-10 and TGF❜ are shown Fig

3a. As before, conventional mice fed the CD were used as reference. None of these cytokines

was affected by the diet in conventional mice. In comparison with conventional mice fed the

control diet, germ-free mice fed the same diet displayed similar levels of TNF❛, IL-1❜ and IL-

10 hepatic expression but lower expression of the two pro-inflammatory cytokines IL-6 and

TGF❜ (fold-change 0,18 and 0,50, respectively, p = 0.045 and p = 0.012). In germ-free mice,

the HFD triggered a down-regulation of IL-1❜ (fold-change 0.55, p = 0.010), the expression

of the other cytokines was not statistically significantly affected. The cytokines expression

levels were not different between conventional and germ-free mice fed the high fat diet.

TLR-2, TLR-4, TLR-5 and TLR-9 are known to recognize bacterial patterns. Their

relative expressions in all groups of mice are represented Fig 3a. When given the CD, TLR-

2, TLR-4 and TLR-5 are down-regulated in germ-free mice in comparison with conventional
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mice (fold-change 0.48, 0.31 and 0.3, p = 0.0046, p = 0.0022 and p < 0.0001, respectively).

The hepatic expression of TLR-9 was not affected by the germ-free status. In conventional

mice, TLR-5 and TLR-9 were up-regulated when given the HFD : fold-changes were 1.98

and 1.8 (p = 0.0011 and p = 0.0124), respectively. The other TLRs were not affected by

the diet in conventional mice. In germ-free mice, only TLR-5 was up-regulated by the HFD.

Coherently, all TLRs except TLR-9 were down-regulated in germ-free mice in comparison

with conventional mice when given the HFD.

(a) relative hepatic expression of cytokines

(b) relative hepatic expression of TLRs

Figure 3 – Relative hepatic gene expression analyses of cytokines (TNF , IL-1 , IL-6, IL-10,
TGF ) (a) and Toll-like Receptors 2, 4, 5 and 9 (b). Results were normalized on the CV-CD
group. n = 15 for CV-CD, n = 15 for CV-HFD, n = 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD.

86/158



1.2. GERM-FREE MICE ARE PROTECTED AGAINST DIET-INDUCED OBESITY AND INSULIN RESISTANCE BUT
NOT FROM MILD STEATOSIS

Evaluation of the phenotype of resident liver macrophages (Kupffer cells) of

germ-free and conventional mice

CD68 mRNA concentration was assessed as a marker of liver macrophages (Kupffer

cells) population. In conventional mice, HFD lead to an increased expression of CD68, in-

dicating a Kupffer cells (KC) population boost (Fig. 4) (fold-change 1.54, p = 0.0296).

Relative expressions of CD68 in germ-free mice liver on both diets were similar to the one of

conventional mice on CD.

Figure 4 – Relative hepatic gene expression of CD68, a macrophage infiltration marker.
Results were normalized on the CV-CD group. n = 15 for CV-CD, n = 15 for CV-HFD, n
= 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD.

Kupffer cells are the most represented immune cells in the liver and it has been establi-

shed that their dysfunction is critical in the development of diet-induced insulin-resistance

and NAFLD ([207], [205]). The secretion of pro and anti-inflammatory cytokines by KC of

germ-free and conventional mice was therefore investigated in order to decipher if the com-

plete or partial protection of germ-free mice against some metabolic syndrome features is

associated with a particular phenotype of KC (Fig 5a to 5f).

Conventional mice’ KC secreted greater quantities of TNF (Fig 5a), IL-6 (Fig 5b),

IL-1 (Fig 5c), RANTES (Fig 5e) and IL-10 (Fig 5f) when the mice were given a HFD. The

HFD did not affect the secretion of IF‘N (Fig 5d). KC of conventional mice fed the HFD

developed therefore a pro-inflammatory phenotype. In conventional mice fed the CD, IL-10

and RANTES were the only cytokines which secretion by KC was significantly increased

following a LPS-stimulation, suggesting that KC of conventional mice on ND are rather

LPS-tolerant. RANTES secretion was no longer stimulated by LPS in contrary to IL-10 when

conventional mice were given the HFD, indicating that these mice macrophages developed a

tolerance to LPS despite their high basal secretion of pro-inflammatory cytokines. On the CD,
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germ-free mice KC secreted similar quantities of TNF❛, IL-1❜, RANTES and IL-10 than KC

of conventional mice. Germ-free status down-regulated the secretion of IL-6 and IFN❣, with

or without LPS stimulation. However, LPS stimulation powerfully increased the secretion

of all cytokines except IFN❣ in germ-free mice on CD, bringing to light the high sensitivity

of germ-free mice’ KC to LPS. Although the secreted levels of cytokines remained globally

lower than in conventional mice, the HFD triggered a marked increase in the secretion of

cytokines by germ-free-mice’s KC. Moreover, LPS-stimulation triggered a drastic increase

in the secretion of all cytokines, including IFN❣. Compared to conventional mice, germ-free

mice KC appear to be extremely sentitive to both HFD and LPS-stimulation, although their

secretion capacity remained lower for some cytokines (IL-6, IL-1 and IFN❣).
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(a) TNFα (b) IL-6

(c) IL-1β (d) IFNγ

(e) RANTES (f) IL-10

Figure 5 – Cytokines and chemokines secretion by isolated Kupffer cells from conventional
and germ-free mice fed a control diet and a high fat diet. n = 22 for CV-CD, n = 24 for
CV-HFD, n = 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD.

Germ-free mice fed the HFD exhibited features of liver dysfunction without

histologic anomalies

Aspartate and alanine aminotransaminases were not elevated in HFD fed conventional

mice, indicating that potential liver damage did not reach severe NAFLD stages, as expected

in such model of obesity-related pathologies. AST and ALT levels were not affected by the

germ-free status on control diet. AST and ALT levels of HFD fed germ-free mice were elevated
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in comparison to CD fed germ-free mice, which may indicate hepatocytes lysis (Fig 6).

Figure 6 – Plasma concentration of aspartate and alanine aminitransferases in conventional
and germ-free mice at the end of the feeding period (control diet : CD, high-fat diet : HFD).
n = 22 for CV-CD, n = 24 for CV-HFD, n = 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD.

Liver histological analysis was performed in order to decipher if transaminases elevation

in GF-HFD group was associated with histologic features of NASH (Fig. 7a to 7d). The lipids

droplets infiltration was coherent with the biochemical assay of liver triglycerides (Fig. 1).

No mark of inflammation was detected in all groups.

The hepatic expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), a oxidative stress

marker, was significantly increased by the germ-free status on the high fat diet. Moreover,

HFD trigered a significant increase of iNOS hepatic expression in germ-free mice.
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(a) CV-CD (b) CV-HFD

(c) GF-CD (d) GF-HFD

Figure 7 – Representative hematoxilin and eosin stains of paraformaldehyde-fixed liver
sections prepared from germ-free and conventional mice’s livers at the end of the feeding
period (control diet : CD, high-fat diet : HFD). n = 22 for CV-CD, n = 24 for CV-HFD, n
= 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD

Figure 8 – Relative hepatic gene expression analyses of inducible NO-synthase : iNOS .
Results were normalized on the CV-CD group. n = 15 for CV-CD, n = 15 for CV-HFD, n
= 12 for CV-CD, n = 12 for GF-HFD.
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1.2.5 Discussion

The primary cause of obesity in human is increased food consumption upon energy ex-

penditure. In this study, we have used the model of high-fat diet induced-obesity in conven-

tional and germ-free mice to provide experimental evidence that the metabolic and immune

response to diet are powerfully shaped by the presence of commensal microorganisms. We

first showed that germ-free mice are completely protected against diet-induced obesity and

insulin-resistance and partially protected against diet-induced steatosis. The partial protec-

tion against high fat diet induced steatosis in germ-free mice was associated with an overal

lower expression of genes involved in hepatic lipid metabolism. Interestingly, we demons-

trated for the first time that CV and GF mice exhibit different metabolic status after a

control diet period also. Indeed, GF mice displayed lower glycemia, insulinemia, leptinemia,

HOMA-IR index or epidydimal fat than their CV counterparts indicating that the impact

of the gut microbiota on host metabolism is only partially dependent of a high-fat diet.

We found that germ-free mice are significantly leaner than conventional mice on HFD.

This observation is consistent with results obtained previously in our laboratory ([222]) and

by other groups ([25]) on the same mouse strain (C57BL/6J). It seems that this phenome-

non is strain-dependent, in fact, it appears that axenic C3H mice develop obesity after the

administration of a HFD ([106]). However, differences in the composition of the diets used

make it difficult to interpret these discrepancies. Studies comparing the response of different

strains of axenic mice receiving the same treatment would be necessary to state whether

the absence of microbiota protects against the development of obesity regardless of the host

genotype.

Here we confirm that GF mice are resistant to HF-diet-induced insulin resistance.

While leanness can significantly contribute to maintain insulin sensitivity in GF mice fed a

HFD, the absence of the intestinal microbiota could be an independent factor contributing

to the resistance against diet-induced insulin resistance. Indeed, it is possible to normalize

glucose tolerance in obese mice without weight loss by a modulation of the composition of

gut microbiota by antibiotics administration ([194]). The mechanisms behind development

of IR are strongly associated with those behind hepatic steatosis, and it is not yet clear

if the steatosis is a cause or a consequence of insulin resistance. Therefore, we suggested

that germ-free mice would be protected against diet-induced steatosis as well as they are

protected against insulin resistance. It appeared that germ-free mice are only partially pro-

tected against this steatosis. This reduction of hepatic triglycerides content in GF-HFD mice

was associated with a global down-regulation of the hepatic lipid metabolism (ie. import,

synthesis, consumption, export) in comparison with CV-HFD mice. In germ-free mice, the

HFD induced an increased of hepatic triglycerides content concomitant with a decrease in

the expression of genes involved in every pathway of the lipid metabolism. Nevertheless, the

level of gene expression does not necessary correlate with enzymatic activities so that an

increased activity of enzymes involved in the import of lipids and in lipogenesis may explain
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this observation.

The results of this study open a serie of new questions regarding the mechanisms by

which the gut microbiota shapes the immune system and to which extent this influence has

consequences on obesity-related disorders pathogenesis. Therefore, we found that IL6 but not

TNF❛ plasma levels were strongly affected by the absence of the gut microbiota. Coherently,

after the HFD period, IL-6 hepatic expression was lower in GF mice than in CV mice

whereas the hepatic expression of TNF❛ was found similar. Using a different high-fat diet, we

previously found reduced plasma TNF❛ concentrations in GF mice, and proposed that their

ability to resist diet-induced IR could be due partially to low plasma TNF❛ concentrations

([222]). In the present study, our results suggest that the influence of the gut microbiota

on cytokines expression and concentration may be affected by the type of diet used and

that different mechanisms may explain the resistance of GF mice to diet induced metabolic

disorders.

HFD did not lead to a notable systemic inflammation despite a 16-week treatment.

Nevertheless, this HFD challenge increased the hepatic expression of TLR 2, 5 and 9, and

the expression of a marker of the Kupffer cell’s population. This was associated with an

increase of their cytokine secretion levels indicating that the liver of CV mice may incline to

inflammatory responses after this HFD period. In GF mice, HFD did not lead to an increased

hepatic expression of TLR, nor to KC population enlargement indicating that these effects

of the diet are dependent on the presence of the gut microbiota. Conversely, KC from GF

mice were found more sensitive to LPS stimulation reflecting an absence of LPS tolerance

due to the naïve condition of these cells. Given that KC innactivation abolishes diet-induced

steatosis ([205]), we may speculate that the increased KC’cytokines secretion induced by

HFD is a link between HFD and steatosis development in GF and CV mice.

In conclusion, the results presented indicate interactions between diet, gut microbiota

and host’s metabolism and further underline the impact of the absence of gut microbiota

on diet induced metabolic disorders. Nevertheless, future studies are needed to decipher if

different gut microbiota may differently influence the metabolic responses to high-fat fee-

ding and then contribute to pathologies associated to obesity, including type 2 diabetes and

NAFLD. Indeed, transfer of different gut microbiota to GF mice could help to answer this

question and demonstrate the causal role played by the gut microbiota in the development of

these diseases. Finally, extrapolations of our findings to humans may be speculative and fu-

ture clinical studies are required to determine if the gut microbiota may be a new therapeutic

target to prevent or treat these metabolic disorders.
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2 La susceptibilité aux troubles métabo-

liques engendrés par un régime hyper-

lipidique est transmissible via un trans-

fert de microbiote intestinal

2.1 Résumé

Le développement de l’obésité est le résultat de l’interaction de différents facteurs :

génétiques, hormonaux, physiologiques et psychosociaux. Il y a quelques années, le microbiote

intestinal a été identifié comme étant un facteur environnemental supplémentaire jouant un

rôle dans le développement de l’obésité.

L’obésité est à l’origine de diverses complications, dont le diabète de type 2 et les

stéatopathies non alcooliques. Néanmoins, il existe une inégalité devant la survenue de ces

complications qui est indépendante du degré d’obésité. Nous nous sommes posé la question

du rôle du microbiote intestinal dans cette inégalité. En effet, chaque individu a un microbiote

qui lui est propre et il est possible qu’il joue un rôle dans la survenue de ces complications.

Chez les souris le même constat est posé : certaines souris développent des complications

en réponse au régime hyper-lipidique et pas d’autres. Nous avons donc administré un régime

hyper-lipidique à des souris de souche C57BL/6J pendant 16 semaines puis nous les avons

phénotypées, ce qui a permis de les classifier en deux groupes : les répondeuses et les non

répondeuses.

Dans l’ensemble, le régime hyper-lipidique a induit chez les souris conventionelles une

obésité, une hyper-glycémie à jeun et un indice d’insulino-résistance (HOMA-IR) élevés. Nous

avons sélectionné une souris qui présentait une glycémie à jeun, un indice HOMA-IR et un

taux de TNF❛ nettement supérieurs à la moyenne, cette souris sera appelée par la suite souris

répondeuse. Nous avons également sélectionné une souris qui présentait une glycémie à jeun

et un indice HOMA-IR inférieurs à la moyenne, et un taux de TNF❛ presque indétectable,

cette souris sera appelée non répondeuse. Nous avons pris soin de sélectionner des souris

de même poids, afin de s’assurer que les différences de statut métabolique n’étaient pas la
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conséquence d’un degré d’obésité différent. Sachant que chaque souris possède un microbiote

qui lui est propre, l’objectif de cette étude est de répondre à la question suivante : est-ce que

la diversité de la composition du microbiote intestinal explique la diversité de la réponse au

régime hyper-lipidique ?

Pour répondre à cette question, nous avons transféré le microbiote intestinal de ces

deux souris à deux groupes de 20 souris axéniques. Pour cela, les souris axéniques ont reçu

le contenu cécal des souris donneuses par gavage intra-gastrique. Cette technique permet

d’implanter un microbiote intestinal complexe, ce qui permet de mettre en évidence le lien

de cause à effet entre le microbiote intestinal et le développement d’une pathologie. Les souris

ayant reçu les microbiotes de souris répondeuses et non répondeuses sont alors appelées souris

"receveuses" : les receveuses de la répondeuse (RR) et les receveuses de la non répondeuse

(RNR).

Les souris receveuses ont à leur tour reçu le régime hyper-lipidique pendant 16 semaines

avant d’être phénotypées. Nous avons comme chez les souris conventionelles suivi la prise de

poids et mesuré la glycémie à jeun, l’HOMA-IR et la concentration plasmatique de TNF❛.

Nous nous sommes par ailleurs plus spécifiquement intéressés à l’éventuel développement

de NAFLD, avec une étude histologique et une mesure de l’expression hépatique de gènes

impliqués dans le métabolisme des lipides.

Les deux groupes ont developpé une obésité comparable suite au régime hyper-lipidique.

A l’issue des 16 semaines de régime, les souris RNR avaient une glycémie moyenne de 104

± 20,5 mg/dl tandis que les souris RR avaient une glycémie de 134 ± 28,7 mg/dl. Le taux

d’insulinémie était également plus faible chez les souris RNR, l’indice HOMA-IR était donc

significativement différent chez les deux groupes (2,4 fois plus élevé chez les souris RR). Le

taux de leptine était également plus élevé dans le groupe RR. Autrement dit, le métabolisme

des receveuses répondeuse a été plus fortement altéré par le régime hyper-lipidique que les

receveuses de la non répondeuse, ce qui démontre l’implication du microbiote intestinal dans

la prédisposition ou la protection à l’insulino-résistance et donc peut-être au diabète de type

2.

L’analyse anatomopathologique du foie de ces souris a révélé que les deux groupes

avaient développé des types et des stades de stéatose différents. Le degré de stéatose a été

gradé de 1 à 4, les souris RR présentaient un score significativement plus élevé (2,7 ± 1,2

vs 1,7 ± 0,9). Le dosage des triglycérides hépatiques a confirmé que les souris RNR ont

développé une stéatose moins sévère que les receveuses de la répondeuse (4,8 E−06
± 1,7

E−06 vs 6,2 E−06
± 1,7 E−06 mmol triglycérides / mg foie).

L’expression de 10 gènes impliqués dans le métabolisme hépatique des lipides a été

mesurée par PCR quantitative. Quatre gènes étaient exprimés de manière différente dans les

deux groupes de receveuses :

– FATP5, un transporteur d’AG était moins exprimé chez les receveuses de la répon-

deuse par rapport aux souris RNR. Toutefois, CD36, un autre transporteur de lipides,
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présente une expression 2,6 fois plus élevée chez les souris RR.

– ACC1, une enzyme lipogénique est 2 fois plus exprimée chez les souris RR, de même

que ChREBP, un facteur de transcription régulant les voies de la lipogenèse.

Ces résultats tendent à expliquer le plus fort degré de stéatose chez les receveuses de

la répondeuse.

La composition du microbiote des deux groupes de receveuses a été analysée afin d’iden-

tifier les bactéries ayant potentiellement un effet délétère et/ou bénéfique sur la physiologie

de l’hôte. L’analyse du microbiote par PCR-TTGE, une technique permettant d’obtenir des

profils d’espèces bactériennes à partir d’échantillons complexes, a permis de constater qu’une

espèce bactérienne était présente dans le mucus colique de toutes les souris RR et absente

chez toutes les souris RNR. Le séquençage de la bande de TTGE associée ne correspond à

aucune bactérie cultivable, l’espèce n’a donc pas pu être identifiée, elle appartient toutefois à

la famille des Lachnospiraceae. Il est donc possible que cette espèce bactérienne soit à l’ori-

gine de la susceptibilité aux troubles métaboliques de la souris répondeuse, des expériences

complémentaires sont toutefois nécessaires pour confirmer ce point.

Le microbiote des souris receveuses a également été analysé par FISH associée à la

cytométrie en flux, ce qui a permis d’obtenir les pourcentages de 12 groupes ou espèces bac-

tériennes dans les fecès. Il est apparu que le microbiote des receveuses de la non répondeuse

était significativement plus riche en Lactobacillus-Enterococcus, en Bacteroides, en Atopobium

et en Akkermansia muciniphila que les souris receveuses de la répondeuse. Ceci suggère un

rôle protecteur de ces bactéries contre les pathologies induites par un régime hyper-lipidique.

Toutefois, là encore, des expérences complémentaires sont nécessaires avant de confirmer ce

point.

Le fait que la prédisposition à développer une hyper-glycémie et un indice d’insulino-

résistance élevés indépendemment du poids puisse se transférer par une transplantation de

microbiote intestinal démontre que le microbiote intestinal est un facteur environemental à

l’origine de la prédisposition aux pathologies métaboliques associées à l’obésité. A plus long

terme, les résultats de cette étude permettent d’envisager une amélioration des pathologies

métaboliques et hépatiques par une modulation de la composition du microbiote intesti-

nal, ce qui peut se faire par l’administration d’antibiotiques, de probiotiques ou encore de

prébiotiques, voire par transplantation de microbiote chez l’homme.

Cet article est actuellement en révision à Gastroenterology.

2.2 Gut microbiota transplantation demonstrates its cau-

sal role in the development of insulin resistance and

fatty Liver
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2.2.1 Abstract

Background & Aims : Type 2 diabetes and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NA-

FLD) are highly prevalent in obese people. In this study, we developed a strategy based

on gut microbiota transplantation from conventional to germ-free mice to demonstrate the

causal role of gut microbiota in these pathologies.

Methods : Two donor C57BL/6J mice were selected on the basis of their responses to

a high-fat diet (HFD). Although both mice were the same weight, one, named "responder",

was hyperglycemic and displayed a high plasma concentration of pro-inflammatory cytokines.

The other one, named "non-responder", was normo-glycemic and displayed a lower systemic

inflammation level. Two groups of germ-free mice were colonized with the gut microbiota

from the donor mice and then fed the same HFD.

Results : Both receiver groups developed comparable obesity. The responder-receiver

(RR) group developed fasting hyper-glycemia and insulin resistance whereas the non-responder-

receiver (NRR) group remained normo-glycemic and sensitive to insulin. In contrast to NRR

mice, RR mice developed hepatic macrovesicular steatosis, which was confirmed by a hi-

gher liver concentration of triglycerides and an increased expression of genes involved in

de novo lipogenesis. Fluorescent in situ hybridization analysis revealed a lower percentage

of Lactobacillus-Enterococcus, Bacteroides, Atopobium and Akkermansia muciniphila in the

fecal microbiota of RR mice. Conversely, a species of Lachnospiraceae was identified in the

mucus of the colon of all RR mice, suggesting that this bacterium could be involved in the

pathological response of these mice to the HFD.

Conclusion : These findings demonstrate that different gut microbiota lead to dif-

ferent responses to HFD, demonstrating a causal role of the microbiota in the development

of diabetes and NAFLD independently of obesity.

2.2.2 Introduction

The epidemic of obesity is a critical health issue because of the numerous associated

metabolic diseases such as type 2 diabetes mellitus, non-alcoholic fatty liver disease (NA-

FLD) and cardiovascular diseases. Although obesity and associated diseases stem from the

interaction of genetic and environmental factors, their main cause is caloric intake in excess

to caloric expenditure. Given the inability of most individual to comply with sustained life-

styles changes, efforts focus on identifying new therapeutic targets for the treatment and the

prevention of obesity-associated metabolic disorders. An increasing body of literature has

recently been generated identifying gut microbiota as a new environmental factor contribu-

ting to obesity and metabolic diseases ([77]). First, Bäckhed et al ([25], [26]) showed that

germ-free (GF) C57BL/6J mice gained less weight than conventional mice when given a

sugar- and lipids-rich diet despite greater food consumption. Moreover, Rabot et al ([222])
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observed that GF mice receiving a high-fat diet (HFD) showed enhanced insulin sensitivity

with improved glucose tolerance and reduced insulinemia. Concurrently, colonization of GF

mice by a gut microbiota from conventional mice produced an increase in body fat content

([25]). These authors also found more end-products of fermentation (acetate and butyrate)

and fewer calories in the feces of obese mice, suggesting that the gut microbiota of obese

mice allowed the extraction of more calories from ingested food. Finally, transplantation of

cecal microbiota from ob/ob mice to GF wild-type recipients led to higher fat mass gain than

in mice inoculated with the gut microbiota from lean donors ([263]). These results suggest

that differences in caloric extraction from the diet may be determined by the gut microbiota

composition, supporting a causal role of these bacteria in the pathogenesis of obesity. It also

implies that the gut microbiota may be involved in pathologies frequently associated with

obesity, including diabetes or NAFLD ([48]).

The major consequences of HFD are the development of metabolic syndrome features

such as obesity, insulin resistance, liver disease, dyslipidemia and hypertension. NAFLD is

considered the hepatic manifestation of metabolic syndrome and refers to a spectrum of liver

damages ranging from simple steatosis to nonalcoholic steatohepatitis, advanced fibrosis,

cirrhosis or even hepatocellular carcinoma. NAFLD is characterized by a disturbed hepatic

lipid metabolism the first manifestation of which is an accumulation of triacylglycerol in

hepatocytes, ie. steatosis. Steatosis is frequently associated with insulin resistance and low

grade systemic inflammation ([127]).

HFD feeding is widely used in rodents to study the onset and progression of insulin

resistance and obesity. However, the HF-induced phenotype varies distinctly, even within a

group of animals with the same genetic background ([145], [174]), indicating that other envi-

ronmental factors are involved in the pathophysiology of obesity and diabetes. We therefore

hypothesized that the variability of the composition of the gut microbiota could explain the

diversity of response to HFD. Gut microbiota of humans and mice are more than 95% made

up of three phyla : Firmicutes, Bacteroides and Actinobacteria. In contrast to the poor di-

versity at the phylum level, the species level displays a high diversity with an average human

microbiota estimated at 200 prevalent bacterial species and up to 1000 less-common species

([173]). Importantly, in humans but also in mice, the bacterial species profiles are unique for

each individual ([299]).

In the present work, we selected two conventional mice with opposite responses to HFD

and performed gut microbiota transplantations from these two donor mice to two groups

of GF mice. In this way, we demonstrated that different gut microbiota lead to different

metabolic responses to a HFD and that susceptibility to diet-induced insulin resistance and

steatosis are transmissible via gut microbiota transplantation.
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2.2.3 Material and methods

Animal Experimentation

Stage 1 : 8-week-old conventional male C57BL/6J mice (Janvier, Le Genest St. Isle,

France) were fed for 16 weeks a sterilized high-fat diet containing 40% butter and 2.5% soy oil

(60% energy from fat, SAFE, Augy, France) ad libitum. Body weight was monitored weekly.

Stage 2 : germ-free (GF) male C57BL/6J mice were reared from GF breeding pairs

in GF isolators at ANAXEM, the GF animal facilities of Micalis Institute (INRA, Jouy-

en-Josas, France). Two groups of GF mice were colonized with the gut microbiota of two

conventional mice from stage 1 according to the following procedure. The cecal content of

donor mice was collected immediately after euthanasia and diluted in LCY (Liquid Casein

Yeast) medium (1 :100 w/vol) in an anaerobic chamber. Colonisation was achieved by oral-

gastric gavage of the diluted cecal content. GF mice were switched from chow to HFD one

week before the colonization and were then fed the HFD ad libitum for an additional 16

weeks after colonization.

All mice were anaesthetized with isoflurane. Liver portions were properly collected for

subsequent analysis of liver histology, quantification of gene expression and measurement of

liver triglycerides. Procedures were carried out in accordance with the European guidelines

for the care and use of laboratory animals and with permission 78-60 of the French Veterinary

Services.

Measurement of plasma parameters

After 16 weeks of diet, blood taken from the retro-orbital sinus was collected into chilled

heparincoated tubes after 6h of fasting. Blood glucose was measured using an Accu-Check

glucometer (Roche Diagnostics). The remaining blood was then centrifuged at 10,000 g for

10 minutes. Plasma was aliquoted and frozen at -80◦C until analysis.

Alanine and aspartate aminotransferases (ALT and AST, respectively) were determi-

ned using an OLYMPUS AU400 robot. Plasma insulin, leptin, resistin, chemokine ligand 2

(CCL2)/ monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1), tumor necrosis factor-❛ (TNF-❛) and

interleukine-6 (IL6) concentrations were assayed using a Luminex 100 IS system (Luminex

Corporation) with a MILLIPLEX MAP Mouse Serum Adipokine Panel kit (Millipore). In-

sulin resistance was assessed by homeostatic model assessment (HOMA-IR) : fasting serum

glucose (mg/dL) x insulin (mU/L) / 405.

Measurement of Liver Triglycerides

Portions of frozen liver from receiver mice were homogenized in chloroform-methanol

(2 :1) in order to extract total lipids according to Folch et al methodology ([109]). The or-

ganic extract was dried and reconstituted in isopropanol. Triglyceride content was measured
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with a triglycerides determination kit (Sigma-Aldrich, Saint-Louis MO) according to the

manufacturerŠs instructions.

Liver histology

Thin slices of formaldehyde-fixed, paraffin-embedded liver tissue were stained with

hematoxylin and scored for severity of the steatosis and inflammation by an experienced

pathologist (FW) blinded to the experiments. Steatosis was assessed according to the per-

centage of hepatocytes presenting macrovesicular steatosis multiplied by the intensity of the

steatosis of the concerned hepatocytes (from 1 to 4).

Gene Expression Analysis by quantitative PCR

Livers of the receiver mice were disrupted in RNA-PLUS solution (QBiogene). Total

RNA was extracted from the crude extract using an improved and simplified modification of

ChomczynskiŠs procedure ([63]). RNA concentration and purity were determined using the

Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher scientific) at wavelength 260/280 nm

and RNA integrity was determined with the Agilent bioanalyzer 2100 system with the RNA

6000 Nano LabChip kit. Samples with an RNA Integrity Number (RIN) ([240]) inferior to 8

on a scale ranging from 0 to 10 were eliminated.

Total RNA (2 ♠g per reaction) was reverse transcribed into cDNA by using a High-

Capacity cDNA Reverse transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) according

to the manufacturerŠs instructions. Thereafter, half of the product of each RT reaction was

added to an equal volume of TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

and then loaded on a TaqMan Low Density Array (TLDA) card (Applied Biosystem). The

TLDA card was centrifuged twice for 1 min at 330g before being sealed. PCR amplification

was performed using an Applied Biosystems Prism 7900HT Sequence Detection System.

Data were analyzed using the SDS version 2.2 software (Applied Biosystems) where baseline

and threshold settings were automatically adjusted. Statistical analysis was performed using

DataAssist v2.0 (Applied Biosystem). The relative gene expressions were normalized to three

reference genes : 18S, gapdh and ubc2, chosen in the basis of results obtained from TaqMan

Mouse Endogenous Control Arrays (Applied biosystems). The NRR group was used as a

reference for relative expression of genes in the liver.

Analysis of the gut microbiota composition by Fluorescent in Situ Hybridization

combined with Flow Cytometry (FISH-FCM)

After 16 weeks of HFD, fecal samples were collected from receiver mice and analy-

zed by FISH-FCM as previously described ([124]). The 16S rRNA-targeted oligonucleotide

probes used in this study are listed in Tab 1. These probes were used to assess the relative
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Probe Sequence (5’ → 3’) Target Fluorochrom Reference

Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT domain Bacteria 5’FITC Amann et al. [9]

Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT domain Bacteria 5’CY5 Amann et al. [9]

NonEub338 ACATCCTACGGGAGGC none 5’FITC
Wallner et al.
[274]

NonEub338 ACATCCTACGGGAGGC none 5’CY5
Wallner et al.
[274]

Erec482 GCTTCTTAGTCAGGTACCG
Clostridium coccoides

group
5’CY5 Franks et al. [111]

Clep1156

GTTTTRTCAACGGCAGTC
Comp 1 GRTTTRTCAYCGG-
CAGTC*
Comp 2 GTVTTRTCBACGG-
CAGTC*

Clostridium leptum sub-
group

5’CY5 Saunier et al. [234]

Ato291 GGTCGGTCTCTCAACCC Atopobium cluster 5’CY5
Harmsen et al.
[130]

Bac303 CCAATGTGGGGGACCTT
Bacteroides-Prevotella

group
5’CY5 Manz et al. [188]

Bif164 CATCCGGCATTACCACCC Bifidobacterium genus 5’CY5
Langendijk et al.
[165]

Enter1432 CTTTTGCAACCCACT Enterobacteria 5’CY5 Sghir et al. [243]

Ecyl387 CGCGGCATTGCTCGTTCA Erysipelotrichi 5’CY5
Harmsen et al.
[129]

Muc1437 CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT
Akkermansia mucini-

phila
5’CY5 Derrien et al. [80]

MIB661 GCATTCCGCATACTTCTC
Mouse Intestinal Bacte-
ria

5’CY5
Salzmann et al.
[229]

Lab158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA
Lactobacillus-

Enterococcus
5’CY5

Harmsen et al.
[128]

*Y = C/T, R = G/A, K = G/T, M = C/A, W = A/T, B = C/G/T and V = G/C/A

Table 1 – Designations, sequences and targets of probes used in fluorescent in situ hybridi-
zation experiments

proportions of ten phylogenetic groups : Clostridium coccoides, Bacteroides, Clostridium lep-

tum, Atopobium, Enterobacteria, Lactobacillus-Enterococcus, Bifidobacterium, Akkermansia

muciniphila, Erysipelotrichi and Mouse Intestinal Bacteria. Results were expressed as cells

hybridizing with the group probe as a proportion of the total bacteria hybridizing with the

general Eub338 probe.

Analysis of the mucosal bacterial profile by PCR-Temporal Temperature Gra-

dient gel Electrophoresis (PCR-TTGE)

Colons of receiver mice were opened and meticulously washed with sterile physiological

saline solution. The colonic mucosa was then scraped and frozen. Next, mucosa samples were

used to extract total DNA as previously described ([119]). Afterwards the V6-V8 region of
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16S rRNA gene was amplified using the HotStar Master Mix Kit (Qiagen, Courtaboeuf,

France). Amplicons were then analyzed by TTGE as previously described ([123]). Analyses

of the TTGE profiles were performed using GelCompar software (Applied Maths, Kortrijk,

Belgium). TTGE band extraction and sequencing were performed as previously described

([227]). The sequences obtained were compared to publically available 16S rDNA sequences

by nucleotide BLAST (GenBank, NCBI).

Statistical analyses

Results are represented as mean ± standard deviation. Statistical analysis was per-

formed by Mann-Whitney-Wilcoxon or Student t tests (StatView, SAS Institute Inc, Cary,

USA). P < .05 wasconsidered as statistically significant.

2.2.4 Results

Selection of the responder and non-responder donor mice

Conventional mice of the strain C57BL/6J were fed a HFD ad libitum for 16 weeks.

HFD treatment led to varing body weights ranging from 33.6 to 47.0 g, with an average

final body weight of 39.0 ± 3.9 g (Tab 2). Similarly, fasting glycemia, fasting insulinemia

and plasma TNF❛ and IL-6 levels were found to be disparate among the cohort (Tab 2).

Therefore, only several mice developed insulin resistance and systemic inflammation whereas

other remained insulin sensitive and did not display systemic inflammation. Interestingly, this

susceptibility to develop diet-induced metabolic disorders was not correlated to the body

weight. In order to determine whether the diversity of the composition of the gut microbiota

explained this diversity of responses to HFD, we selected from this cohort one responder

mouse with high levels of insulin-resistance and pro-inflammatory cytokines and one non-

responder mouse with low levels of insulin-resistance and pro-inflammatory cytokines (Tab

2). The chosen donor mice were of similar weights to make sure that the differences of

metabolic parameters were not the consequence of a different weight.

The two groups of receiver mice developed comparable obesity but different

metabolic statuses

Two groups of GF male C57BL/6J mice were colonized by gavage with the inocula

prepared from the two selected donor mice (conventionalization). The two conventionalized

groups were then named non-responder receivers (NRR) and responder-receivers (RR) and

were subsequently maintained in isolators. After 16-week HFD feeding, both groups showed

similar body weight gains and final body weights (Fig. 1a). Conversely, they displayed si-

gnificantly different fasting glycemia (104.4 ± 26.6 mg/dL for NRR vs 134 ± 34.1 mg/dL
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body
weight
gain

final body
weight

fasting gly-
cemia

fasting in-
sulinemia

HOMA-IR MCP-1 TNF-α

(g) (g) (mg/dL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

Mean among
the cohort

15.3 ± 3.3 39 ± 3.9 164 ± 39 1944 ± 820
19.46 ±

9.58
36.2 ±

47.1
5.4 ± 4.4

Responder
donor

17.6 40.2 191 3673 42.94 199 13.1

Non Respon-
der donor

15.7 39.4 90 2054 11.31 4 3.5

Table 2 – Metabolic status of conventional and donor mice fed the high fat diet

for RR) (Fig. 1b). Concurrently, the fasting insulinemia was lower in NRR mice than in

RR mice (665.2 ± 358.9 g/mL vs 1072.4 ± 469.4 pg/ml) (Fig. 1c). The HOMA-IR index

(Fig. 1d) was coherently 2.4 fold greater in the RR group than in the NRR group, indicating

that the two groups developed different levels of insulin resistance. The leptinemia (Fig. 1e)

was 75% higher in RR than in NRR mice, whereas the level of resistin was not significantly

different in the two groups (data not shown).
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(a) Body weight curves

(b) Fasting glycemia (c) Fasting insulinemia

(d) Homeostasis Model Assessment -

Insulin Resistance Index

(e) Plasma leptin concentration

Figure 1 – Metabolic responses to HFD of Non Responder Receiver (NRR) and Responder
Receiver (RR) mice. All mice were fasted for 6h before blood sampling. Data are mean
± standard deviation, n=18 for NRR and n=22 for RR mice. ** P < .01 ; *** P < .001
(Student’s t test)
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Triglycerides
Total Choles-
terol

HDL-
cholesterol

IL-6 TNFα

(g/L) (g/L) (g/L) (pg/mL) (pg/mL)

Non Responder Receivers 1.10 ± 0.26 4.5 ± 1.2 3.2 ±0.8 8.8 ± 2.2 1.1 ± 1.5

Responder Receivers 1.04 ± 0.25 4.9 ± 1.1 3.4 ± 0.8 15.5 ± 12.9 1.4 ± 1.9

Table 3 – Plasma lipid and pro-inflammatory cytokines concentration in receiver mice after
16 weeks of high fat diet

The AST plasma concentration was 3 times higher in RR mice than in NRR mice (433.0

± 201.2 vs 135.9 ± 73.7 UI/l, P = .0058), whereas the difference did not achieve statistical

significance (68.5 ± 56.8 vs 38.1 ± 34.4 UI/l, P = .0786) for ALT concentrations. Fasting

plasma concentrations of cholesterol and high density lipoproteins were similar in the two

groups (Tab 3).

Responder-receiver mice accumulated more triglycerides in the liver than non-

responder receiver mice

As shown in figure 2a to 2d, liver histological analysis showed that the NRR group

developed a slight to mild steatosis (Fig. 2a) whereas the RR group developed a marked

mixed or macrovesicular steatosis (Fig. 2b). The steatosis score was found to be higher in RR

than in NRR mice (3.00 ± 0.87 vs 1.50 ± 0.61) (Fig. 2c). Consistent with the morphological

changes in the lipid deposition, the liver triacylglycerol concentration was 30% higher in RR

than in NRR mice (Fig. 2d). No inflammatory infiltrate was observed.
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(a) NRR livers section (b) RR liver section

(c) Steatosis score (d) Hepatic triglyceride concentrations

Figure 2 – Representative hematoxilin and eosin stains of paraformaldehyde-fixed liver
sections prepared from NRR (a) and RR mice (b). The steatosis score corresponds to the
percentage of hepatocytes presenting macrovesicular steatosis multiplied by the intensity of
the steatosis of the concerned hepatocytes (c) and hepatic triglyceride concentrations (mmol
of triglycerides per mg of liver) (d). Data are shown as mean ± standard deviation, n=18
for NRR and n=22 for RR mice. * P < .05 ; ** P < .01 (Student’s t test)

Responder-receiver mice displayed a steatosis-prone hepatic metabolism in contrast

to non-responder-receiver mice

We analyzed hepatic expression of genes involved in lipid uptake, lipogenesis, fatty

acid catabolism and very-low-density lipoprotein (VLDL) export. The relative expressions

of the transcription factors SREBP1c (Sterol Regulatory Binding Protein 1c), LXR (Liver X

Receptor) and ChREBP (Carbohydrate Response Element Binding protein) are shown Fig.

3a. These nuclear factors are known to promote de novo lipogenesis19. The expression of

SREBP1c and ChREBP was 1.97 and 2.02 greater in the RR group than in the NRR group,

whereas no difference was found in the expression of LXR in the two groups of mice.

The relative expressions of three lipogenic enzymes (Acetyl-CoA Carboxylase 1 (ACC1),

Stearoyl- CoA desaturase 1 (SCD1) and Fatty Acid Syntase (FAS)) are shown in Fig. 3b.

SCD1 and FAS were not differently expressed in the two groups of mice. Conversely, ACC1
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appeared to be upregulated in RR mice (fold-change 1.97).

CD36, which imports a large variety of lipids and lipoproteins, was more highly ex-

pressed in RR than in NRR mice (fold-change 2.32). On the contrary, FATP5 (Fatty Acid

Transport Protein 5), which essentially transports long chain fatty acids, was slightly but

significantly down-regulated (fold-change 0.80). No differences were found between the two

groups of mice in the mRNA levels of CPT1a (Carnitine PalmytoTransferase 1a), a trans-

port protein which regulates mitochondrial ❜-oxidation, and MTP (Membrane Transport

Protein), a protein exerting a central regulatory role in lipoprotein assembly and secretion

(Fig. 3c).

108/158



2.2. GUT MICROBIOTA TRANSPLANTATION DEMONSTRATES ITS CAUSAL ROLE IN THE DEVELOPMENT OF
INSULIN RESISTANCE AND FATTY LIVER

(a) Transcription factors

(b) Lipogenic enzymes

(c) Lipids transporters

Figure 3 – Relative hepatic gene expression analyses of transcription factors (a), lipogenic
enzymes (b) and lipids transporters (c). Results were normalized on the NRR group. Data
are shown as mean ± standard deviation, n=14 for NRR and n=16 for RR mice. * P < .05 ;
*** P < .001
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No major differences in systemic and hepatic inflammations were detected bet-

ween the two groups of receiver mice

Systemic inflammation was evaluated by assaying the plasma concentration of two

pro-inflammatory cytokines (TNF and IL-6), whose levels were notably higher in responder

donor mouse than in nonresponder donor mouse. Although RR mice displayed higher plasma

concentrations of these cytokines than NRR mice, differences did not reach statistical signi-

ficance (Tab 3). We then focused specifically on liver inflammation by assaying the hepatic

expression of cytokines, markers of liver macrophages and toll-like receptors (TLRs). The

relative expression of TNF , IL-1 , IL-6, IL-10 and TGF were found to be similar in the

two groups of mice (Tab 4). Likewise, expressions of CD68 (a marker of macrophages), and

TLRs (TLR-2, TLR-4, TLR-5 and TLR-9) which play a central role in innate immune system

by recognizing bacterial components leading to activation of immune response, appeared to

be equivalent in NRR and RR mice (Fig. 4a et 4b). Altogether these results indicate that

systemic and hepatic inflammations were similar in RR and NRR mice.

(a) relative hepatic expression of

CD68

(b) relative hepatic expression of TLRs

Figure 4 – Relative hepatic gene expression analyses of a macrophage infiltration marker :
CD68 (a), and Toll-like Receptors 2, 4, 5 and 9 (b). Results were normalized on the NRR
group. Data are shown as mean ± standard deviation, n=14 for NRR and n=16 for RR mice.
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TNFα IL-1β IL-6 IL-10 TGFβ

Non Responder Receivers 1.00 ± 0.69 1.00 ± 0.49 1.00 ± 0.87 1.00 ± 0.44 1.00 ± 0.34

Responder Receivers 0.59 ± 0.32 1.12 ± 0.61 1.35 ± 1.08 0.73 ± 0.35 1.38 ± 0.62

Table 4 – Hepatic relative expression of cytokines in receiver mice

Bacteroides, Atopobium, Lactobacillus-Enterococcus and Akkermansia mucini-

phila are under-represented in receiver-responder mice

At the end of the HFD period, composition of the fecal microbiota of the receiver mice

was analyzed by FISH-FCM using a panel of probes targeting 10 bacterial groups of the gut

microbiota (Supplementary table 1). The probe panel used allowed the detection of 87.91 ±

8.82% (NRR) and 81.93 ± 9.89% (RR) of total bacteria detected by the probe Eub338. Four

bacterial groups were found significantly underrepresented in the RR group, suggesting these

bacterial groups may exert a protective effect against development of metabolic disorders.

The NRR group harbored significantly more Lactobacillus-Enterococcus than the RR group

(31.3 ± 22.3% vs 22.3 ± 8.3%) (Fig. 5a). NRR mice also harbored more Atopobium (4.8

± 4.3% vs 1.4 ± 1.1%) (Fig. 5b), Bacteroides-Prevotella (4.7 ± 1.3% vs 2.7 ± 2.0%) (Fig.

5c), and a three-fold higher percentage of Akkermansia muciniphila than RR mice (0.18 ±

0.08% vs 0.06 ± 0.04%) (Fig. 5d). No differences between the two groups of mice were found

for the six other targeted groups (Bifidobacteria, Clostridium coccoides, Clostridium leptum,

Enterobacteria, Erysipelotrichi and Mouse Intestinal Bacteria) (Tab 5).
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(a) Lactic Acid Bacteria (b) Atopobium

(c) Bacteroides (d) Akkermansia muciniphila

Figure 5 – Composition of the fecal microbiota of NRR and RR mice based on FISH ana-
lysis. Results are expressed as percentages of the total cells detected by the bacterial domain
probe Eub338. Lactic Acid Bacteria (a), Atopobium (b), Bacteroides (c) and Akkermansia
muciniphila (d). Data are shown as mean ± standard deviation, n=18 for NRR mice and
n=22 for RR mice. ** P < .01 ; *** P < .001 (Mann-Whitney test)

TTGE

In order to identify bacterial species associated with the responder or non-responder

phenotypes, we performed TTGE analysis on the colonic mucosa of NRR and RR mice. All

mice displayed similar bacterial diversity (Fig. 6). A band was systematically detected in
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Bifidobacteria

(%)

Clostridium

coccoides

(%)

Clostridium

leptum (%)

Entero-

bacteria

(%)

Erysipe-

lotrichi

(%)

Mouse

Intestinal

Bacteria

(%)

Non Respon-
der Receivers

0.67 ± 0.40
29.55 ±

6.65
3.42 ± 0.95 0.01 ± 0.01 1.00 ± 0.34 0.25 ± 0.11

Responder
Receivers

0.59 ± 0.32
30.22 ±

7.69
3.88 ± 1.18 0.02 ±0.02 1.38 ± 0.62 0.32 ± 0.15

Table 5 – Composition of the fecal microbiota of NRR and RR mice based on FISH analysis.

all RR mice but not in NRR mice. This band was isolated from three different lanes, DNA

was extracted and amplified. Sequence analysis of amplicons from these bands revealed that

they all contained the same sequence corresponding to an unclassified Lachnospiraceae, the

closest isolate relative being Clostridium scindens and Clostridium glycyrrhizinilyticum (90%

and 89% identity, respectively). The sequence has been deposited in the GenBank database

under accession number JN648380.

Figure 6 – TTGE fingerprint patterns of the colonic mucus microbial community of NRR
(light grey arrows) and RR mice (dark grey arrows). The TTGE profiles were obtained
using primers targeting all bacteria. Thin arrows (→) indicate the band corresponding to
the RR-specific species. n=8 for NRR and n=8 for RR mice

2.2.5 Discussion

HFD feeding is extensively used in rodents for developing the obese phenotype and

associated metabolic disorders. In fact, these models are considered more relevant to human

metabolic diseases than models of gene inactivation ([104]). Nevertheless, wide variations in
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the susceptibility to develop HFD-associated features have been observed ([145], [174]) and

the factors that make some rodents susceptible and others resistant to metabolic disorders

induced by HFD are still indefinite. Using GF animal models, we and others have previously

demonstrated that mice devoid of gut microbiota are resistant to diet-induced obesity and

insulin resistance ([25], [222]). Like humans, each conventional mouse harbors a unique gut

microbiota which means that different catalogues of genes are present in the intestine of

different mice. Therefore, we hypothesized that differences in gut microbiota composition

may contribute to the resistance or susceptibility to HFD-induced metabolic disorders. In

the present study, we first submitted mice of a common biological lineage to the same HFD

and laboratory environment and obtained, as expected, heterogeneous responses including

variable weight gain, insulin resistance and systemic inflammation levels. In order to study

the link between gut microbiota variability and metabolic responses variability, we inoculated

two groups of GF mice with the caecal microbiota of two mice the responses of which to

HFD challenge were discrepant. The outcomes of HFD feeding were found to be different in

these two groups of mice associated with distinct microbiota, demonstrating the causal role

of the gut microbiota in the susceptibility to develop metabolic disorders.

We characterized the microbial community of the receiver mice using two culture-

independent techniques. FISH analyses allowed us to assess nearly the whole gut microbiota

composition. Interestingly, the Lactobacillus-Enterococcus and Bacteroides groups, as well

as Atopobium and Akkermansia muciniphila were found overrepresented in the NRR mice

suggesting that these bacteria may exert protective effects against metabolic disorder deve-

lopment. Our results further imply that a dysbiosis, characterized by the absence of bacterial

species exerting beneficial effects, may favour the occurrence of pathologies as previously

proposed for Crohn’s disease ([249]). The only significant difference observed in the gut mi-

crobiota of human adults with type 2 diabetes compared to non-diabetic subjects was a

reduction of Clostridia ([166]). Alternatively, a dysbiosis may also enable the colonisation of

the gut by a pathogen-like bacterial species. Further investigations are still needed to identify

bacterial species, components or metabolites required to maintain homeostasis.

Several studies have revealed that the mucosa-associated microbiota differs from the

faecal communities in humans and rodents and is stable along the distal digestive tract ([170],

[268], [303]). Moreover, bacterial species with adherence properties may expose the host to

bacterial components such as metabolites and antigens, and therefore have a greater potential

to influence host health via crosstalk with gut epithelial and immune cells ([85]). Indeed, the

elective capacity of segmented filamentous bacteria to adhere to the ileal mucosa accounts

for their key role in the development of adaptive immune responses ([112]). Here, we have

identified a yet uncultured Lachnospiraceae species that was systematically present in the

colonic mucus layer of RR mice and absent in NRR mice. Interestingly, Blast analyses revea-

led that the same sequence had previously been obtained in gut microbiota transplantation

experiments, in the cecal contents of the ob/ob donor and wild-type recipients associated

with increased body fat ([263]). This finding strongly supports our hypothesis, suggesting
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that this bacterial species could be a player in the yet undefined mechanisms linking the gut

microbiota to the development of metabolic diseases.

We have demonstrated that GF mice are resistant to diet induced insulin resistance

([222]). In the present study, we further reveal that insulin resistance is a transmissible

feature via gut microbiota transplantation demonstrating that distinct gut microbiota dif-

ferently impact the host glycemic metabolism. We also observed that NRR and RR mice

displayed similar body and fat pad weights but differences in glycemic status indicating

that insulin resistance is likely to result from separate mechanisms from those responsible

for obesity. This observation highlights the existence of additional mechanisms to the "LPS

hypothesis" in which gut bacterial lipopolysaccharides would be a triggering factor of both

obesity and insulin resistance ([112]). These authors demonstrated that HFD-fed mice de-

veloped insulin resistance and inflammation by a mechanism directly dependent on LPS. In

our study, different microbiota lead to different IR levels whereas inflammation status was

found similar in NRR and RR mice. Therefore, our results rather suggest that, besides LPS,

other factors may link gut microbiota to metabolic diseases and that the gut microbiota im-

pacts more than one node within the metabolic network controlling host energy metabolism.

Our results further indicate that gut microbiota is a contributing factor to insulin resistance

independently of obesity and inflammation. This confirms a previous study demonstrating

that modulation of gut microbiota using antibiotics in a diet-induced obesity mice model

showed a significant improvement of fasting glycemia and insulin resistance independently of

food intake or adiposity ([194]). Additionally, improved insulin sensitivity was found to cor-

relate with reduced hepatic lipogenesis and steatosis in these antibiotics treated mice ([194]),

implying that the influence of the gut microbiota on host metabolism may be a consequence

of its impact on liver functions and activities.

Mice lacking TNF❛ or TNF receptors have improved insulin sensitivity in both dietary

and genetic models of obesity ([267]), suggesting a causal role of TNF❛ in insulin resistance.

Moreover, as GF mice fed a HFD were previously shown to display reduced plasma TNF❛

concentrations than their conventional couterparts, it was proposed that their ability to re-

sist diet-induced IR could be due partially to low plasma TNF❛ concentrations ([222]). Our

results, showing different IR levels but similar TNF❛ plasma concentrations and hepatic ex-

pression levels indicate rather that the impact of our two different transplanted microbiota

is independent of TNF❛. Overall, all parameters related to inflammation were similar in the

two receiver groups in our study and were then unaffected by transplantation of different

gut microbiota. This indicates that in our conditions the gut microbiota affects host meta-

bolism via mechanisms that may be independent of the immune system. This finding opens

new perspectives in the field indicating that gut communities are able to drive host meta-

bolism by cross-talk mechanisms still unknown that seem to be independent of a systemic

proinflammatory state.

Dysregulation of hepatic metabolism has been implicated in the development of NA-

FLD. Nevertheless, a high-fat diet, which causes increased influx of fatty acids without pri-
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mary impairment of VLDL export, induced merely steatosis, but not liver inflammation.31

Fatty acid accumulation in the liver is a consequence of the inhibition of fatty acid oxida-

tion, increased de novo lipogenesis, increased lipid uptake, or reduced lipid export via VLDL.

Previous studies have demonstrated that GF mice display increased fatty acid oxidation and

decreased lipogenesis ([25], [26], [222]). Our results from gene expression in the liver indicate

that the increased steatosis observed in the liver of RR mice results mainly from increased

lipid uptake and de novo lipogenesis. The increased processing of energy metabolites in the

liver may reflect increased energy availability due to higher energy harvest from the diet in

the RR gut microbiota, as was previously demonstrated for the gut microbiota from ob/ob

mice ([263]). Indeed, the RR microbiota could lead to increased substrate influx to the li-

ver in the form of short-chain fatty acids (SCFA) from the colon ([29]) which are known

to stimulate de novo synthesis of triglycerides in the liver. Similarly, the gut microbiota of

obese individuals has increased fermentation capacity resulting in elevated SCFA production

([241]). Otherwise, high glycemia due to RR microbiota may also explain the increased de

novo lipogenesis via activation of the transcription factor CHREBP, a protein that controls

transcription of lipogenic enzyme genes. Therefore, the influence of the gut microbiota on

glucose levels may constitute a possible new mechanism explaining the impact of this mi-

crobiota on steatosis. Our results raise the possibility that the RR gut microbiota not only

facilitates transfer of calories from the diet to the host but also impacts host metabolism of

absorbed calories.

This study, showing the feasibility of transferring a host metabolic phenotype (metabo-

type) via the gut microbiota, further underlines the power of gnotobiotic models to decipher

the involvement of the gut microbiota in health and disease. It has recently been demonstra-

ted that human gut microbiota can be transferred to GF mice with remarkable preservation

of structure and diversity and previous studies established that specific enzymatic activities

of the human gut microbiota can be transmitted to GF rodents upon colonization with a

fecal sample ([40], [123]). This opens possibilities to transfer human gut microbiota from

humans suffering from pathologies to GF mice to create humanized gnotobiotic mice and

conduct preclinical studies to define the impact of an unbalanced human microbiome on

host physiology.

Finally, our results demonstrate that gut microbiota influences whole body glucose ho-

meostasis and liver lipid metabolism. They support the idea that targeting the gut microbiota

could be a new prevention or therapeutic approach for improving diabetes and NAFLD.
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1. STRATÉGIES EXPÉRIMENTALES

L’obésité est la conséquence de l’interaction de facteurs génétiques, psychosociaux et

environnementaux. Le microbiote intestinal a été identifié il y a quelques années comme étant

un facteur environnemental supplémentaire associé au développement de l’obésité ([25], [26],

[46], [222], [263]). L’obésité est un problème de santé public mondial du fait des complications

qui lui sont associées. Ces complications, souvent regroupées sous le nom de syndrome mé-

tabolique, comportent entre autres le diabète de type 2, les NAFLD et l’athérosclérose. Ces

complications de l’obésité ne sont pas systématiques, elles ne touchent qu’une proportion

plus ou moins grande de la population d’obèses. Ces pathologies touchent également une

proportion non négligeable des personnes simplement en surpoids ou même minces. Dans

ce contexte, nous nous sommes intéressés à l’implication du microbiote intestinal dans la

survenue de ces complications.

L’objectif de mon travail de thèse était donc i) d’étudier dans quelle mesure le micro-

biote intestinal est impliqué dans le développement de l’insulinorésistance et des pathologies

hépatiques liées à l’obésité, ii) de déterminer si la diversité de la composition du micro-

biote intestinal était, du moins partiellement, à l’origine de la prédisposition au troubles

métaboliques associés à l’obésité.

1 Stratégies expérimentales

Une première étape de ce projet a consisté à définir les stratégies expérimentales adap-

tées afin de répondre à notre problématique. Différentes stratégies expérimentales sont utili-

sées pour étudier l’interaction entre l’hôte, son alimentation et son microbiote intestinal. Chez

l’homme, une des approches utilisées est la comparaison de la composition du microbiote in-

testinal de deux groupes d’individus ou la corrélation entre un paramètre physiologique et

la population d’un groupe ou d’une espèce de bactéries. Cette technique a été utilisée par

Ley et al et leur a permis de constater que les individus obèses étudiés avaient un micro-

biote en moyenne plus riche en Firmicutes et plus pauvre en Bacteroidetes que des personnes

minces ([173]). De la même manière, Larsen et al ont observé une plus faible population de

Firmicutes et une plus forte population de Betaproteobacteria dans le microbiote de diabé-

tiques par rapport à des individus non diabétiques ([166]). Ces études, si elles indiquent les

phyla/familles/espèces potentiellement associées à une pathologie, ne démontrent aucun lien

de cause à effet. De plus, l’effectif des groupes peut être considéré comme faible compte tenu

de la variabilité de la composition du microbiote d’un individu à l’autre.

Toujours chez l’humain, le lien de cause à effet entre le microbiote et les pathologies

étudiées peut être approché en intervenant de manière à modifier la composition du micro-

biote intestinal. Cela peut se faire par exemple par l’administration de prébiotiques, il a ainsi

été montré que l’administration de prébiotiques permettait de perdre du poids ([215]), de

diminuer le taux d’insuline chez des patients atteints de NASH ([74]) ou de limiter l’augmen-

tation de l’IMC chez des adolescents [2]. Néanmoins, les modifications de la composition du
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microbiote associées à l’administration de prébiotiques n’ont pas été étudiées, il n’est donc

pas possible de conclure sur l’effet du microbiote dans ces études.

Les stratégies de recherche applicables à l’homme sont pour le moment limitées et

ne permettent pas de mettre en évidence le lien causal du microbiote dans l’obésité et les

pathologies associées. Les modèles animaux rendent possible des interventions permettant

de mieux mettre en évidence le rôle du microbiote et les mécanismes en jeux. Les rongeurs

axéniques, tout particulièrement, permettent :
– d’observer les conséquences de l’absence de microbiote sur le métabolisme de l’hôte.

Il est ainsi possible d’affirmer l’implication du microbiote dans la régulation de n’im-

porte quel paramètre biologique dès que celui-ci est différent chez des animaux axé-

niques et conventionnels élevés dans les mêmes conditions ([26], [40], [222])

– de coloniser ces rongeurs avec une espèce bactérienne ou un microbiote complexe afin

d’étudier l’impact de cette espèce ou de ce microbiote sur la physiologie de l’hôte, ce

qui démontre alors son effet causal ([25], [270]).

L’inactivation d’un gène et donc de la voie dont fait partie la protéine qu’il code, peut

permettre de déterminer si cette voie est un des liens entre le microbiote intestinal et le

métabolisme de l’hôte. Par exemple, Vijay-Kumar et al ont démontré que le TLR-5 était

indispensable au maintient de l’homéostasie intestinale, et que la dysbiose occasionnée par

l’inactivation de TLR-5 causait directement le développement d’un syndrome métabolique

([270]).

Sachant cela, nous avons choisi d’étudier l’implication du microbiote intestinal dans

le développement des NAFLD en comparant le développement des NAFLD chez des souris

conventionelles et axéniques. Plus spécifiquement, nous avons étudié les perturbations mé-

taboliques induites par un régime hyper-lipidique par rapport à un régime contrôle avec et

sans microbiote intestinal, ce qui, à notre connaissance, n’a pas été étudié jusqu’à présent.

Afin de démontrer le lien de cause à effet entre des différences de composition du micro-

biote et des différences de réponse à un régime obésogène, nous avons transféré le microbiote

intestinal d’une souris répondeuse et d’une souris non répondeuse à deux groupes de souris

axéniques. Cette transplantation de microbiote nous a permis d’obtenir deux groupes de

souris ayant des microbiotes homogènes, auxquels nous avons administré un régime hyper-

lipidique.

2 Implication du microbiote intestinal dans l’obésité et

l’insulino-résistance

Nous avons constaté que les souris axéniques prennent significativement moins de poids

que les souris conventionnelles sous régime hyper-lipidique. Ceci concorde avec des résultats

obtenus précédemment dans notre laboratoire ([222]) ainsi que par d’autres groupes ([25])
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sur la même souche de souris (C57BL/6J). Il semble toutefois que ce phénomène soit souche-

dépendant, en effet, il s’avère que les souris axéniques de souche C3H développent une obésité

suite à l’administration d’un régime hyper-lipidique ([106]). Toutefois, les différences de com-

position des régimes utilisés rendent difficile l’interprétation de ces discordances. Des études

comparant la réponse de différentes souches de souris axéniques recevant le même régime

seraient nécessaires pour pouvoir affirmer que l’absence de microbiote protège contre le dé-

veloppement de l’obésité quel que soit le génotype de l’hôte.

Les études comparant la composition du microbiote chez des individus minces et obèses

divergent. Par exemple, le groupe de J. Gordon constate que le microbiote d’obèses est pro-

portionellement plus riche en Firmicutes et plus pauvre en Bacteroidetes que celui d’individus

minces, ce que Schwiertz et al n’a pas constaté ( [241]). Une autre étude, menée sur un échan-

tillon de 39 individus de 6 nationalités différentes, n’a trouvé aucune corrélation entre l’IMC

et les proportions relatives de Firmicutes et de Bacteroidetes ([19]). Les divergences de ces

études peuvent s’expliquer de nombreuses manières, tout d’abord la faiblesse des effectifs

considérés, ensuite les différences de techniques d’analyse de la composition du microbiote et

enfin des différences de composition du microbiote dues à l’environnement et à la composi-

tion de l’alimentation. Il n’est donc pas possible de s’appuyer sur les études visant à corréler

la composition du microbiote intestinal avec l’IMC pour avancer que le microbiote intestinal

est impliqué dans la régulation du poids.

Deux études rapportent l’induction de l’obésité par un transfert de microbiote. La

première, compare la prise de poids de souris axéniques sauvages colonisées avec le microbiote

d’une souris ob/ob ou avec le microbiote d’une souris mince (sauvage) ([263]). La colonisation

par le microbiote de la souris ob/ob a induit une augmentation de l’adiposité plus forte

que la colonisation par le microbiote de la souris non obèse. Le microbiote de la souris

ob/ob induirait donc le développement de l’obésité. En effet, le microbiote "obésogène"

de cette souris ob/ob présente des capacités d’extraction d’énergie accrues par rapport à

un microbiote de souris sauvage. L’obésité serait donc une conséquence d’une dysbiose du

microbiote intestinal menant l’hôte à récupérer plus d’énergie à partir de l’alimentation. Il se

pose alors la question de l’origine de cette dysbiose. La délétion du gène de la leptine provoque

une diminution, voire disparition de la sensation de satiété, les souris ob/ob ont donc une

prise alimentaire beaucoup plus importante que les souris sauvages. Il semble donc possible

que cet afflux de substrats énergétiques dans le colon ait pour conséquence une adaptation du

microbiote, en terme de composition et de capacités métaboliques bien que la composition de

l’aliment soit la même. Les capacités d’extraction accrues et donc le caractère obésogène du

microbiote des souris ob/ob serait donc le reflet de l’adaptation de ce microbiote intestinal

à un afflux énergétique abondant. Cette hypothèse impliquerait donc qu’il n’est pas possible

d’extrapoler les résultats de cette étude au développement de l’obésité chez l’homme.

La seconde étude ayant mis en évidence une transmission de l’obésité via un transfert

de microbiote s’appuye également sur un modèle de souris génétiquement modifiées ([270]).

Par une procédure similaire à Ley et al, Vijay-Kumar et al ont montré que la colonisation
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de souris axéniques sauvages par le microbiote d’une souris TLR-5 −/− induisait une plus

forte prise de poids que la colonisation par un microbiote de souris sauvage. Cette mutation

induit donc une dysbiose du microbiote intestinal qui elle-même induit le développement de

l’obésité. Cette dysbiose consiste en une modification de la proportion de 116 phylotypes sans

modification de la proportion de Firmicutes et de Bacteroidetes. Les mécanismes menant à

une modification de la composition du microbiote suite à cette mutation ne sont pas connus,

il n’est donc pas possible de savoir si le même type de dysbiose peut se développer chez

l’homme et expliquer le développement de l’obésité.

L’état des connaissances actuel ne permet donc pas de confirmer ou d’infirmer le rôle

causal du microbiote intestinal dans le développement de l’obésité. Toutefois, la démons-

tration de ce rôle du microbiote ne faisait pas partie des objectifs initiaux de ma thèse. Le

rôle du microbiote dans le développement des pathologies métaboliques dans le contexte de

l’obésité a plus retenu notre attention. Ceci explique pourquoi les deux souris donneuses de

microbiote que nous avons sélectionnées dans la deuxième partie de cette étude (article 2)

avaient un poids similaire et des niveaux de glycémie à jeun et d’insulino-résistance diffé-

rents. En effet, il était nécessaire que ces souris aient un degré d’obésité similaire pour que les

différences de niveaux d’insulino-résistance observées ne puissent pas s’expliquer comme la

conséquence d’un degré d’obésité différent. Nous avons transféré le microbiote de ces souris

à deux groupes de souris axéniques, alors appelées RR (receveuses de la répondeuse) et RNR

(receveuses de la non répondeuse). Le groupe RNR est demeuré normo-glycémique malgré

le régime hyper-lipidique tandis que le groupe RR est devenu légèrement hyper-glycémique.

L’analyse de la composition du microbiote des souris receveuses a montré que les microbiotes

des deux groupes diffèrent à plusieurs niveaux : proportions des différents phyla/groupes et

profils d’espèces. Ceci démontre que deux microbiotes de composition différentes induisent

des différences de prédisposition ou de susceptibilité à l’insulino-résistance induite par un

régime hyper-lipidique. Associé au fait que les souris axéniques sont protégées contre le dé-

veloppement de cette insulino-résistance, cela démontre le rôle causal du microbiote intestinal

dans l’insulino-résistance.

Nos résultats vont donc dans le même sens que ce qui a précédemment été observé, c’est-

à-dire que la modulation de la composition du microbiote intestinal par des antibiotiques

chez des souris rendues obèses par un régime hyper-lipidique permet d’améliorer la glycé-

mie à jeun et l’insulino-résistance indépendemment de la prise alimentaire et de l’adiposité

([194]). La modulation de la composition du microbiote par l’administration de prébiotiques

(oligofructose) a également un effet hypoglycémiant et améliore la tolérance au glucose ([51],

[46], [47]). L’effet protecteur de l’absence de microbiote sur l’insulino-résistance induite par

un régime hyper-lipidique ou western a également été observé à plusieurs reprises sur cette

souche de souris ([26], [222]). Bien qu’il soit souhaitable que ces données soient complétées

par des études sur d’autres souches de souris, l’état des connaissances actuelles montre que le

microbiote intestinal est un des éléments majeurs intervenant dans la régulation de la glycé-

mie et de la sensibilité à l’insuline chez les souris. Le point fort de notre étude est que l’effet
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délétère du microbiote de la souris donneuse répondeuse et/ou l’effet protecteur du micro-

biote de la souris donneuse non répondeuse ne sont pas la conséquence d’une dysbiose induite

par un traitement particulier ou une mutation. Ces propriétés sont donc intrinsèques à ces

communautés microbiennes. La conclusion de cette étude, c’est-à-dire que la composition

du microbiote conditionne la résistance ou la prédisposition à l’insulino-résistance associée

à l’obésité, est donc vraisemblablement transposable à l’homme. Ceci tend à être confirmé

par Larsen et al, qui observent que la composition du microbiote de personnes diabétiques

diffère de celui de personnes non diabétiques indépendement de l’IMC. De plus, la propor-

tion relative de plusieurs groupes bactériens est positivement corrélée avec la glycémie à jeun

([166]). Naturellement, des études complémentaires sont nécessaires afin de confirmer ce lien

entre microbiote et insulino-résistance et de mieux comprendre les mécanismes en jeux.

L’insulino-résistance est évidemment associée au développement du diabète de type

2, mais également aux stéatopathies non alcooliques. Ces dernières sont parfois considérées

comme la manifestation hépatique du syndrome métabolique et touchent une assez forte

proportion d’obèses. Comme cela a déjà été souligné précédemment, ces pathologies sont

sévères, c’est pourquoi nous nous sommes également intéressés au rôle du microbiote dans le

développement de ces pathologies.

3 Métabolisme hépatique des lipides

Le premier stade des NAFLD consiste en une accumulation de triglycérides dans les

hépatocytes. Ce stade est généralement considéré comme bénin par les médecins, pourtant

il constitue une forte prédisposition au développement de NASH, caractérisée par une forte

inflammation hépatique. La NASH peut survenir plusieurs mois ou années après l’apparition

de la stéatose chez une partie des obèses atteints de NAFLD. Différents modèles animaux

sont utilisés pour étudier la physiopathologie des NAFLD ([15]) :
– des modèles génétiques hyperphagiques : les lignées ob/ob (déficientes en leptine)

ou db/db (déficientes en récepteur de la leptine) et Ay (Yellow-obese agouti) en

particulier développent spontanément une stéatose puis éventuellement une NASH.

– des modèles nutritionnels, en particulier le régime déficient en méthionine et choline

(MCD).

Nous n’avons pas retenu ces modèles pour différentes raisons. Le modèle MCD induit

une stéatose, une inflammation et une fibrose en l’absence d’insulino-résistance, les méca-

nismes en jeux sont donc différents de ceux qui nous intéressent. Les modèles génétiques

n’ont pas été retenus non plus pour les raisons évoquées au paragraphe précédent. La NASH

peut également être induite chez la souris en associant un régime hyper-lipidique à l’injection

de LPS. Une augmentation de l’endotoxémie est un des mécanismes par lesquels le micro-

biote provoque une insulino-résistance et une inflammation à bas bruit ([47]), l’utilisation

de ce modèle reviendrait à masquer un des effets du microbiote intestinal chez les souris
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conventionnelles, c’est pourquoi nous n’avons pas utilisé ce modèle non plus. Les modèles

nutritionnels à base de régimes riches en lipides (hyper-lipidique et western) induisent le

développement d’une stéatose mais pas d’une NASH. Nous nous en sommes donc tenus à

l’étude du développement de la stéatose et de l’inflammation à bas bruit.

Le développement de la stéatose résultant d’un déséquilibre entre l’apport de lipides

(apport via la circulation sanguine ou synthèse de novo) et leur élimination (sécrétion de

particules lipoprotéiques ou oxydation des acides gras), nous avons étudié l’expression de ces

différentes voies par PCR quantitative chez les souris conventionnelles et axéniques ainsi que

chez les deux groupes de souris conventionalisées.

Sous régime hyper-lipidique, l’expression hépatique de tous les gènes impliqués dans le

métabolisme des lipides est diminuée chez les souris axéniques en comparaison avec les souris

conventionnelles. L’ensemble du métabolisme lipidique est donc moins actif en l’absence de

microbiote. Ceci est associé à un niveau de stéatose plus faible chez les souris axéniques. Ceci

confirme les résultats précédement obtenus, c’est-à-dire une plus faible expression de gènes

impliqués dans la lipogenèse et un plus faible taux de lipides dans le foie de souris axéniques

sous régime hyper-lipidique ([222]). Sous régime contrôle, les niveaux d’expression de gènes

sont différents chez les souris axéniques et conventionnelles mais la concentration hépatique

en triglycéride n’est pas significativement différente. L’impact de l’absence de microbiote sur

le degré de stéatose ne s’exprime donc que sous régime hyper-lipidique.

La protection partielle des souris axéniques contre le développement d’une stéatose

par un régime hyper-lipidique indique une implication du microbiote intestinal. Par ailleurs,

il a auparavant été montré que le degré de stéatose de souris recevant un régime hyper-

lipidique pouvait être diminué par l’administration d’antibiotiques ([194]). Un prébiotique

extrait de champignons, le chitine-glucane, a lui aussi la propriété de diminuer le degré de

stéatose, ainsi que de nombreux autres paramètres métaboliques, chez des souris sous régime

hyper-lipidique [206].

Nous avons constaté que l’expression hépatique de gènes impliqués dans la lipogenèse

est plus élevée chez les souris ayant reçu le microbiote de la souris répondeuse que chez les

souris ayant reçu le microbiote de la souris non répondeuse. Il en était de même pour un

gène impliqué dans l’import de lipides dans les hépatocytes. Les gènes des voies participant

à l’élimination des lipides étaient exprimés à des niveaux équivalents dans les deux groupes

de souris receveuses. Dans notre étude, la composition du microbiote influe donc sur l’in-

duction des voies de la lipogenèse hépatique. Les souris RR présentaient un plus fort degré

de stéatose que les souris RNR, ce qui démontre pour la première fois que la colonisation

par deux microbiotes différents aboutit à des degrés de stéatose différents. De même que

pour l’insulino-résistance, ces résultats suggèrent que le microbiote intestinal est un facteur

contribuant à la prédisposition ou la résistance au développement de la stéatose dans un

contexte d’obésité.
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L’obésité, l’insulino-résistance et les NAFLD sont associées à un état inflammatoire

systémique à bas bruit. Le LPS provenant des bactéries du microbiote intestinal est au

moins un des facteurs contribuant à cette inflammation ([54]).

4 Implication du microbiote intestinal dans l’inflamma-

tion

Les souris obèses (modèle génétique ou nutritionel) dont le gène du TNF❛ ou du récep-

teur au TNF❛ a été inactivé ont une meilleure sensibilité à l’insuline ([267]), ce qui indique

un rôle causal du TNF❛ et donc de l’inflammation dans la résistance à l’insuline. De plus, il

a été démontré que sous régime hyper-lipidique, les souris axéniques ont un taux de TNF❛

plus faible que celui de souris conventionnelles, il a donc été avancé que la résistance des

souris axéniques à l’insulino-résistance induite par un régime hyper-lipidique serait en partie

due à un faible taux de TNF❛ ([222]). Nos résultats vont à l’encontre de cette hypothèse.

En effet, nous n’avons pas observé de différences de concentration de TNF❛, ni de MCP-1

entre les souris axéniques et les souris conventionelles, quel que soit le régime considéré. Il est

d’ailleurs à noter que chez les souris conventionnelles le régime hyper-lipidique n’a pas induit

d’inflammation systémique à bas bruit contrairement à ce que nous attendions. Plusieurs

répétitions de l’expérience sur souris conventionnelles a mis en évidence des difficultés de

répétitions de l’induction d’une inflammation. Il semblerait qu’une variation des propriétés

du régime hyper-lipidique selon les lots soit à mettre en cause. Il est à supposer que la com-

position en acides gras et en composés anti-oxydants des matières grasses d’origine animale

utilisées pour fabriquer ces aliments explique en grande partie les différences de propriétés

des lots.

Néanmoins, les concentrations plasmatiques d’IL-6, une autre cytokine pro-inflamma-

toire, sont significativement plus faibles chez les souris axéniques quel que soit le régime.

Tout comme dans le cas du TNF❛, une diminution de la concentration d’IL-6 est associée à

la perte de poids et à l’amélioration de la sensibilité à l’insuline ([160]). Il est donc plausible

que la capacité des souris axéniques à résister à l’induction de l’insulino-résistance puisse en

partie découler de leur faible taux d’IL-6. Bien qu’une des caractéristiques principales des

souris axéniques soit l’immaturité de leur système immunitaire et donc de leurs réponses

immunitaires lorsqu’elles ont lieux, cet aspect de la protection des souris axéniques contre

l’obésité et l’IR a peu été étudié à l’heure actuelle. Il existe donc assez peu de données à

mettre en regard de nos résultat afin de mieux les interpréter. Il semble que le microbiote

joue sur certaines voies de l’inflammation mais pas sur d’autres, une étude plus détaillée est

donc nécessaire.

Cette absence de différence d’inflammation au niveau systémique entre souris axéniques

et conventionnelles n’implique pas nécessairement que le microbiote n’a pas d’influence sur

la réponse inflammatoire localement. Nous avons étudié le développement de l’inflammation
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chez les souris axéniques et conventionnelles au niveau hépatique. L’expression hépatique de

cytokines n’est pas augmentée par le régime hyper-lipidique chez les souris conventionnelles.

Les différences entre souris conventionnelles et axéniques sont peu flagrantes à ce niveau :

seules certaines cytokines sont moins exprimées chez les souris axéniques, et dans aucun cas

sous les deux régimes. L’expression d’IL-6 chez les souris axéniques sous régime contrôle est

néanmoins beaucoup plus faible que celles des souris conventionnelles comme nous l’avons

constaté au niveau systémique.

Une dysfonction des cellules de Kupffer (KC), les macrophages résidents du foie, contri-

bue à la pathogenèse de l’insulino-résistance, de la stéatose et de l’inflammation hépatiques,

en lien avec l’endotoxémie ([86], [205], [286]). Les résultats d’expression hépatique de cyto-

kines n’étant pas concluants, nous avons caractérisé plus en profondeur la réponse immu-

nitaire au niveau hépatique en étudiant la sécrétion de cytokines par les KC. Nous avons

cette fois constaté un effet très clairement pro-inflammatoire du régime hyper-lipidique chez

les souris conventionnelles. La forte sécrétion de cytokines par cette population de cellules

n’était pas révélée par l’étude de l’expression de gènes au niveau du tissu. Ceci peut s’expli-

quer par le fait que cette population de cellules est très réduite : seulement quelques millions

par foie de souris, l’expression de gènes par ces cellules est donc gommée par l’expression de

gènes des hépatocytes et des cellules endothéliales. Cela n’empêche pas une action forte des

KC sur l’inflammation, la stéatose hépatique et l’insulino-résistance au niveau local.

La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les KC de souris axéniques est glo-

balement plus basse que celle de KC de souris conventionnelles quel que soit le régime. Ceci

s’explique par le caractère immature du système immunitaire des souris axéniques du fait de

l’absence de stimulation continue par des composés microbiens. Etant donné le rôle majeur

des KC, la plus faible sécrétion de cytokines chez les souris axéniques est probablement une

des raisons du plus faible degré de stéatose et d’insulino-résistance observé chez les souris

axéniques sous régime hyper-lipidique.

Le régime hyper-lipidique induit une augmentation de la sécrétion de cytokines par les

KC en dépit du statut axénique des souris. Une explication reconnue du développement de

l’inflammation chez les souris sous régime hyper-lipidique est l’augmentation de l’endotoxé-

mie résultant de l’altération de la barrière intestinale provoquée par le régime hyper-lipidique.

Les souris axéniques étant exposées à des quantité négligeables de LPS quel que soit leur

régime alimentaire, cela semble une hypothèse peu probable pour expliquer cette réponse

des KC de souris axéniques au régime hyper-lipidique. Bien que nous n’ayons pas étudié ce

mécanisme, il est plausible que l’augmentation de la sécrétion de cytokines par les KC des

souris axéniques aussi bien que conventionnelles aient été partiellement ou totalement induite

par les lipides. En effet, il a été démontré, en particulier dans le cas de l’athérosclérose, que

les macrophages pouvaient être activés par la reconnaissance de composés non microbiens,

comme des lipoprotéines glyquées ou oxydées et des diacylglycérols ([220], [6]). Cet éventuel

mécanisme d’activation des cellules de Kupffer par les lipides est d’ailleurs un des sujets

d’étude de nos partenaires INSERM.
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Chez les souris conventionnelles, nous avons constaté que le LPS n’induit pas d’augmen-

tation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, y compris sous régime hyper-lipidique.

Des modèles in vitro et in vivo ont depuis longtemps permis d’observer que la stimulation

répétée par de faibles quantités de LPS entraînait une incapacité à déclencher une réponse

immunitaire forte lors d’expositions ultérieures à de plus fortes quantités de LPS ([35]). Les

macrophages et les monocytes sont les principaux effecteurs de cette tolérance ([56]). Il est

donc possible de supposer que, dans le cas de cette étude, l’augmentation modérée de l’endo-

toxémie soit la cause de cette tolérance. Chez les souris axéniques, la sécrétion de cytokines

pro-inflammatoires est stimulée par le LPS quel que soit le régime. L’axénie empêche donc

le développement d’une tolérance au LPS par le régime hyper-lipidique, ce qui est tout à fait

cohérent avec l’hypothèse selon laquelle l’activation des KC par le régime hyper-lipidique se

fait via des lipides immunogènes.

Les résultats que nous avons obtenus sur l’impact du microbiote intestinal sur l’inflam-

mation associée à l’insulino-résistance et aux NAFLD sont donc nouveaux mais nécessitent

d’être complétés pour confirmer ou infirmer les hypothèse évoquées. Il est cependant indis-

cutable que le système immunitaire est une composante majeure du lien entre microbiote

intestinal et métabolisme, le taux de TNF❛ et de MCP-1 a donc été un des critères de sélec-

tion des souris donneuses dans l’étude du caractère transférable des atteintes métaboliques.

Bien que nous ayons sélectionné deux souris donneuses avec des taux systémiques différents

de cytokines pro-inflammatoires, nous n’avons pas observé de différences chez les souris re-

ceveuses. En ce qui concerne l’atteinte hépatique, l’expression hépatique de cytokines et la

sécrétion de cytokines par les KC (résultats non présentés) n’est pas significativement dif-

férente entre les deux groupes. Les niveaux d’insulino-résistance et de stéatose sont donc

différents alors que la totalité des paramètres reliés à l’inflammation étudiés sont identiques.

Ceci indique donc que l’impact des microbiotes transférés sur l’insulino-résistance se fait par

des mécanismes a priori indépendants de l’inflammation.

Les différences de niveaux d’inflammation systémiques n’ont pas été transférables par

le microbiote intestinal dans nos conditions expérimentales. Les paramètres inflammatoires

affectés par la présence ou l’absence de microbiote intestinal ont également été similaires chez

les deux groupes de souris receveuses. Cela peut signifier que certains paramètres dépendent

uniquement de la présence d’un microbiote intestinal, quelle que soit sa composition. Une

autre interprétation est que les deux microbiotes sélectionnés n’ont pas eu d’influence diffé-

rente sur ces paramètres mais que cela aurait pu être le cas si nous avions sélectionnés deux

autres microbiotes. En effet, les résultats obtenus ne sont valables que dans le cas de ces

deux microbiotes, de composition unique. Un paramètre identique chez les deux groupes de

receveuses indiquerait seulement que les deux microbiotes sélectionnés n’induisaient pas de

différence sur ce paramètre, pas que le microbiote n’affecte pas ce paramètre. Enfin, les souris

donneuses ont été sélectionnées sur des paramètres mesurables du vivant des souris. En effet,

lors du transfert, la technique de conservation du microbiote permettant d’implanter un mi-

crobiote intestinal plusieurs jours ou semaines après le sacrifice des souris donneuses n’avait
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pas encore été optimisée par le laboratoire. Il était donc nécessaire de coloniser les souris

axéniques le plus rapidement possible après le sacrifice des souris donneuses, nous avons donc

sélectionné les souris donneuses uniquement sur des paramètres sanguins. L’état inflamma-

toire des souris donneuses était donc analysé de manière grossière, il s’est d’ailleurs avéré

que les différences d’expression hépatique de cytokines pro-inflammatoires et de sécrétion de

cytokines par les KC entre les deux souris donneuses n’étaient pas flagrantes compte tenu de

la variabilité observée dans le groupe de souris conventionnelles sous régime hyper-lipidique.

Idéalement, cette expérimentation devrait être réalisée une nouvelle fois en étudiant plus

finement l’inflammation locale avant de sélectionner les souris donneuses, maintenant qu’il

nous est possible de conserver les microbiotes avant de les implanter. Il serait alors possible

de mieux étudier le caractère transférable de l’inflammation par le microbiote intestinal.

5 Perspectives et pistes de recherche

Nous avons mis en évidence que la composition du microbiote des souris RR et des souris

RNR différaient, ce qui permet de supposer que ces différences de composition sont à l’origine

des différences de réponse au régime hyper-lipidique. Cependant, les techniques d’analyse

de la composition du microbiote ne nous ont permis que de constater des différences de

pourcentage de quelques groupes bactériens et la présence systématique d’une espèce chez les

RR. Cette caractérisation de la composition du microbiote est insufisante, ce qui a d’ailleurs

été pointé par les reviewers de l’article correspondant. Nous allons donc effectuer à court

terme une analyse par pyroséquençage des gènes de l’ARN 16S des microbiotes des souris

donneuses et receveuses. Idéalement, il serait intéressant de séquencer le métagénome de ces

échantillons afin de ne pas seulement avoir accès à l’identification des espèces bactériennes

et de leur abondance mais aussi aux fonctions qu’elles portent.

La présence d’une espèce de Lachnospiraceae dans le mucus colique de toutes les souris

RR et son absence chez toutes les souris RNR laisse suspecter l’effet délétère de cette bactérie

sur le métabolisme de l’hôte. La démonstration de cet effet ne pourrait cependant se faire

qu’en colonisant des souris axéniques avec cette espèce, ce qui nous aussi été demandé par

les reviewers de l’article en question. L’espèce bactérienne correspondant à la séquence que

nous avons obtenue n’a jamais été isolée. La famille des Lachnospiraceae compte très peu de

représentants d’espèces cultivables dans les banques de souches et l’espèce cultivable la plus

proche de l’espèce que nous avons détectée, Clostridium scindens, n’a que 90% d’homologie

avec cette dernière. Il n’y aurait donc aucun intérêt à étudier des souris mono-associées

avec Clostridium scindens. En l’état actuel des choses, il n’est malheureusement pas possible

d’aller plus loin dans cette voie.

Une meilleure caractérisation de la réponse métabolique de l’hôte serait également sou-

haîtable pour mettre à jour les mécanismes en jeux. Pour cela, il serait intéressant d’étudier

le transcriptome du tissus adipeux (mésentérique en particulier) et de l’intestin (aussi bien
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l’intestin grêle que le côlon). Une étude du métabolome de l’hôte pourrait également nous

éclairer sur les métabolites associés à différents microbiotes et régimes.

Par ailleurs, l’étude de la réponse à un régime western ou hyper-lipidique de souris

ob/ob ou TLR-5 −/− axéniques permettrait de déterminer si les différences observées entre

les souris sauvages et les souris mutées ne s’expriment qu’en présence d’un microbiote, ce qui

signifierait que l’impact de la mutation sur le métabolisme de l’hôte passe par le microbiote

intestinal.

Notre étude de transfert de microbiote de souris à souris a permis de montrer le rôle cau-

sal du microbiote intestinal dans l’insulino-résistance et la stéatose hépatique. Pour étendre

ces résultats à l’homme, il serait particulièrement intéressant de transférer le microbiote de

patients obèses diabétiques et non diabétiques à des souris. Une des difficultés principales à

surmonter dans l’étude du rôle du microbiote dans une pathologie est de déterminer si les

dysbioses observées chez ces patients sont les causes ou les conséquences de la pathologie. Le

modèle de transfert de microbiote que dont nous disposons grâce à la plateforme Anaxem

de Micalis constitue un modèle unique permettant de démontrer le rôle causal du microbiote

intestinal. Ainsi, en associant différents microbiotes issus de patients humains à des ron-

geurs axéniques, nous pouvons déterminer les conséquences physiologiques d’une dysbiose

et mettre en évidence des mécanismes liant microbiote intestinal et développement d’une

pathologie.

La découverte du rôle causal du microbiote dans l’insulino-résistance ouvre de nou-

velles pistes de recherches dans le traitement du diabète de type 2. Ainsi, de futures études

devraient déboucher sur des stratégies thérapeutiques basées sur la modulation de la com-

position du microbiote intestinal, visant un groupe bactérien donné ou une fonction portée

par le microbiote. Cette modulation du microbiote pourrait se faire par l’administration

de prébiotiques, de probiotiques ou d’antibiotiques. Une autre stratégie prometteuse pour

corriger durablement une dysbiose du microbiote intestinal est la transplantation de micro-

biote intestinal d’humain à humain, comme cela se fait déjà avec succès pour les pathologies

gastro-intestinales associées à une infection à Clostridium difficile ([164]).
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