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A/ Physiologie de I’homéostasie glucidique

I- Mécanismes généraux de détection et de réqulation de la glycémie

1. Présentation

L’homéostasie glucidique correspond a 1’ensemble des mécanismes physiologiques,
cellulaires, et moléculaires qui ajustent étroitement la glycémie entre 0,8 et 1,2 g/L (1; 2).
L’organisme doit alors gérer en permanence ces faibles variations de la concentration du
glucose sanguin. En effet, celles-ci sont la résultante des changements de flux d’énergie au
cours desquels les mécanismes responsables de 1’utilisation du glucose par les tissus sont en
équilibre avec ceux qui concourent a sa production. Cet équilibre doit étre dynamique afin de

permettre une régulation précise de I’homéostasie énergétique.

Ainsi, au cours d’un repas I’organisme doit étre capable dans un premier temps de détecter
I’entrée des nutriments, puis d’intégrer I’ensemble des signaux nutritionnels générés lors de
I’absorption du glucose afin de mettre en place les fonctions cellulaires qui permettront

I’utilisation de cette énergie. (Figure 1).

En période post absorptive, tel qu’au cours du jetne, ’entrée du glucose dans
I’organisme est nulle. Ce sont donc les organes producteurs, comme le foie, I’intestin, et les
reins, qui assurent le flux de glucose vers les tissus utilisateurs tels que les muscles et le
cerveau. Il est important de préciser que les variations de flux de glucose sont concomitantes a
celles des lipides qui sont a I’origine de pathologies métaboliques telles que le diabete de type
.

2. La détection des nutriments et ses conséquences

La détection des nutriments, et plus précisément celle du glucose, implique que des
cellules spécialisées soient capables de détecter les variations, méme faibles (~0,5mM), de la
glycémie résultant de ’entrée ou de la sortie du glucose de 1’organisme et du sang (3). Cette
fonction dépend de mécanismes moléculaires spécifiques présents dans des cellules appelées

« glucostat » soit encore « glucose-sensor », ou « senseur du glucose ». Elles émettent alors
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un message endocrinien, nerveux, ou métabolique qui s’achemine vers des centres
intégrateurs du cerveau. Ces cellules sont notamment localisées dans le tractus digestif, dans

la veine porte, le pancréas, les corps carotidiens et, le cerveau (4).

D’autres organes mettent en place des mécanismes cellulaires en réponse a la variation de la
glycémie tels que le foie et les reins. Cependant, ces derniers ne sont pas considérés comme
glucostat pour 1’organisme car aucun signal généré et transmis aux centres intégrateurs du

cerveau n’a été mis en évidence en réponse a des variations de la glycémie.

Homéostasie glucidique

[Glucose]

Balance

Figure 1 : Représentation de la balance énergétique equilibrée par les apports et les dépenses
en énergie, qui régule I’homéostasie glucidique.
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I1- Mécanismes de détection et de régulation de la glycémie lors de la prise

alimentaire

1. Le glucostat lors de la prise alimentaire

Lors d’un repas, le glucose est absorbé par les entérocytes et des cellules spécialisées
du tractus digestif détectent alors I’entrée du glucose dans 1’organisme (5). Dans la région
entéro-portale, leur localisation et leur identification précises ne sont pas établies mais
pourraient correspondre aux cellules endocrines de 1’épithélium intestinal, ainsi qu’a des
cellules d’origine nerveuses présentes dans la membrane basale musculaire de I’intestin et
dans la veine hépato-portale (Figure 2). Des signaux métaboliques, endocriniens, et nerveux

sont alors génerés (2).

Les messages nerveux sont acheminés vers le cerveau par le nerf vague, ou ils sont alors

intégrés. C’est 1’axe « intestin-cerveau » (2). Dans le tronc cérébral, des zones spécialisées
du cerveau recueillent ces informations nerveuses qui sont retransmises vers des groupes de
cellules spécialisées localisées dans les noyaux de I’hypothalamus. Situé au niveau du
troisiéme ventricule, ce dernier integre alors 1’information nerveuse. Néanmoins, il posséde
une compétence supplémentaire qui est de pouvoir détecter les messagers issus de la
circulation sanguine grace a sa localisation proche de la barriere fenétrée hémato-

encephalique, qui est en contact avec la circulation périphérique.

Les signaux endocriniens et métaboligues, provenant de la sphere entérique, sont véhiculés en

premiére instance par le sang portal pour les substrats hydrosolubles et, par la lymphe pour les
métabolites liposolubles (lipoprotéines). Ils s’acheminent ensuite jusqu’au cerveau et les
tissus périphériques (Figure 2). L’hypothalamus percoit alors les métabolites tels que glucose,
lactate, acides aminés, lipides, et les hormones comme la leptine, la ghreline, la
cholécystokinine (CCK), provenant de la circulation générale. L’hypothalamus est donc
capable de détecter directement les variations des nutriments et notamment de la glycémie.

L’hypothalamus génére alors de nouveaux signaux résultants donc de la triple
intégration nerveuse, endocrinienne, et métabolique. Ces signaux sont dirigés vers les tissus
périphériques via un relai dans le tronc cérébral et dans la moelle épiniere. Dans le tronc

cérébral prennent leur origine les fibres nerveuses des nerfs craniens qui gouvernent le
19



systéeme nerveux parasympathique et, dans la moelle épiniére la chaine ganglionnaire latérale

initie le message nerveux orthosympathique.

Inversement, au cours du jetine ou de 1’exercice physique la concentration de glucose
diminue dans le sang. L’hypothalamus, ainsi que les glucostats de la veine porte pergoivent
cette baisse de la glycémie (6). Ces détecteurs de glucose envoient donc des signaux vers le
cerveau. Ces derniers sont différents de ceux générés lors de la prise alimentaire et donnent

I’ordre au foie de produire du glucose afin de rétablir la glycémie.

=>» Ainsi, en réponse a des variations de la glycémie, I’organisme déclenche des mécanismes
qui sont initiés par les glucostats et, qui préparent les cellules effectrices a la mise en place de
leur fonction. Elles anticipent donc la régulation du métabolisme glucidique, définissant alors

le processus appelé « arc réflexe métabolique anticipateurs.
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Figure 2 : L’arc réflexe métabolique. Lors d’un repas, la détection des nutriments par
I’intestin, notamment des glucostats de la sphére enétro-portale, induit un message
endocrinien et nerveux (nerf vague) aux centres intégrateurs du cerveau tels que le tronc
cérébral (brainstem) et ’hypothalamus (HT). L’HT intégre les informations nerveuses et
endocriniennes pour émettre un message nerveux efférent via le systeme nerveux autonome
(SNS,PNS) aux organes effecteurs tels que le tissu adipeux, le pancréas, les muscles et le foie

).

La régulation de la glycémie a souvent été étudiée en fonction de la capacité des
organes effecteurs a métaboliser le glucose. En effet, le pancréas, les muscles, le tissu adipeux
et, le foie mettent en place une réponse biochimique adaptée a la régulation des variations de
glucose sanguin qui sont notamment sous le contrdle de I’insuline et du glucagon. Il est donc

nécessaire de connaitre les voies métaboliques induites par ces deux hormones.
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2. Le role des organes effecteurs dans le maintien de I’équilibre glycémique sous

le controle de I’insuline

a. La sécrétion d’insuline.

Lorsque la glycémie augmente, le glucose est détecté par les cellules B (béta) du
pancréas. Le glucose est pris en charge par le transporteur de glucose de la membrane
plasmique, GLUT2, dont le Km avoisine les 10-20 mM (7) (Figure 3). Cette caractéristique
permet d’équilibrer trés rapidement le glucose de part et d’autre de la membrane plasmique.
Puis, la glucokinase (GK) phosphoryle immédiatement le glucose en glucose 6 phosphate
(G6P), représentant 1’étape limitante du métabolisme du glucose par la cellule B (8). Le
glucose est ensuite métabolisé en pyruvate dans la voie de la glycolyse ce qui génére de
’ATP, diminuant alors le rapport ADP/ ATP. Ceci a pour effet de fermer les canaux K*
sensibles a I’ATP (9). Ces canaux sont composes de sous unités Kir6.2 (K inward rectifying
channel) et Sur (Sulfonylurea) qui sont aussi présents a la membrane plasmique des cellules
« glucostats » de I’intestin et des neurones de 1’hypothalamus (4). La fermeture des canaux K
sensibles a I’ATP provoque une dépolarisation de la membrane cellulaire qui active
I’ouverture de canaux Ca®" sensibles au voltage permettant alors un flux entrant de Ca®"

nécessaire a I’exocytose des granules d’insuline dans le sang.
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Figure 3 : Schéma de la sécrétion d’insuline dans les cellules B du pancréas induite par la
métabolisation du glucose et la production ATP. L’augmentation cytoplasmique d’ATP lors
de ’oxydation du glucose induit la fermeture des canaux K* sensibles a I’ATP et permet une
dépolarisation de la membrane plasmique. Ce changement de potentiel membranaire favorise
I’ouverture de canaux calciques sensibles au changement de potentiel, ainsi que I’entrée
massive de Ca** dans la cellule. Ce flux calcique est indispensable a I’exocytose des vésicules
qui contiennent de 1’insuline (10).

L’insuline sécrétée est alors déversée dans la circulation sanguine générale et peut agir sur ces
tissus cibles, qui sont notamment les organes effecteurs énumérés ci avant ( A/IL.1). L’insuline est une
hormone hypoglycémiante. Ainsi, par I’activation de différentes voies de signalisation et de différentes

voies métaboliques, elle favorise la clairance du glucose par son utilisation et/ou son stockage.

b. Laclairance du glucose en réponse a I’insuline

i. Les principales voies de signalisation activées par le récepteur a

Dinsuline
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L’insuline circulante se fixe sur son récepteur présent a la surface de la plupart des
cellules de ’organisme. Ce récepteur transmembranaire est un hétérodimére Alpha-Beta qui

appartient a la famille des tyrosines-kinases (11; 12) (Figure 4).

L’activation du récepteur a I’insuline déclenche 1a phosphorylation de protéines & domaine
SH2, ce sont des docking protéines. Les plus connues sont les protéines IRS (insulin receptor
substrate) mais il existe aussi les Gab-1, P60, Cbl, les isoformes Shc (13). A la surface des
cellules musculaires, hépatiques et des adipocytes, deux principales voies métaboliques
impliquent la phosphorylation des IRS (Figure 5) (13-15).

La premiére voie implique la phosphorylation de la PI3Kinase (phosphatidyl inositol
triphosphate kinase). Par son activité serine kinase, elle peut agir sur différents substrats,
notamment la phosphoinositide dependant kinase-1 (PDK1). La PDK1 possede une activité
sérine kinase qui phosphoryle alors la sérine/thréonine kinase Akt/PKB (13). Celle-ci a un
domaine PH (pleckstrin homology) qui interagit avec des phosphoinositols tels que
PI1(3,4,5)P3. mais elle est aussi connue pour agir sur des enzymes clés du métabolisme du
glucose telles que la glycogéene synthase (GSK).

La seconde voie d’activation du récepteur a I’insuline couplée a la phosphorylation des IRS
induit ’expression de génes codant pour la prolifération cellulaire. Ainsi, I’'IRS phosphorylé
interagit avec une protéine d’adaptation Grb2 qui recrute la protéine SOS (Son Of Sevenless).
Cette association active alors de la protéine Ras dont la fonctionnalité dépend aussi de son
interaction avec la protéine SHP-2. Cette derniére a été préalablement activée par I’IRS (13-
15). La protéine Ras active alors une cascade de sérines kinases telles les protéines de la voie
des MAPKinase (MAPK, ERK). La protéine ERK est transloquée dans le noyau et active

alors la transcription de genes codant pour la prolifération et la différenciation cellulaire.

Une autre voie de signalisation induite par 1’activation du récepteur a I’insuline est celle qui
favorise le métabolisme du glucose en augmentant la capture cellulaire de glucose. La
phosphorylation du récepteur a 1’insuline permet la phosphorylation du protooncogene Cbl.
Ce dernier se lie au récepteur a ’insuline via une protéine adaptatrice CAP qui possede un
domaine SH3, riche en proline. L’association CAP-Chl phosphorylé se transloque ves la
membrane, puis se lie a un domaine lipidique de la membrane via une protéine adaptrice,
CRK II. CRKII forme un complexe avec C3G et TCT10. TCT10 favorise alors la
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translocation a la membrane de vésicules contenant le transproteur du glucose, GLUT4
(Figure 6) (16).
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Figure 5 : Le récepteur a I’insuline s’autophosphoryle sur les tyrosines de la chaine B lors de
la fixation de I’insuline sur les chaines A. Ce mécanisme permet 1’activation d’une activité
tyrosine kinase de la chaine B. Cette activité tyrosine kinase induit également la
phosphorylation de substrats tels que les Insulin Receptor Substrates (IRS). Il s’en suit deux
voies principales d’activation. L’une des voies le recrutement de la protéine Sos via la
protéine d’adaptation Grb2. SOS active alors Ras qui est aussi dépendante de 1’activatio de
SHP2. SHP2 a été phosphorylé par I’IRS. L’activation de Ras permet ’activation de la voie
des MAPKIinase dont les effets nucléaires favorisent la prolifération cellulaire. L’autre voie
induite par la phosphorylation de I’'IRS active la phosphorylation de la PI3Kinase (composées
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de 2 sous unités 85K et 110K). Par réaction en cascade, elle active la PDK1 puis la
phosphorylation de la protéine Akt. Cette derniére engendre alors des effets métaboliques
notamment par la phosphorylation d’enzyme du métabolisme glucidique. (15).
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Figure 6 : voie de signalisation de I’insuline impliquant les protéines Cap Cbl. Cbl se lie au
récepteur par la protéine d’adaptation CAP. Par cette fixation le récepteur a 1’insuline
phosphoryle Cbl. Le couple CAP-Cbl se transloque a la membrane et s’y fixe via la protéine
Crk. Cette derniére est couplée a C3G et TCT10. TCT10 active alors la translocation a la
membrane de vésicules contenant le transporteur au glucose GLUT4 (13).

il. L’effet de [Dinsuline sur le métabolisme glucidigue des cellules

musculaires

Au cours d’un repas, 75% du glucose circulant est pris en charge par les muscles pour
y étre métabolisé. Ainsi, I’insuline en se fixant sur son récepteur déclenche son
autophosphorylation et 1’activation de la voie des IRS. Il existe de nombreux isoformes IRS
(14; 17). Dans les muscles la forme majoritaire est I’IRS1 qui, une fois phosphorylée par
I’activité tyrosine kinase du récepteur se fixe sur la sous unité régulatrice de la PI3 kinase,
P85. Ceci a pour effet de libérer la sous unité catalytique de la PI3Kinase, P110, pour aboutir

a la phosphorylation d’inositides tels que PIP2 en PIP3 (13). Par la suite, ces phospholipides
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permettent d’activer des sérines thréonines kinases telles que Akt/PKB. Celles-ci activent
alors les enzymes clés de la glycolyse, de la synthese de glycogene, et de I’oxydation
mitochondriale. Ainsi, par la glycolyse, le glucose est oxydeé en pyruvate. Le pyruvate est
métabolisé en ATP par le cycle de Krebs et, les intermédiaires énergétiques de la glycolyse, le

NADH, et FADH,, sont oxydés lors de leur utilisation dans la chaine respiratoire.

A I'image de la voie des MAPKinsases, 1’activataion de la PI3K par 1’insuline permet aussi
d’activer I’expression de certains genes du métabolisme glucidique tels que 1’hexokinase 11

(18), la pyruvate kinase (19), ou encore le transporteur de glucose GLUT4 (20).

iii. L’effet de ’insuline sur le métabolisme glucidique des adipocytes

Lorsque les apports en énergie sont supérieurs aux dépenses énergétiques, le glucose
qui pénéetre dans les adipocytes est métabolisé en acides gras puis stocké sous forme de
triglycérides, par la voie de la lipogenéese de novo (21) (Figure 7). Ce processus existe aussi

dans le foie.

Le pyruvate provenant de la glycolyse est métabolisé en acétyl coA par la pyruvate
déshydrogénase (PDH) dans la mitochondrie. La membrane mitochondriale n’étant pas
perméable au passage de 1’acétyl coA vers le cytoplasme, ce dernier est alors converti en
citrate. Par réaction inverse, le citrate est métabolisé en acétyl coA pour étre redirigé vers le
cytoplasme. L’acétyl coA est alors métabolisé en malonyl coA par 1’acétyl coA carboxylase
(ACC). Le malonyl coA et I’acétyl coA sont les substrats d’un complexe enzymatique, la fatty
acid synthase (FAS), qui génére des acyls coA a longue chaine (AGCL). Ces derniers sont

ensuite estérifiés avec du glycérol pour synthétiser des triglycérides.

L’insuline régule la lipogenése de novo (22) en activant des facteurs de transcription qui
contrélent I’expression de génes lipogéniques, dont le plus connu est SREBP-1 (sterol
response element-binding protein 1). Ce dernier active par exemple I’expression génique de
la FAS (21).
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Figure 7: Schéma de la lipogenése de novo dans I’adipocyte. La premiére étape est la
glycolyse qui métabolise le glucose en pyruvate (a gauche). Le pyruvate est métabolisé en
citrate dans la mitochondrie. Le citrate passe dans le cytoplasme pour étre métabolisé en
acetyl coA puis en malonyl coA respectivement par I’ATP citrate lyase et 1’acétyl coA
carboxylase. Le malonyl coA est alors un substrat (avec un acétyl coA non répresenté ici) de
la fatty acid synthase (FAS) afin de synthétiser des acides gras a longues chaines (AGCL).
C’est la lipogénese (droite). Les AGCL sont ensuite estérifiés avec du glycérol pour former
des triglyceérides (TG).

iii. L’effet de Uinsuline sur le métabolisme glucidique des hépatocytes

Le foie est le principal organe capable a la fois de produire et de stocker du glucose.

Au cours d’un jelne et de I’exercice physique, la production hépatique de glucose provient du
catabolisme du glycogene (la glycogénolyse) et de la synthése de glucose a partir de

métabolites tels que les acides aminés (la néoglucogenése).

Au cours d’un repas, le glucose est stocké sous forme de glycogene (glycogénogenése) pour
étre liberé sous forme de glucose lors du jeline ou de I’exercice physique. Le glucose peut

aussi étre stocké sous forme de triglycérides (lipogenese de novo).
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La clairance du glucose par I’insuline sur les hépatocytes résulte de ses effets
inhibiteurs sur la production de glucose (la glycogénolyse et la gluconéogeneése) et de ses
effets activateurs sur 1’utilisation et le stockage de glucose (la glycolyse et de la

glycogénogeéneése, lipogénése de novo).

Ainsi, I’insuline empéche la production de glucose notamment en inhibant des facteurs
de transcription, tels que HNF/FoxA, qui activent la transcription de génes codant pour
certaines enzymes de la gluconéogenese. Ainsi, la phosphoénol pyruvate carboxykinase
(PEPCK), la fructose 1,6 phosphatase (F1,6Ptase) et la glucose 6 phosphatase (G6Ptase) ne

peuvent pas transformer le pyruvate en glucose 6 phosphate (13; 23).

D’un autre co6té, I’insuline favorise 1’utilisation de glucose en activant des facteurs de
transcription, comme SREBP, qui permettent ’expression de geénes impliqués dans la
glycolyse, telles que la phosphofructokinase (PFK) et la pyruvate kinase (PK) (Figure 8). Elle
favorise aussi le stockage de glucose en activant la PI3K qui induit alors la déphosphorylation
de la glycogéne synthase (13). Dans I’hépatocyte, 1’insuline régule aussi largement la
lipogenése de novo, en activant des facteurs de transcription, tels que SREBP-1, chREBP, et
des cofacteur comme PGC1, qui sont impliqués dans I’expression des génes codant pour
I’ACC et la FAS (Figure 9) (13; 23) . Néanmoins, I’insuline autocontrdlerait cette voie
métabolique en phosphorylant I’IRS2 qui inhiberait le facteur de transcription FOX1 impliqué

dans I’expression de génes de la lipogenése.
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Figure 8:effet de I’insuline sur le métabolisme glucidique du foie. L’insuline inhibe la
production de glucose (fleche vers le glucose-6-P) mais stimule 1’utilisation (fleche vers le
pyruvate) et le stockage (fleche vers le glycogéne et 1’acyl-coA) du glucose. La production de
glucose contrdlée par I’insuline est dépendante de I’inhibition de facteurs de transcription tels
que HNF, FoxA qui activent I’expression de genes de la glycogénése (PEPCK, F1-6Pase, G-
6-Pase (en rouge)). L’insuline favorise I’utilisation du glucose en activant le facteur de
transcription SREBP qui permet I’expression de génes de la glycolyse (PFK, PK(en bleu)).
L’insuline permet aussi le stockage de glucose d’une part en glycogéne par la phosphorylation
de la glycogéne synthase (vert) et d’autre part, en acides gras par la lipogénese de novo. Ce
processus est régula par I’insuline par 1’activation de la citrate lyase via la PI3K ainsi que par
I’activation du facteur de transcription SREBP qui active I’ACC et la FAS ; ou I’inhibition du
cofacteur des PPAR, PGC1 (13).
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Figure 9: Dans les hépatocytes, ’insuline favorise la lipogenese de novo tout en la
retrocontrdlant. Elle permet 1’activation des facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP,
qui favorisent 1’expression des génes codant pour ’ACC et la FAS. Néanmoins, par
I’activation de I’IRS2, I’insuline inhibe un facteur de transcription, FOXO1, qui est
responsable de la production hépatique de glucose en activant notamment des genes de la
glycolyse. D’autre part en inhibant FOXO2, qui favorise 1’oxydaiton des acides gras,
I’insuline favorise la balance lipidique (23).

= Lors de la prise alimentaire, I’insuline régule donc la glycémie par un large spectre
d’actions sur les différents organes effecteurs pour favoriser la clairance du glucose.
Cependant, au cours du temps, la glycémie est un parameétre qui s’ajuste, par la
complémentarité d’au moins deux hormones, I’insuline et le glucagon. Il est donc souhaitable

de connaitre les effets du glucagon qui s’observent surtout en période de jetine.
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3. Effets du glucagon lors de la prise alimentaire

a. Meécanismes de sécrétion du glucagon

Les cellules A (alpha) des Tlots de Langerhans qui sécretent le glucagon sont juxtaposées aux

cellules B.

Le glucagon est sécrété lorsque les concentrations de glucose sont faibles (2-3mM).
Au dessus de 5-6mM de glucose, la sécrétion de glucagon est inhibée par différents facteurs

décrits ci-apres.

A I’image de la sécrétion d’insuline, le glucose qui pénétre dans la cellule A est métabolisé
en pyruvate qui génere de I’ATP par son oxydation mitochondriale (24-28). L’ATP,
initialement présent en faible quantité dans la cellule, augmente, ce qui ferme les canaux K*
sensibles & I’ATP. Ainsi, la concentration intracellulaire d’ions K* est augmentée ce qui
dépolarise légerement la membrane plasmique. Lorsque le potentiel membranaire atteint -60
mV, les canaux Ca®* de type T sont activés et induisent un flux entrant d’ions Ca®*. Le
potentiel membranaire atteint donc -40 ou -30 mV (25; 28) (Figure 10,11). Les canaux Na®
puis les canaux Ca®* de type L et N, sensibles au voltage induisent un potentiel de membrane
de + 10 mV qui favorise I’exocytose du glucagon. Le retour au potentiel de membrane a
’équilibre est due a I’activation de canaux K' de type A. Il est a noter cependant que ce

mécanisme est encore fortement controversé (24).

32



©

SLC2AI

_ Glucose ﬁ A-type

—y

J
-\ I'P/ADP
.’« ™ Cat
1S |
i3 . & ()
a—
’ 3 / 09
%5  Nat OO
T -type "-."’ P © o9~
% Ca** £S5
45 .
,-//"" ’l}l) /‘ e
A Ry Glucagon
/ L-t_vpe
N-type

Figure 10 : Sécrétion du glucagon. Le glucose qui pénetre dans la cellule A du pancréas via
son transporteur est metabolisé en pyruvate puis en ATP. L’ATP active alors une cascade de
canaux sensibles au voltage. Ainsi par succession de variations du potentiel de membrane, un
flux entrant d’ion Ca?* dans le cytosol déclenche I’exocytose des vésicules de glucagon (26).
Ce schéma reste débattu.
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Figure 11 : représentation du potentiel d’action de la cellule A nécessaire a I’activation de la
sécrétion de glucagon. L’augmentation d’ATP dans la cellule A du pancréas déclenche
I’activation de canaux sensibles au voltage qui dépolorisent la membrane. Ainsi, I’ATP active
des canaux Ca”" de type T qui induisent une variation du potentiel de membrane de -30 mV.
Le potentiel de membrane étant alors de -40 mV, les canaux Na* puis les canaux Ca* de type
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N s’ouvrent. Le potentiel membranaire est alors de +10 mV et le glucagon est sécrété (zone

rouge). Le retour a I’équilibre du potentiel de membrane est en parti du aux canaux K" de type
A(28).

b. Réqulation de la sécrétion de glucagon

Dans des conditions de stress, de jelne ou d’exercice physique, des signaux nerveux
tels que le systeme nerveux sympathique, le glutamate (29), les signaux hormonaux tels que
la ghréline, I’obéstatine, I’adrénaline (25; 26) et, des signaux métaboliques comme le glucose
a faible concentration (< 3mM), les acides aminés (25; 26), les acides gras lors d’une courte
exposition (30-32), sont capables d’induire la sécrétion de glucagon. Lors d’une diminution
de la glycémie, le tonus du systéeme nerveux parasympathique (nerf vague) est aussi augmenté

et favorise la sécrétion de glucagon.

A P’inverse, dans le contexte de la prise alimentaire, lorsque la glycémie augmente, la
sécrétion de glucagon est inhibée car la concentration de Ca®* intracellulaire n’augment pas
(24-26).

Ainsi, lors d’hyperglycémie, le tonus du systéme nerveux parasympathique est augmenté et
active le systéeme nerveux parasympathique. Cependant, une hormone intestinale, le GLP-1
(27; 36), activerait les terminaisons nerveuses du nerf vague localisées dans la veine porte, qui

via un relais cérébral inhiberait la sécrétion de glucagon (24).

L’insuline et les différents éléments contenus dans ses vésicules d’exocytose, tels que le
GABAa, les atomes de Zn?* (25; 26), inhibent directement la sécrétion de glucagon (33; 34)
(Figure 12). Ainsi, le GABAa et atomes de Zn*" induisent une hyperpolarisation de la
membrane, respectivement par ’activation de canaux Cl et I’activation des canaux K" ATP

dépendant. L’insuline favorise ces deux voies d’action.

La somatostatine est une hormone secrétée par le cerveau, le pancréas et 1’intestin qui inhibe
la sécrétion de glucagon ainsi que d’insuline. Dans la cellule A, la somatostatine active des

canaux K" dépendants de I’activation de protéine Gi (33; 34). Ainsi, la fixation de cette
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hormone & son récepteur active une protéine Gi qui inhibe la voie de signalisation qui
implique I’AMPc et la PKA.
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Figure 12 : Régulation de la sécrétion de glucagon. Les acteurs mis en jeu lors de stress,
d’exercice physique, et de jeun tels que 1’adrénaline, les terminaisons nerveuses du systéeme
parasympathique (PNS) favorisent la sécrétion de glucagon en augmentant de la concentration
du Ca?* cytoplasmique. A I’inverse, en condition de prise alimentaire, I’insuline, le GABA,
les ions Zn?* et la somatostatine inhibent la sécrétion de glucagon. Le GABA et les atomes
Zn?* activent respectivement des canaux Cl et des canaux K* sensibles 4 I’ATP qui induisent
une hyperpolarisation de la membrane plasmique. L’insuline agit sur ces deux types de
canaux. La fixation de la somatostatine a son récepteur active une proteéine Gi qui active
’ouverture des canaux K" (25).

c. Les effets du glucagon

Pour lutter contre I’hypoglycémie, le glucagon libéré dans le sang agit essentiellement

sur le foie pour favoriser la production hépatique de glucose.

A cet effet, le glucagon favorise la production hépatique de glucose en activant la
glycogénolyse, et la néoglucogeneése a partir de 1’oxaloacétate (OAA). Par contre, il inhibe la

glycolyse.

Ainsi, par fixation & son récepteur a sept domaines transmembranaires couplé a une

protéine Gs, le glucagon favorise la production hépatique de glucose en activant 1’adényl
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cyclase qui augmente la production d’AMPc (26; 35). L’AMPc active alors une protéine
kinase A (PKA). Celle-ci induit des effets rapides par I’activation et 1’inhibition d’enzymes
métaboliques, ainsi que des effets a plus long terme par I’activation de facteurs de

transcription tels que CREB (CAMP response element-binding protein).

Ainsi, la PKA phosphoryle la glycogene phosphorylase qui dégrade le glycogene en glucose 1
phosphate (Figure 13). Elle agit aussi sur des enzymes clés de la néoglucogeneése telles que la
pyruvate carboxylase (PCK), la fructose bisphosphatase (FBP2) et la glucose 6 phosphatase

(G6Ptase) (26). De cette maniere la production hépatique de glucose est augmentée.

Par complémentarité, le glucagon inhibe 1’utilisation du glucose et le stockage du glucose en
inhibant respectivement une enzyme de la glycolyse, la pyruvate kinase et, la glycogene
synthase (Figure 13).

Le récepteur au glucagon peut aussi étre lié a une protéine Gqg qui active la phospholipase C
(PLC). La PLC produit I’inositol IP3 a partir du PIP2. L’IP3 favorise 1’augmentation de la
concentration cytosolique de Ca?*. Cette voie complete D’action de la PKA sur la

phosphorylation des enzymes de la glycogénolyse et glycolyse.

Ainsi, une perte de contr6le de la régulation du glucagon favorise I’hyperglycémie. La
présentation des effets des deux hormones responsable de la régulation de la glycémie

souligne I’importance de leur complémentarité.
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Figure 13 : Effets du glucagon sur le métabolisme glucidique des hépatocytes. Le récepteur
au glucagon est un récepteur a 7 domaines transmembranaires, qui est couplé a une protéine
Gs, ou Gq. Ainsi, la voie induite par la protéine Gs active une PKA. La PKA induit alors des
effets rapides par phosphorylation d’enzymes et des effets a plus long terme en activant des
facteurs de transcription tels que CREB qui augmente ’expression d’enzymes métaboliques.
Ainsi, la PKA active des enzymes clés de la glycogénolyse (glycogéne phosphorylase (GP))
et de la néoglucogenese (fructose bisphophatase (FBP2), glucose phosphorylase (G6PC),
pyruvate carboxykinase (PCK)), représentées par un singe « + bleu ». En revanche, elle inhibe
la glycogéne synthase (GS) et une enzyme de la glycolyse, la pyruvate kinase (PKLR) (signe
« - rouge »). Lorsque le récepteur au glucagon recrute la protéine Gq, la phospholipase C
(PLC) produit de I’inositol IP3. L’IP3 favorise alors 1’augmentation cytosolique de Ca® qui
supplémente 1’effet rapide de la PKA sur les enzymes (26).

=>La régulation de la glycémie serait, in fine, primordiale pour subvenir au besoin
énergétique du cerveau qui utilise essentiellement le glucose comme source énergétique. Les
acides gras ne sont pas utilisés par le cerveau bien que les corps cétoniques puissent étre

utilisés dans certaines conditions telles que la grossesse. Néanmoins, la panoplie de
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mécanismes effecteurs déclinés pour réguler la glycémie cache la nécessité de réguler en
concomitance un autre substrat énergétique, les lipides et précisément les acides gras
circulants. En effet, le métabolisme de chaque cellule serait ajusté par une équation calorique
entre les apports et les dépenses en glucose et en acides gras. Un déséquilibre lipidique
perturberait donc 1’équilibre glycémique, conduisant alors a des maladies métaboliques, telles

que le diabéte de type II.

I11- Maintenir la glycémie nécessite un _maintien du taux d’acides gras

circulants.

1. L’absorption intestinale des lipides et le cycle hépatique

a. Transport des acides gras a travers la bordure en brosse de I’intestin

Les acides gras qui arrivent dans la lumiere intestinale proviennent de la digestion de
triglycérides, de phospholipides et d’ester de cholestérol. Cependant, comme ils sont peu
solubles dans 1’eau, les acides gras s’associent aux sels biliaires pour former des micelles. La
capture des acides gras contenus dans les micelles, par les entérocytes, est alors déependante de
leur concentration dans la phase aqueuse qui borde 1’épithélium intestinal (36). Un régime
riche en lipides faciliterait donc leur capture. En effet, la bordure en brosse de I’intestin est en
étroite relation avec un microenvironnement particulier, constitué¢ d’eau, de mucus formé de
glycoprotéines hydrophiles et, du glycocalyx (Figure 14). Des pompes a protons localisées sur
le pdle apical des entérocytes créent un gradient de pH qui permet de dissoudre les micelles et
de libérer les acides gras (37; 38). Ces derniers sont alors capturés par diffusion simple dans
I’entérocyte. En revanche lorsqu’ils sont en faible quantité, les acides gras seraient transportés
par des protéines spécifiques, a forte affinité pour les acides gras, les fatty acid binding
protein (FABP), ou le transporteur FAT/CD36 (36).

Dans I’intestin, les FABP sont situés essentiellement sur différents types cellulaires : les
entérocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules M et les plaques de Peyer
(39). Le FAT/CD36 est un autre transporteur d’acides gras qui est capable de transporter
plusieurs acides gras a la fois (40). Le role précis de ce transporteur reste a définir. En effet,

chez la souris, I’invalidation du transporteur CD36 présent sur la membrane apicale des
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entérocyte, ne diminue pas la capture des acides gras a la différence son invalidation dans le

muscle et du tissu adipeux (36).

b. Métabolisme des acides gras dans ’entérocyte

Apres le passage apical des entérocytes, les acides gras sont métabolisés en acyl coA
puis en triglycérides (TG) ou en phosholipides (PL) par le recrutement de la diacylglycérol-
acyltransferase (DGAT) (Figure 14). Les TG néosynthétisés pénétrent alors le réticulum
endoplasmique grace au transporteur MTP (microsomal triglyceride transfert protein) ou ils
s’associent a I’apoprotéine A et a I’ApoB48 pour former des chylomicrons. Des souris mutées
pour le gene exprimant la MTP développent des gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des
entérocytes (41). Ce phénotype se retrouvent chez des souris nourries par une charge en lipide
(42). Ceci suggere que l’entérocyte peut se comporter comme un adipocyte, capable de
stocker de 1’énergie sous forme de « pool de TG » qui serait mobilisable pour les périodes de

jedne.

Les chylomicrons sont ensuite véhiculés dans la circulation lymphatique pour étre déversés

dans la circulation sanguine par le canal thoracique au niveau des veines sous-clavieres.
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Figure 14 : Passage entérocytaire des acides gras. Dans la lumiere intestinale les acides gras
(AG) sont dissociés des micelles et, sont hydrogénés (AGH) pour pénétrer dans I’entérocyte
par diffusion simple ou par une protéine de transport dont les plus connus dans 1’intestin sont
CD36, FABP4. Dans I’entérocyte, les AG sont métabolisés en acyl coA (AG-CoA) et
transportés dans le réticulum endoplasmique (RE) et le golgi ou ils se lient a des apoprotéines
A pour former des chylomicrons. Les chylomicrons sont alors véhiculés dans la lymphe (42).

c. Passage des acides gras dans la circulation sanquine.

Arrivés dans la circulation sanguine, des chylomicrons libérent des acides gras issus
de I’hydrolyse triglycérides des lipoprotéines par la lipoprotéine lipase (LPL). Les acides gras
sont alors captés par des transporteurs appartenant a la famille des FABP. En effet, il
existerait au moins 9 isoformes de FABP dont la structure génique est conservée au sein des
especes. Ainsi, les FABP se trouvent sur la membrane cellulaire des tissus cibles tels que le
tissu adipeux (A-FABP), le foie (L-FABP) et le cceur (H-FABP), le cerveau (B-FABP) (43)
(Figure 15). Les résidus non hydrolysés des chylomicrons, de petite taille, sont alors appelés
des remnants. Ces derniers peuvent alors passer au travers de fenétres de 1’endothélium
hépatique pour étre capturés par les hépatocytes ou ils participent a la constitution des
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lipoprotéines riches en triglycérides, les VLDL (very low density lipoprotein), qui sont
sécrétés ensuite dans la circulation sanguine et peuvent fournir a leur tour des acides gras pour

les tissus périphériques.

Hormis le foie et I’intestin, le tissu adipeux est le seul tissu périphérique capable de
produire des acides gras. Dans le sang, ces derniers ne sont pas contenus dans une
lipoprotéine mais sont liés a 1’albumine. Ils sont donc appelés acides gras libres. Ils sont

captés par les muscles et le foie pour étre oxydés par le processus de la B-oxydation.
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Figure 15: Distribution des triglycérides issus de I’intestin. Aprés le passage entérocytaire,
les chylomicrons circulent dans la lymphe pour rejoindre la circulation sanguine ou les acides
gras sont dissociés de la lipoprotéine, captés dans les cellules et, utilisés par le tissu adipeux et
les muscles. Les chylomicrons contenant peu de triglycérides sont des remnants qui sont
vehiculés vers le foie (44).
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Ainsi, la régulation du taux des acides gras circulant est dépendant de leur
métabolisation notamment dans les muscles, le foie et, de leur stockage principalement dans

le tissu adipeux.

2. Métabolisme des acides gras dans les tissus périphériques

a. Dans le muscle et le foie

Dans les cellules musculaires et hépatiques, les acides gras sont métabolisés en acyl
COA par I’acyl coA synthase (ACS). lls sont ensuite transportés dans la mitochondrie par la
cartinyl protein transferase-1 (CPT-1) ou ils sont alors oxydés en acétyl coA par le processus
de B-oxydation (45) (Figure 16).

Dans les cellules du foie et, et de maniére moindre dans les cellules musculaires, ils peuvent
étre stockés sous forme de triglycérides via plusieurs étapes d’estérification a partir de I’acyl
COA et du glycérol 3 phosphate (G-3-P) (Figure 16). Il est a noter que le stockage musculaire
des triglycérides est délétére pour les cellules et source d’insulinorésistance. Il en va de méme

dans le foie ou le stockage excessif des lipides peut aboutir a la stéatose hépatique.
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Figure 16 : métabolisme des acides gras dans le foie et les muscles. Les acides gras sont
métabolisés en acyl coA pour étre stockés ou oxydés. Lorsqu’ils sont stockes sous forme de
triglycérides (TG), les acyl coA subissent différentes étapes de maturation. Ainsi lorsqu’un
acyl coA est estérifié avec un glycérol 3 phsophate (G3P) il forme un acide
lysophosphatidique (LPA). L’addition d’'un second acyl coA au LPA produit un acide
phosphatidique (PA) puis un diacylglycérol (DAG). Le DAG s’estérifie avec un dernier acyl
coA pour former un TG. D’autre part 1’acyl coA peut aussi étre acheminé dans la
mitochondrie par le transporteur CPT-1 pour étre oxydé. Ainsi les acyls coA produisent des
acetyls coA par la B-oxydation. Lorsque les acides gras représentent un excés d’énergie qui
ne peut plus étre stocké, les intermédiaires de synthese des TG, la synthése de céramides,
peuvent induire un état d’intolérance a 1’insuline en agissant sur des Kinases qui activent des
facteurs proinflammatoires (IKK, mTOR) ou qui inhibent PKB/Akt. La saturation de
I’oxydation des acyls cOA induit aussi des dérivés (acylcarnitines) propices au développement
de I’insulinorésistance (45).

b. Dans les adipocytes

Les acides gras pénetreraient les adipocytes en partie par le transporteur A-FABP.
Cependant, les mécanismes de transport des acides gras dans ces cellules restent & élucider
(43; 46). Les acides gras dans les adipocytes se lient au glycérol pour former des triglycérides

qui forment alors des gouttelettes lipidiques. Ces vésicules lipidiques s’apparentent a des
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lipoprotéines puisqu’elles sont entourées de lipides estérifies. Elles sont aussi entourées d’un

manteau protéique constitué de protéines de la famille des périlipines (47).

Ce stockage de lipides est nécessaire pour tamponner un excés d’énergie qui conditionnerait
une lipotoxicité. En revanche, en situation de jelne, les triglycérides des gouttelettes
lipidiques servent de substrat énergétique en étant métabolisés en acides gras et en glycérol

par le processus de la lipolyse.

La balance entre le stockage et la dépense des triglycérides dans 1’adipocyte serait en partie

dépendante de I’activité des perilipine qui est régulée par I’activation d’une PKA (47).

c. Dans les neurones hypothalamigues

Le cerveau est un réservoir naturel de lipides, principalement de phospholipides. Ils
participent au développent du cerveau, aux fonctions cognitives (48) et a sa neuro-protection
(49). Le cerveau est donc le lieu d’un fort metabolisme oxydatif, favorisant la libération
d’espéces réactives a 1’oxygene (ROS). Cependant, contre toute attente, le systéeme anti-
antioxydant du cerveau est mal équipé puisqu’il se limite au glutathion. Les maladies neuro-
dégeénératives seraient donc en partie dues a une augmentation des ROS dans les neurones et
ses cellules avoisinantes qui n’est pas suffisamment contrebalancée par une augmentation du

systéeme anti-oxydant (50).

Les acides gras provenant de la circulation sanguine périphérique sont impliqués dasn

le métabolisme des cellules nerveuses.

i. Passage de la barriere hémato-encéphaligue par les acides gras circulants

Les acides gras qui proviennent de la circulation sanguine périphérique sont des acides
gras libres liés a 1’albumine ou associés aux lipoprotéines telles que les chylomicrons. Le
mécanisme de passage des acides gras a travers les cellules endothéliales de la barriére
hémato-encéphalique reste un sujet ouvert. lls traverseraient la membrane par diffusion

simple ou grace a un transporteur B-FABP (51).
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ii. Mise en évidence des effets des acides gras sur les neurones de

Uhypothalamus

Oomura et coll. démontrent par électrophysiologie, que les acides gras agissent
specifiquement sur des coupes de neurones de I’hypothalamus, notamment sur
I’hypothalamus latéral (LH) (52). D’autre part, par technique de patch clamp sur des coupes
de cerveau de rats, 1’équipe de Magnan met en évidence, qu’a I’image du pancréas, 1’effet des
acides gras est aussi dépendant du glucose. Ainsi, en présence de 2,5 mM de glucose dans le
cerveau, qui représente la concentration de glucose en condition nourrie, I’acide oléique
active 13% des neurones du noyau arqué (NA) et en inhibe 6% (53). En présence de faible
concentration de glucose (0,1mM), mimant des conditions de jeline, 1’acide oléique inhibe
30% des neurones du NA. Ces derniers n’ont pas été excités en présence de 2,5mM de
glucose. Les lipides activent donc différentes populations de neurones en fonctions de la

concentration de glucose.

3. Effets des acides gras sur la régulation de la glycémie en fonction de la voie

d’administration

a. Effet des acides gras circulants dans le sang sur le pancréas

Le glucose et les acides gras participent conjointement a [’augmentation de la
sécrétion d’insuline. En effet, lorsque les taux d’acides gras produit pendant 24h de jeline sont
diminués par un agent anti-lipolytique, I’orlistat, le glucose ne stimulerait pas la secrétion
d’insuline (54; 55). On constatera donc que les périodes interprandriales ou les taux d’acides
gras sont augmentés correspondent a une phase de préparation a la sécrétion d’insuline

déclenché par la prise d’un repas (55; 56) (55).

Les acides gras agiraient sur la cellule B en se fixant a leur récepteur membranaire, le
GRP40. Ce signal induirait une cascade d’amplification qui permettrait alors la sécrétion
d’insuline via une libération de Ca?* (57). L’effet potentialisateur de la sécrétion d’insuline

par les acides gras serait dépendant de la longueur de chaine et du degré de saturation. Ainsi,
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la sécrétion d’insuline augmente avec le nombre de carbones ou de doubles liaisons carbone-

carbone (58).

b. Effets des acides gras dans le cerveau

i. Effets sur la prise alimentaire et la production hépatique de glucose

Une injection intracérébroventriculaire d’un acide gras a longue chaine, 1’acide
oléique, pendant six heures, induit une diminution de la prise alimentaire. Cet effet est
indépendant d’une variation de I’hormone qui induit la satiété, la leptine. Les acides gras
auraient donc un effet propre sur la prise alimentaire. Cependant cette diminution de prise
alimentaire est accompagnée d’une diminution d’un neuropeptide orexigénique, le
neuropepetide Y (NPY) (59).

L’inhibition de la prise alimentaire s’accompagne d’une régulation du métabolisme
glucidique du foie. Ainsi, chez des rats, une perfusion d’acide gras dans la jugulaire (60), qui
mime le flux des acides gras vers le cerveau ou, une perfusion intracérébroventriculaire (59;
61), qui mime ’action locale et centrale des acides gras, induit une inhibition de la production

hépatique de glucose (PHG).

Les acides gras seraient donc détectés et intégrés par les neurones comme un signal de
« suffisance énergétique », et conditionneraient donc le message nerveux efférent aux tissus

péripheriques.

il. Les acteurs moléculaires du sensing hypothalamique des acides gras

Moléculairement, des dérivés des acides gras jouent le réle de signaux métaboliques

détecteurs de 1’état énergétique central, appelé « sensing des acides gras » (62).

A cet effet, les conditions expérimentales ont nécessité des perfusions intracérébrales
de lipides suffisamment longues (6h a 24 heures) pour créer des conditions d’excés d’énergie
et qui pourraient miner un début de pathologie métabolique ou un état d’adaptation avant le

développement d’une pathologie.
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La premiere étape de métabolisation des acides gras est leur métabolisation en acyl coA par
I’acyl coA synthase (ASC). La littérature relate que par I’inhibition pharmacologique de
I’ACS, par le triascine C, le taux d’acyl coA cytoplasmique est diminué et empéche
I’inhibition de la PHG et la prise alimentaire (63). L’estérification des acides gras en acyls
coA par I’ACS est donc une étape clé requise pour contrdler leurs effets systémiques (Figure
17).

Lorsque les acides gras sont métabolisés en acyl coA, ils sont transportés dans la
mitochondrie par le transporteur carnityl palmitoyltransferase (CPT) pour étre oxydés via la
B-oxydation. Sur des rats perfusés pendant 24 heures par une solution de lipides via la
jugulaire, I’inhibition pharmacologique de la CPT centrale par 1’etomoxir empéche
I’inhibition de la prise alimentaire dans les noyaux neuronaux appelés VMH (hypothalamus
ventromédian), PVN (noyau paraventriculaire) et le noyau arqué. L’etomoxir blogue aussi
I’inhibition de la PHG induite par les lipides et, altére 1’augmentation de la sécrétion
d’insuline induite par le glucose (64). Ainsi, 1’oxydation des acyl COA dans I’hypothalamus

est la seconde étape clé qui conditionne le métabolisme glucidique périphérique.

Ainsi, le rapport des acides gras sur acyl coA, et la B oxydation sont des « thermostats » des
neurones de I’hypothalamus qui permettent la régulation périphérique de la glycémie. La perte

de contr6le des ces derniers engendreraient donc un désordre métabolique (Figure 17).
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Figure 17 : Acteurs moléculaires du sensing des lipides dans 1’hypothalamus. Le sensing
lipidiqgue notamment dans les neurones du VMH, PVN est défini par le taux cytoplasmique
d’acyls coA a longues chaines (LCFA-CoA) et par leur oxydation mitochondriale. Le rapport
entre les LCFA-CoA sur les acyl coA oxydés conditionnerait alors I’inhibition de la prise
alimentaire et de la production hépatique de glucose. Ces deux régulateurs peuvent étre
étudiés par des inhibiteurs de la CPT (modifié d’aprés(62)).

=>Lorsque les acides gras circulants arrivent au cerveau, ils activent la voie « cerveau-
périphérie » qui modulerait un message nerveux efférent qui diminuerait la production de
glucose et qui serait propice au stockage et 1’utilisation du glucose. Les lipides nutritionnels
qui atteignent la barriére intestinale, en amont dans I’activation de 1’ «arc réflexe »
généreraient-ils donc des signaux d’anticipation a ’arrivée d’exces d’énergie dans les

tissus ?

c. Effets des acides gras administrés par voie intragastrigue

i. Effet sur la production hépatique de glucose et la sécrétion d’insuline
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Chez des rats, une solution de lipides (intralipid) perfusée dans I’intestin pendant 50
minutes, qui n’augmente pas le taux acides gras circulants, induit une inhibition de la PHG
mesurée lors d’un clamp hyperinsulinémique (65). Comme dans les neurones de
I’hypothalamus, 1’effet des acides gras sur la PHG serait dépendante de 1’ACS (65). En
inhibant pharmacologiquement les terminaisons nerveuses du nerf vague dans I’intestin par un
anesthésiant, la trétacaine, ou par dénervation, les lipides n’induisent plus une diminution la
PHG. De plus, I’inhibition pharmacologique par le MK-801 des terminaisons nerveuses du
nerf vague provenant de [D’intestin et qui communiqueraient avec des neurones
NMDAergiques présents dans le tronc cérébral, empéche la diminution de la PHG induite par
les lipides (65). Le message lipidique intestinal serait donc bien dépendant de 1’ « arc réflexe
métabolique» qui via le nerf vague nécessiterait un relais cérébral pour moduler un message

nerveux efférent au foie.

ii. Mécanismes moléculaires induits par des lipides présents dans ’intestin

La longueur de chaine des acides gras induirait une activation différentielle du nerf
vague. Ainsi, un acide gras a chaine courte, le butyrate, agirait directement sur les fibres
nerveuses du nerf vague (66) alors qu’un acide gras a longue chaine agirait via un
intermédiaire tel que la CCK (66) ou le récepteur a la douleur TRPV1 (67). D’autres
récepteurs aux lipides, les GRP, sont présents dans 1’intestin. Ils ont pour principale fonction

la détection des nutriments. Je développerai leur mécanisme dans un prochain paragraphe.

Ces données suggerent donc des mécanismes fins de régulation par les lipides.

=>» Les effets des lipides nutritionnels sur le métabolisme glucidique semblent donc générer
un message d’anticipation a 1’arrivée de 1’énergie dans le sang. Cependant les mécanismes

d’actions des lipides sur les cellules de I’intestin restent un sujet ouvert.

4. Régulation du métabolisme des acides gras par les hormones pancréatiques.

a. Régulation du métabolisme des acides gras par ’insuline

i. Dans le tissu adipeux
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L’insuline agit sur le stockage de I’énergie en facilitant le stockage des acides gras en

activant I’entrée des acides gras dans les adipocytes par la FATP (43).

D’autre part, I’insuline empéche la libération d’acide gras vers le sang circulant en
inhibant la lipolyse. La lipolyse est la libération des acides gras et du glycérol a partir des
triglycérides par la lipase hormono-sensible (LHS) (21; 22). Elle est activée par la voie des
récepteurs B-adrénergiques qui activent 1’adénylate cyclase qui produit alors de I’AMPc a
partir de I’ATP. L’AMPc active ensuite une protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle la
LHS. Par la voie des IRS PI3K/Akt, I’insuline active une phosphodiestérase (PDE) qui
linéarise I’AMPc en 5°’AMP. De cette maniére, la LHS ne peut plus étre activée, la lipolyse
est alors inhibée (21; 22) (Figure 18).
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Figure 18 : L’insuline inhibe la lipolyse induite par les récepteurs B adrénergiques. Les
récepteurs B adrénergiques activent I’adényl cyclase (AC) qui produit de I’AMPc a partir
d’ATP afin d’activer la PKA. La PKA active alors la lipase hormonosensible (LHS).
L’insuline, par la voie de la PI3K/PKB, active une phosphodiestérase (PDE3B) qui linearise
I’AMPc en 5’ AMP ce qui court-circuite la voie induite par des récepteurs B adrénergiques.
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ii. Dans le foie

Dans le foie, I’insuline agirait sur le métabolisme des lipides en inhibant la B-
oxydation. En se fixant a son récepteur, 1’insuline activerait I’IRS1 qui, a la suite d’une
cascade de signalisation, activerait le facteur de trancription FOXO2 (voir A/ll-2.iii.) (Figure
9). Ce dernier inhiberait alors 1’expression des genes codant pour des enzymes de la béta

oxydation (23).

b. Régulation du métabolisme des acides gras par le glucagon

Une étude réalisée par Longuet et coll. montre que par invalidation du récepteur au
glucagon chez des souris, les taux circulants d’acides gras et de triglycérides circulants sont
augmentés lors d’un jeun prolongé ce qui est associé a une augmentation de la sécrétion des
triglycéride hépatique (68). En revanche une administration sous-cutanée de glucagon a des
souris sauvages induit une diminution de la sécrétion hépatique des triglycérides et une

augmentation de la B-oxydation.

L’inhibition de la synthese des triglycérides par le glucagon serait dépendante de la voie des
MAPKinase, alors que I’inhibition de la B-oxydation serait liée & I’activation de la
transcription des genes (68). Néanmoins, le glucagon pourrait aussi recruter des récepteurs
aux lipides, les PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) pour oxyder les acides gras
et inhiber la synthese des triglycérides (68).

=> Cette présentation globale de la régulation de la glycémie montre la nécessité d’une
interrelation entre les acteurs nerveux, hormonaux et metaboliques impliqués dans les axes
« intestin-cerveau » et « cerveau-périphérie ». Face a cette organisation complexe, une
dérégulation de la glycémie semble donc difficile a rétablir. Pour tenter de parer a un vaste
probléme, je vais essayer de 1’appréhender au plus proche de sa source ou du moins en amont
de I’ «arc réflexe métabolique ». En effet, 1’axe « intestin-cerveau » semble émettre des
signaux anticipateurs pour la régulation de la glycémie qui pourrait é&tre un moyen de parer un
éventuel désordre métabolique. J’essaierai donc de valoriser 1’intérét que représente 1’intestin

puis I’axe « intestin-cerveau » dans la régulation de I’homéostasie énergétique.
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V- L’intestin

1. Anatomie et histologie

a. Anatomie

L’intestin gréle est délimité par trois segments caractérisés par leur capacité a absorber
les nutriments. Ainsi, dans le sens proximo-distal, on distingue le duodénum, le jéjunum et

I’iléon qui forment I’intestin gréle.

b. Histologie

L’intestin est constitué d’un épithélium monostratifié reposant sur la lamina propria. Il
est constitué de différents types cellulaires, décrits ci-apres, formant des villosités et des
cryptes ce qui augmente la surface d’échange avec le milieu extérieur. De plus, cette structure
villositaire décrit un gradient de renouvellement cellulaire qui s’établit des cryptes ou sont
présentes les cellules « souches » jusqu’au sommet des villosités ou meurent les cellules (69;
70). L’intégralité des cellules de I’intestin gréle serait renouvelée, chez la souris, en deux a
trois jours (69). Le renouvellement cellulaire constant et rapide de I’intestin est en relation
avec la fonction d’absorption des nutriments, qui nécessite une forte activité métabolique,
ainsi qu’avec la fonction de défense contre les agressions extérieures (toxiques,
microorganismes...). Différents types cellulaires sont donc nécessaires pour répondre aux

différentes fonctions de 1’intestin.

Ainsi, les entérocytes , cellules majoritaires de 1’épithélium intestinal, sont des cellules
caractérisées par une ultra -structure particuliére située au pole apical, la « bordure en brosse »
(71). Celle-ci est composée de microvillosités mobiles qui permettent de détecter et
d’absorber les aliments. Les entérocytes sont liés entre eux par les jonctions serrées qui
forment une barriere aux antigénes. Néanmoins cette barriere entérocytaire n’est pas passive

puisqu’elle peut endocyter des antigénes (71).

Les cellules endocrines (ou entéroendocrines) (72) sont moins nombreuses et disseminees
dans I’épithélium. Elles sécrétent des hormones telles que la CCK, la ghréline, le GIP (gastric
inhibitor peptide), GLP-1... Elles sont appelées cellules L, K... selon le type d’hormone
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sécrétée. Ces hormones ont un réle majeur dans la régulation des mécanismes de digestion, et

dans la régulation de la glycémie que je développerai par la suite.

Les cellules caliciformes ou « Goblet Cell » sécrétent du mucus par exocytose pour favoriser
la digestion des nutriments. Le mucus est aussi le premier obstacle aux pathogenes qui

pénetrent dans la lumiere intestinale (73).

Des cellules intestinales sont associées aux organes lymphoides secondaires pour lutter
contre 1’agression microbienne et bactérienne. Ainsi, les cellules de Paneth se différencient
dans le fond des cryptes ou elles résident pendant environ 20 jours pour ensuite se déplacer
par mécanisme de phagocytose (74). Elles ont un réle d’immuno-surveillance et de défense en

sécrétant des enzymes spécifiques comme le lysozyme, qui aurait un réle d’antibiotique.

D’autre part, sous 1’épithélium intestinal se trouve des amas de cellules immunitaires qui
forment des nceuds lymphoides appelés les plaques de Peyers qui communiquent avec le
systeme lymphoide (75; 76) (Figure 19). Ce dernier regroupe des cellules présentatrices
d’antigenes telles que les cellules dendritiques, les macrophages, ainsi que les lymphocytes T
et B qui interagissent entre eux. Dans 1’épithélium qui recouvre les plaques de Peyers, sont
disséminées les cellules M (microfold). Celles-ci sont dépourvues de microvillosités. Elles
phagocytent les bactéries entieres et quelques antigenes bactériens provenant de la lumiere de
I’intestin et, qui sont ensuite libérés dans la lamina propria pour étre pris en charge par les

cellules dendritiques. Ces derniéres présentent alors I’antigéne aux lymphocytes (Figure 20).
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Figure 19 : Représentation de I’épithélium intestinal en interconnexion avec le systéeme
immunitaire, via les cellules M et les plaques de Peyers. Ces derniéres rassemblent des
lymphocytes B et T sous forme de follicule. Les plaques de Peyers sont liées au nceud

lymphatique mésentérique qui draine le systéme immunitaire (extraite d’une présentation de
cours mise sur internet)

Commensal
pathogens

Epithelial cell M cell

/ \

~

T e
High endothelial _@ @ ------ @

venule

Figure 20 : Représentation d’une plaque de Peyer localisé sous 1’épithélium intestinal
composé de cellule M. La plaque de Peyer est composée de différents acteurs que sont les
lymphocytes B et T regroupés en zones distinctes (75).
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L’intestin regroupe donc environ 80% du systeme immunitaire dont les mécanismes d’action
restent a définir. Néanmoins, la flore bactérienne intestinale présage la nécessité d’une activité

immunitaire pour garder un équilibre entre « le soi » et le « non soi ».

L’intestin est aussi composé d’un systéme nerveux propre puisque lorsqu’il est isolé
des connexions nerveuses de 1’organisme, et qu’il repose dans une solution saline, il continue

a se contracter. C’est le systeme nerveux entérique.

2. Le systéme nerveux entérigue

a. Présentation

Le systeme nerveux entérique (SNE) comporte environ 200 millions de neurones
(mille fois moins que le cerveau, mais autant que la moelle épiniere) répartis en deux plexus,

le plexus myentérique (MP) et submuqueux (SMP) (77) (Figure 21).

Le MP est situé entre les couches musculaires longitudinales et circulaires. Le SMP est situé

entre la couche de muscles lisses longitudinaux et la couche sous muqueuse.

Ces deux plexi nerveux permettent la contraction des cellules musculaires lisses et participent
a la régulation des sécrétions intestinales via les neuromédiateurs qu’ils libérent au voisinage

des cellules concernées (77).
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Figure 21 : Représentation de la composition tissulaire de I’intestin. De la lumiere intestinale
vers la séreuse (de gauche a droite), ’intestin est composé d’un épithélium qui repose sur une
mugueuse et la lamina propria. Dans la sous mqueuse, se trouve le premier plexus du systeme
nerveux entérique, le plexus submuqueux. Ce dernier est recouvert d’un tissu musculaire, lui-
méme recouvert du second plexus nerveux, le plexus myentérique. Ce plexus est recouvert
d’une couche de muscles longitudinaux qui est recouverte de la séreuse. (extraite d’une
présentation de cours mise sur internet)

b. Les différents types de neurones du SNE

Les neurones du SNE sont des neurones sensitifs (thermo, mécano ou
chémorécepteur), effecteurs et des interneurones. Ces différents neurones ont des
neurotransmetteurs variés. Ainsi, les neurones nitrogéniques qui sécrétent du monoxyde
d’azote (NO) sont des neurones inhibiteurs qui innervent les cellules musculaires. Les
neurones cholinergiques peuvent étre des neurones intrinseques sensitifs, des interneurones,

ou des neurones moteurs excitateurs qui innervent les cellules musculaires (77).

Certains neurones du SNE peuvent répondre au glucose par une dépolarisation via 1’activation
des canaux K" sensibles a I’ATP. D’autres induisent une hyperpolarisation (78).

c. Lescellules gliales du SNE
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Le SNE est aussi composé de cellules gliales (EGC, enteric glial cell), qui sont plus
abondantes que les neurones. Comme les astrocytes et oligodendrocytes du cerveau, ces
cellules ont une fonction nutritive pour les neurones. Elles sont aussi capables de libérer des
neurotransmetteurs par la fermeture de canaux K" et, d’activer la glutamine synthase qui est
une enzyme nécessaire a la synthése des neurotransmetteurs a partir de la glutamine (79). Les
EGC sont donc nécessaires a la survie et aux fonctions des neurones. Leur perte induirait une

dégenération neuronale (80).

De plus, les EGC attireraient les cellules immunes, telles que les lymphocytes, ce qui
favoriserait la communication entre le systéme immunitaire et nerveux notamment lors de

maladie inflammatoire intestinale (79; 81) (Figure 22).

Ce vaste plexus nerveux entérique interagirait avec les terminaisons afférentes du nerf

vague qui pénétreraient les différentes couches de I’intestin (77) (Figure 23).
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Figure 22 : représentation de I’interconnexion des cellules gliales (enteric glia) avec les
neurones entériques et les cellules interstitielles de cajal (ICC). Les cellules gliales sont
capable de produire des facteurs inflammatoires ( IL6, IL-1B) (82).
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Figure 23: Représentation du systeme nerveux entérique (myenteric plexus et submucosal
plexus) qui interagit avec les fibres du systeme nerveux autonome (Sympathique et
parasympathique) ainsi qu’avec les fibres sensitives afférentes. (extraite d’une présentation de
cours mise sur internet)

3. Les fibres du nerf vague afférentes au cerveau

Dans les précédents chapitres, je vous ai décrit la fonction physiologique du nerf
vague (A/I1.2). Dans ce chapitre je vous présenterai son aspect structurel et son interconnexion

avec ’intestin.

Les fibres du nerf vagues sont difficiles a étudier et a mettre en évidence. L’équipe de
Powley a pu visualiser la morphologie de ces fibres par un traceur neuronal fluorescent
entérograde de type dextran-tetramethylrhodamine-biotine (83) (Figure 24). Les fibres du nerf
vague, afférentes au cerveau, sont des fibres sensitives primaires qui sont en contact avec des
ganglions des plexi MP et SMP. Elles se prolongent aussi dans la lamina propria, sous
jacente a 1’épithélium, et entre les cryptes ou elles se terminent par une arborescence de
neurites. Ces fibres s’acheminent jusqu’a leur corps cellulaire localisé dans le ganglion nodal,
d’ou partent des fibres neuronales qui se projettent vers la partie postériecure du tronc cérébral,
dans la Médulla Oblongata (77; 83; 84). A cet endroit, sont logés les noyaux du complexe

dorsal moteur du nerf vague et le noyau du tractus solitaire.
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Figure 24: photos de 1’arborescence de terminaisons nerveuses du nerf vague dans I’intestin
d’un rat agé de trois mois visualisée par une sonde neuronale, le dextran-
tetramethylrhodamine-biotine (83).

4. L’intérét de Pintestin dans « Parc réflexe métabolique anticipateur »

a. Détection entériqgue de glucose, primordiale pour anticiper la régulation de la

glycémie.

Deux études permettent d’appuyer le role primordial de I’intestin dans la détection et

la régulation de la glycémie.

Au sein du laboratoire, un modele de perfusion intragastrique de glucose, qui
n’augmente pas la glycémie, a permis d’étudier I’effet de la détection intestinale de glucose
sur la régulation de la glycémie. Par immuno-marquage d’une protéine neuronale, c-fos,
Knauf et coll. (85) démontrent que 1’activation des « glucose-sensors » entériques induit une
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stimulation des neurones du tronc cérébral et de I’hypothalamus ce qui conforte de 1’existence

de I’axe « intestin-cerveau » et I’'importance de ’intestin.

Une analyse médicale nous permet aussi de mettre en avant le r6le de la détection
entérique de glucose. En effet, des sujets diabétiques présentant une hyperglycémie et qui ont
subi une chirurgie bariatrique retrouvent une glycémie contrélée (86). La chirurgie bariatrique
consiste a retirer la partie proximale de I’intestin et & relier la partie distale de I’intestin a
I’estomac. Ceci suggere donc que la partie proximale de I’intestin, a une place importante
dans la régulation de la glycémie. Pour élucider la fonction de la partie proximale manquante,
cette chirurgie a été adaptée au modele souris, appelée «anastomose entéro-gastrique »
(AEG) (Figure 25). Ces souris présentent une meilleure tolérance au glucose suite a une
charge orale en glucose. Cependant, leur glycémie ne semble pas complétement régulée
puisqu’a la fin du test le profil glycémique des souris tend a diminuer (87). Ceci montre bien
que la partie proximale (manquante) de I’intestin serait donc un centre primordial de

détection du glucose qui conditionnerait la régulation de la glycémie.

Ainsi, placé dans I’intégralité de I’arc réflexe, les cellules intestinales détectrices de
glucose du duodénum et jéjunum proximal, seraient fonctionnellement connectées aux
centres intégrateurs du cerveau, via le nerf vague, pour préparer les organes effecteurs a

réguler I’homéostasie glucidique (88).

b. Capacité d’adaptation de Pintestin pour la régulation de la glycémie

Les auteurs montrent aussi que 10 jours aprés I’AEG, les souris nourries par un régime
riche en calories, ont une augmentation de la G6Pase et de la PEPCK dans I’1léon qui ne se
retrouve pas chez les souris témoins (87). En effet, aprés 24 a 48 heures de jelne, le
duodénum et le jéjunum activeraient la voie de la gluconéogenése en augmentant 1’expression
génique et protéique de la PEPCK et de la G6Pase. L’intestin serait aussi capable de produire
du glucose a partir d’un acide aminé, la glutamine (89; 90). La glutamine est métabolisée par

la glutaminase en o-cétoglutarate, un intermédiaire du cycle de Krebs. Par réactions
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successives, 1’ a-cétoglutarate est converti en acétyl coA qui est alors métabolisé dans le
cycle de Krebs en CO,. Lors de cette opération biochimique de nombreux co-enzymes réduits
sont produits. Au cours du jelne, I’intestin produirait jusqu’a 25% du glucose endogéne
circulant (91). Ainsi, ’augmentation de la PEPCK et G6Pase dans I’iléon de souris AEG
montre que I’intestin a une capacit¢ métabolique d’adaptation. La néoglucogenése qui se
déroule dans la partie proximale est alors développée par la partie distale de 1’intestin. Ceci
suggére que I’activité métabolique de I’intestin est une fonction primordiale pour 1’équilibre

glycémique.

Les fonctions d’anticipation a la régulation de la glycémie et de production de
glucose par Pintestin montrent son importance dans la régulation de la glycémie. Sa
capacité d’adaptation fonctionnelle des segments de I’intestin renforce la position de
premier pilier dans I’arc réflexe métabolique. Ses informations nerveuses, hormonales sont
donc respectivement transmises au nerf vague, constituant de 1’axe « intestin-cerveau » et du

systeme porte.

Proximal .
Jejunum
Distal

Jejunum f

3

4| | €<—— lleum

Figure 25 : schéma de la chirurgie AEG. La partie duodénale proximale (1) est obstruée par
une ligature et, la partie jéjunale distale (3) est reliée au fundus de 1’estomac par lequel le
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chyme alimentaire passe. Le bol alimentaire ne passe donc pas par la partie proximale de
I’intestin(87)

V- L’axe « intestin-cerveau »

La notion d’ «axe intestin-cerveau » s’est développée aprés la découverte d’un premier

systeme sensible au glucose, le systéme porte.

1. Lacommunication entre le nerf vague et les centres intégrateurs du cerveau

En 1848, Claude Bernard montre qu’une impulsion électrique du plancher du
quatrieme ventricule (le tronc cérébral) augmente la glycémie des lapins par une production
de glucose hépatique (92) ce qui suggere déja le concept d’arc réflexe métabolique initié par
les cellules nerveuses du cerveau. En 1955, Mayer et coll. proposent que la prise alimentaire
puisse étre augmentée en présence d’une glycémie basse (93) ce qui sous-entend que le
cerveau puisse étre sensible au glucose. Puis, Oomura et coll ont mis en évidence, a 1’aide de
microélectrodes positionnées a la surface de neurones hypothalamiques de rat, qu’il existe
différents types de neurones sensibles au glucose (94). En effet, dans le noyau ventro-médian
de I’hypothalamus (VMH), considéré comme un centre de satiété, le glucose augmente
I’activité nerveuse des neurones, appelés neurones gluco-répondants (95) (Figure 26). Dans le
noyau hypothalamique latéral (LH), centre oréxigénique, les neurones répondent par une
augmentation de I’activité nerveuse mais aussi, pour une grande partie des neurones, par une
inhibition de I’activité électrique via une hyperpolarisation de la membrane (52). Ces
neurones sont appelés les neurones gluco-sensibles (Figure 27). La présence de 1’ouabaine
restaure une activité nerveuse de ces neurones ce qui suggere que ces neurones répondent au
glucose par une activation des pompes Na’/K'. En présence de glucose ces pompes
participent donc a I’hyperpolarisation de la membrane. Pour d’autres types de neurones

aucune variation de ’activité nerveuse n’a été observée en réponse au glucose.

D’autre part Shimizu et coll. montrent que par une injection de glucose dans la branche

hépatique du nerf vague, les neurones sensibles au glucose du LH sont inhibés alors que des
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neurones insensibles au glucose ne répondent pas (96). De la méme maniére, Adachi et coll.
déterminent les terminaisons nerveuses vagales de la veine porte qui s’acheminent vers le

tronc cerébral (97).

Ainsi, il existe un « glucose sensor » dans la veine porte qui communique avec les centres
intégrateurs du cerveau que sont le tronc cérébral et I’hypothalamus, via le nerf vague,

appelé le systeme porte.
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Figure 26: Enregistrements eélectriques des neurones du VMH apres stimulation par
différentes concentrations de glucose (15, 6, 4nA). Ce sont des neurones gluco-répondants
(95).
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Figure 27 : Enregistrements électriques des neurones du LH apres stimulation par du glucose
(Glu). Ces neurones répondent par une hyperpolarisation, pour lesquels 1’ouabaine (Ouab)
induit une dépolarisation. Ce sont des neurones gluco-sensibles (52).
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2. Le systeme porte, communication entre les cellules sensibles au glucose de la

veine porte et les centres intégrateurs du cerveau via le nerf vague.

A la suite des expériences de Shimizu et Adachi (96; 97), la localisation et les
mécanismes moléculaires des cellules sensibles au glucose de la veine porte ont été

recherchés.

a. Localisation des cellules sensibles au glucose du systeme porte

En 1997, Hevener et coll. cherchent a localiser le «sensor » hépatique de glucose.
Ainsi, ils injectent du glucose dans la veine porte proche de I’hile du foie (surface inférieure
du foie, qui recoit l'artere et la veine hépatique et les autres canaux hépatiques), dans la partie
adjacente du foie ou, dans la veine fémorale en guise de contréle. Seule I’injection de glucose
dans la veine porte proche de I’hile du foie inhibe ’activité sympathoadrénergique (98). Le

glucose serait donc spécifiguement détecté dans la veine porte.

b. Caractéristiques des cellules du systéme porte

Sur des préparations de foie isolé, I’activité du nerf vague est inversement
proportionnelle a la concentration de glucose injectée dans la veine porte. En effet, la
fréquence des impulsions électriques du nerf vague diminue lorsque la dose de glucose
augmente (99). L’injection d’un analogue du glucose, le 2 déoxy-glucose, ou d’autres
métabolites tels que le D-mannose, le D-fructose, D-galactose ne ralentissent pas 1’activité du
nerf vague (99)ce qui permet d’affirmer que les cellules de la veine porte sont

specifiquement sensibles au glucose. Ce sont les cellules « glucose-sensor » hépatoportales.

Les « glucose-sensors » pancréatiques et hypothalamiques sont similaires entre eux par
certains mécanismes et notamment la présence du transporteur de glucose, GLUT2 (100).
Chez des souris invalidées pour le transporteur GLUT2 (KOGLUT?2), la perfusion de glucose
dans la veine porte n’augmente pas la clairance de glucose qui est observée chez les souris
sauvages (6). Le sensor portal de glucose nécessite donc le transporteur GLUT2 et, est, par ce
point, similaire aux autres « glucose sensor ». A la lumiere des mécanismes du sensor

pancréatique, Burcelin et coll. montrent que le systeme porte est dépendant de 1’hormone
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intestinale, le GLP-1 (101). En effet, la perfusion intraportale d’un antagoniste du récepteur
au GLP-1, I’exendine 9, empéche 1’augmentation de la clairance de glucose induite par
I’activation des sensors hépato-portaux. Les souris mutées pour le récepteur au GLP-1
(KORGLP1) sont également insensibles a 1’activation du « glucose-sensor » portal. Etant
donné la faible concentration de GLP-1 circulant, le « glucose sensor » portal serait donc
fortement sensible au GLP-1 sécrété par I’intestin, soulignant I’affinit¢ de ce détecteur de

glucose pour cette hormone.

c. Fonctions physiologiques du systéme porte

Afin de comprendre les fonctions physiologiques du systeme porte, Gardemann et
coll. mettent au point un modele de préparation de foie qui établit un gradient de glucose
entre la veine porte et I’artére hépatique (102). Ainsi, pour respecter le gradient de glucose
établi lors d’une condition nourrie, la concentration de glucose doit étre plus importante dans
la veine porte que dans I’arteére hépatique. Dans cette condition, I’insuline favorise la capture
hépatique de glucose par rapport a la production de glucose, ce qui n’est pas retrouvé lorsque

le gradient de glucose est inversé (102).

Dans ce méme modéle de gradient de glucose entre la veine porte et 1’artére hépatique, la
détection portale de glucose permet la capture du glucose par les tissus seulement dans les dix

premiéres minutes pour ensuite laisser place a la capture de glucose par le foie (103).

De plus, chez la souris, lorsque le glucose est perfusé en faible débit uniqguement dans la veine
porte, la détection portale de glucose induit une hypoglycémie périphérique (104). Cette
derniére serait indépendante de la sécrétion d’insuline et de glucagon mais corrélée a une
augmentation de la clairance du glucose associée a I’augmentation de la synthése de

glycogeéne essentiellement dans le muscle, le tissu adipeux brun, et le cceur.

Le gradient artério-veineux renseignerait donc sur I’origine endogéne ou exogene
du glucose circulant, et serait donc un indice de I’état énergétique de 1’organisme. La
détection portale de glucose serait en étroite relation avec la sécrétion des hormones
intestinales telles que le GLP-1 pour générer un signal d’anticipation pour la régulation de la

glycémie. L’intestin semble donc primordial pour pouvoir interagir avec le systéme porte
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afin de réguler la glycémie. Le sensor hépatoportal de glucose activerait le systeme nerveux
autonome pour transmettre un message aux centres intégrateurs du cerveau afin de préparer
les organes périphériques a une réponse métabolique adaptée pour la régulation de la

glycémie, indépendamment de I’insuline (Figure 28).

Il est nécessaire de comprendre les mécanismes intestinaux de détection des nutriments,

notamment du glucose et, les sécrétions intestinales qui en résultent.

hypothalamus

[ronc cérébral

figure 28 : Représentation de I’information nerveuse transmise par le nerf vague. Les
terminaisons nerveuses afférentes du nerf vagues qui partent de I’intestin et de la veine porte
s’acheminent vers dans les noyaux du tronc cérébral puis dans les noyaux de I’hypothalamus
pour redistribuer un message nerveux efférent aux organes périphériques (105).

3. Les mécanismes de détection des nutriments par ’intestin

Le duodénum et le jéjunum sont les principales parties absorptives de 1’intestin. Les
nutriments sont identifiés puis absorbés par des transporteurs présents sur la membrane
apicale des entérocytes et des cellules entéroendocrines. 1ls peuvent aussi étre détectés par des

récepteurs spécifiques localisés sur cette méme membrane. La détection des nutriments induit
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I’exocytose d’hormones, au pole basal de la cellule intestinale, qui sont ensuite véhiculées

vers la circulation mésentérique puis portale (5; 106) (Figure 29).
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Figure 29: Détection entérique des nutriments. Les nutriments (protéines, lipides,
carbohydrates) sont détectés par différents types de récepteurs a 7 domaines
transmembranaires (encadré rose) qui sont présents sur le pdle apical des cellules endocrines.
L’activation de ces récepteurs induit 1’exocytose d’hormones présentes dans les différentes
parties de I’intestin (encadré bleu). Ces hormones sont déversées dans la circualtion sanguine
et/ou active du nerf vague (106).

a. Transport et détection du glucose

Le glucose pénétre dans les entérocytes et les cellules endocrines par les transporteurs
spécifiques présents sur la membrane apicale, les SGLT1 (107). Ce sont des transporteurs de
glucose dépendant du gradient électrochimique du sodium. Ainsi, I’inhibition de ce

transporteur par la phlorizine diminue I’entrée de glucose dans la cellule (27; 108). Ce
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transporteur est donc une étape déterminante et limitante pour les mécanismes cellulaires

dépendant de la détection de glucose.

Dans la cellule endocrine, le glucose est métabolisé en ATP. L’augmentation du ratio
ATP/ADP ferme les canaux K' sensibles a I’ATP ce qui déclenche une dépolarisation
cellulaire et I’exocytose d’hormones. Ainsi, sur des cellules exprimant le proglucagon
(cellules L), la détection de glucose par SGLT1 augmenterait la fréquence des potentiels
d’action de la cellule via la fermeture des canaux K" et, induirait alors la sécrétion de GLP-1
(27). Ces mécanismes de détection intestinale de glucose s’assimilent donc aux mécanismes

du sensing du glucose pancréatique pour la sécrétion d’insuline (voir A/Il.2.a).

L’entérocyte, I’autre type cellulaire qui détecte le glucose, présente des transporteurs
au glucose sur son pole apical et basal, qui sont respectivement SGLT-1 et GLUT2. Les
transporteurs au glucose GLUT sont connus pour étre une étape clé dans la détection du
glucose (4; 6). Pourtant Stumpel et coll. montrent que chez des souris mutées pour le
transporteur GLUT2 (GLUT2-/-) la diffusion entérique de glucose est identique a celle des
souris sauvages (108). Ceci révelerait que le transport de glucose vers le pdle basal de
I’entérocyte est indépendant du transporteur GLUT2 ou qu’il existerait une autre voie de
diffusion du glucose. En effet, in vitro, ils montrent que le passage transépithélial du glucose
nécessiterait la phosphorylation du glucose en glucose 6 phosphate (G6P). Le G6P serait alors
transporté par la glucose 6 translocase (G6PT) vers le réticulum endoplasmique (RE). Dans le
RE, le G6P est métabolisé en glucose. Ainsi le glucose peut franchir la membrane basale de

I’entérocyte par diffusion simple ou par GLUT2 (Figure 30).
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Figure 30: transport et passage transépithélial du glucose dans I’éntérocyte. Le glucose entre
dans I’entérocyte par le transporteur SGLT1 pour étre métabolisé en glucose 6 phosphate
(Glc-6-P). Le Glc-6-P est alors véhiculé vers le RE pour étre déphosphorylé. Le glucose passe
ensuite par le pole basal de la cellule par le transporteur GLUT2 ou par diffusion simple
(modifié d’apres (108)).

b. Détection des nutriments par les récepteurs au goQt

Les nutriments sont aussi des ligands de récepteurs a sept domaines

transmembranaires (7TM), induisant la sécrétion d’hormones (109-111).

Les récepteurs a 7TM sont notamment des récepteurs au golt. Ces derniers sont mis en
évidence sur les bourgeons du godt, sur la langue, mais aussi sur toute la longueur de
I’intestin. Il existe des récepteurs au gott sucré, les TIR2/3, et au gotit amer, les T2R (110).
Ces récepteurs sont couplés a des protéines G telles que 1’a-gustducin, a-transducin qui
activent la sécrétion de Ca®" intracellulaire pour permettre la sécrétion d’hormones (109)
(Figure 31). Chez des souris déficientes pour la sous-unité o-gustducin, la sécrétion de GLP-1
en réponse a I’ingestion de glucose ou de lipides serait altérée ce qui suggere leur importance

pour la sécrétion des hormones intestinales (112; 113).
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Figure 31 : Les récepteurs au golt dans ’intestin. Les nutriments activent les récepteurs au
gout présents sur la membrane apicale des cellules endocrines de I’intestin. Ces récepteurs
sont couplés a une protéine G qui active la phospholipase C. Celle-ci permet la production
d’IP3. L’IP3 et les canaux Na" TRPMS favorisent I’augmentation cytosolique Ca*". Le Ca**
permet alors I’exocytose des vésicules qui contiennent du GLP-1. Le GLP-1 active alors le
nerf vague et/ou est déversé dans la circulation sanguine (114).

c. Détection des acides gras

Les acides gras peuvent pénétrer les entérocytes par des transporteurs (voir A/lll-1.)

mais ils sont aussi le substrat de récepteurs spécifiques qui induiront la sécrétion d’hormones.

Les récepteurs aux acides gras sont des récepteurs qui appartiennent a la famille des
récepteurs orphelins, les GRP (115; 116). Ainsi, les principaux récepteurs aux acides gras sont
le GRP40, 41, 43 et 119. Ce sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires, couplés

a une protéine G, localisés dans de nombreux tissus.
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Le GRP40 a pour ligand les acides gras saturés et les acides gras a longue chaine
insaturée (117). Il est susceptible d’induire la sécrétion de GIP et de GLP-1 (118).

Le récepteur GRP119 est le plus répandu dans D’intestin. Son ligand
I’oléothanolamide (OEA) activerait la sécrétion de GLP-1 via une augmentation d’AMPc

intracellulaire (119).

Les mécanismes cellulaires de détection des nutriments restent peu décrits. Et, les
mécanismes d’action par lesquels la détection des nutriments, notamment du glucose, est
transmise aux fibres afférents du nerf vague restent a élucider. La compréhension de la
détection des nutriments reste donc a développer étant donné I’importance de I’intestin dans la

régulation de la glycémie.

4. Les hormones intestinales

En plus d’une transmission nerveuse, les hormones intestinales sont un relais d’informations

vers le cerveau et le systéeme porte.

a. L’origine de leur découverte

Les hormones intestinales ont été étudiées au début du 20°™ siécle et suscitaient déja
un grand intérét quant a leur role sur les fonctions endocrine et exocrine du pancréas (120).
D’aprés la revue « the mecanism of pancreatic secretion », Pawlow et coll. montrent une
interrelation entre la sécrétion exocrine du pancréas (suc pancréatique) et I’acidité duodénale
(121). En effet, ils constatent que la composition d’un repas influe sur la composition du suc
pancréatique, qui modifie alors I1’acidité duodénale. Ils suggérent que les nutriments
activeraient différentes terminaisons nerveuses intestinales qui conditionneraient la sécrétion

pancréatique.

A Dinverse du raisonnement de Pawlow et coll.,, Popielski, Wertheinmer et Lepage
s’interrogent sur 1’effet de ’acidité duodénale sur la fonction exocrine du pancréas (121). Sur

des chiens, a 1’aide d’une canule placée dans le canal pancréatique, ils mesurent le flux qui en
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découle. L’injection d’acide chlorhydrique (20c.c a 0,4%) dans le duodénum induit une
sécrétion pancréatique. Cependant, en sectionnant le nerf vague et splanchnique de 1’intestin,
la sécrétion pancréatique est identique a celles des chiens contréles. De plus, ils remarquent
que I’acide n’a pas d’effet propre en systémique. Ces deux observations introduisent le
concept de substance véhiculée par la circulation sanguine qui agit sur un organe effecteur,
c'est-a-dire de systeme hormonal. Pour les substances sécrétées par I’intestin, on parle de

sécrétine.

L’effet des sécrétines a été caractérisé en injectant le contenu de ’intestin dans la circulation
sanguine, pour regarder D’effet sur la sécrétion pancréatique. Les auteurs constatent que
I’action du contenu intestinal est dépendante du gradient proximo-distal de 1’intestin. A plus
long terme, ces hormones ont été découvertes pour leur effet sur la prise alimentaire et la
régulation de la glycémie (114; 122; 123).

b. Les différentes hormones

La ghréline est I’hormone sécrétée par les cellules D de I’estomac mais aussi dans le noyau
arqué de I’hypothalamus (124). C’est la seule hormone gastro-intestinale oréxigénique. Ses
récepteurs sont localisés dans I’estomac et I’hypothalamus. Le taux plasmatique de cette
hormone augmente avant un repas, diminue progressivement aprés celui-ci pour augmenter

jusqu’au prochain repas (125).

La cholécystokinine (CCK) est sécrétée par les cellules | du duodénum et jéjunum (122; 123).

Les nutriments, spécialement les lipides et les protéines, stimulent la sécrétion de cette
hormone. Les deux types de récepteurs CCK1 et CCK2 sont présents sur les terminaisons du

nerf vague, dans le tronc cérébral et 1’hypothalamus.

L’activation du récepteur CCK1 de I’antrum induit une inhibition du remplissage gastrique.
Chez I’homme et différentes espeéces animales, la CCK inhibe la prise alimentaire en

diminuant la taille des repas sans affecter la prise hydrique.
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Le GIP (glucose dependent insulinotropic polypeptide) est sécrété par les cellules K. C’est un
peptide de 43 acides aminés provenant du clivage d’un prépeptide de 153 acides aminés (126-
128). Sa sécrétion est stimulée par les nutriments, notamment le glucose, et les lipides. Le GIP
est connu originellement pour inhiber la sécrétion de suc pancréatique et la motilité gastrique.
Cependant il est aussi reconnu pour son action insulinotropique. En effet, sur les cellules B du
pancréas, le GIP en se fixant sur son récepteur, induit 1’augmentation de I’AMPc et
participerait & 1’augmentation de Ca?* intracellulaire pour favoriser la sécrétion d’insuline
(126; 129). 1l favoriserait aussi la prolifération des cellules B (130) et stimulerait la synthése
des triglycérides dans les adipocytes en activant la lipoprotéine lipase et de la FAS . Le

cerveau, le cceur et, les os seraient aussi des cibles du GIP (126).

Ce peptide est dégradé sur sa partie N-terminale par une enzyme la dipeptidyl peptidase 1V
(DPP-1V) qui scinde le peptide en un peptide de 41 acides aminés et un dipeptide « Tyrosine-
Alanine ». Le GIP serait moins sensible a la DPPIV que le GLP-1(131).

Les cellules L sécretent différents peptides issus d’un clivage différentiel d’un prépropeptide,
le proglucagon. Ces différents peptides sont 1’oxyntomoduline, le GLP-2, le GLP-1, ainsi que
le PPY (pancreatic polypeptide Y) (Figure 32).

Le PPY appartient a la famille des peptides pancréatiques tels que le neuropeptide Y (NPY) et
le peptide PP.

L’oxyntomoduline est une hormone peu étudiée. Elle pourrait étre une nouvelle voie

thérapeutique pour le traitement de I’obésité.

Le GLP-2 est un peptide de 32 acides aminés dont le récepteur est principalement situé dans
I’intestin (132). Sa principale fonction reconnue est d’inhiber le remplissage gastrique, en
modulant la croissance de la muqueuse et la prolifération cellulaire. Le GLP-2 aurait un effet
direct et indirect sur le métabolisme puisqu’il est susceptible d’augmenter 1’absorption des
lipides et la production des chylomicrons (133) et d’accroitre la perméabilité intestinale en

favorisant le changement de flore bactérienne (134).

Le GLP-1 est une hormone de 30 acides aminés qui inhibe la sécrétion d’acide gastrique, le
remplissage gastrique, et la motilité intestinale. Le GLP-1 est surtout reconnu par sa capacite

a faire sécréter I’insuline en réponse a 1’hyperglycémie, notamment chez des diabétiques de
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type 11 (105; 126; 128; 135; 136) ou I’action insulinotropique du GIP n’est plus efficace. C’est

pourquoi son étude est primordiale pour la régulation de la glycémie par rapport au GIP.

Proglucagon

E1 E4 ES E6

E2 E3
5.UTR | S M Gluc [IP-1| GLP-1 ||p-2| G_LP-2| 5.UTR
M Gluc [IP-1| GLP-1 ||p-2| _GLP-2|

——MPGF——>|

Pancreas M Gluc | (1p-1] GLP-1_[IP-2| GLP-2 |
«——Glicentin—>| |<=0XM—>
Intestine & brain Gluc |P-1| Gluc |Ip1| | GLP-1 | [Ip2 |GLP-2|

Figure 32 : Le proglucagon. Le gene du proglucagon (A) est composé de 6 exons (Ela E6)
dont le transcrit (B et C) est clivé de maniére différentielle selon les tissus. Dans le pancréas
la traduction de I’ARNm codant pour le proglucagon génére 4 peptides : le GRPP (Glicentin-
related polypeptide), le glucagon (Gluc), I’IP-1 (intervening peptide-1) et le MPGF (major
proglucagon fragment). Dans I’intestin et le cerveau, les protéines produites sont la
glicentine, I’oxymoduline (OXM), le glucagon like peptide 1 et 2 (GLP-1, GLP-2) et, I’IP2
(126).

o O W >»

VI- Le Glucagon Like Peptide -1, GLP-1

1. Introduction du concept incrétine

Suite a la découverte des sécrétines (voir A/lll-4.a.), Best et Basting découvrent
I’insuline en 1921 (137). En 1930, une sécrétine qui diminue la glycémie est purifiée. D’apres
La Barre, cette diminution de la glycémie serait due a la sécrétion d’insuline. En 1932, il
introduit donc le nom d’ « incrétine » pour une substance prélevee de la partie haute de

I’intestin qui induit une hypoglycémie et, qui ne stimule pas la sécrétion exocrine du pancréas

(137).
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En 1969, Chisholm et coll. montrent que les «sécrétines» et I’insuline augmentent
respectivement 5 et 30 minutes apres la charge orale en glucose (138; 139). De plus, Michael
J.Perley et coll. montrent que, chez des sujets sains, ’administration orale en glucose induit
une sécrétion d’insuline plus importante que celle administrée par voie intraveineuse (140).
En effet, le taux plasmatique d’insuline est de 70puU/ml 30 minutes aprés 1’administration de
glucose par voie orale contre 10uU/ml lorsque le glucose est administré par voie veineuse.
C’est I’effet incrétine (Figure 33). Ce résultat est confirmé par les travaux de Nauck. et coll.
qui, lors de clamps isoglycémiques (qui ont pour but d’obtenir une concentration de glucose
similaire entre les groupes) , montrent que le taux de peptide C de I’insuline des sujets dont le
glucose est administré par voie orale est plus important que celui des sujets dont le glucose est

administré par voie veineuse (141). 50 a 70% de 1’insuline sécrétée est due a I’effet incrétine.

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis d’identifier des molécules
intestinales qui augmentent la sécrétion d’insuline. Ainsi, le GIP est le GLP-1 sont les deux
incrétines mises en évidence par leur détermination dans I’extrait d’intestin puis par leur

administration intraveineuse qui augmente I’insulinémie en présence de glucose.
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Figure 33: L’effet incrétine. Pour des glycémies identiques obtenues lors de clamps
isoglycémiques (en haut), une charge oral en glucose (jaune) induit une sécrétion d’insuline
(en bas) plus importante que administration intraveineuse de glucose (bleu) (142).

2. ldentification des cellules sécrétrices de GLP-1

En 1948, Sutherland et De Duve veulent localiser les cellules intestinales qui induisent
la sécrétion d’insuline. Ils suggérent que les extraits intestinaux pourraient contenir du
glucagon puisque le glucagon stimule la sécrétion d’insuline (143). Par immunoréactivité

pour I’antigéne du glucagon, des cellules intestinales distales sont détectées apres une prise
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orale de glucose. Néanmoins, celles-ci présentent des granules de sécrétions différentes des
cellules A du pancréas. C’est pourquoi elles sont appelées les cellules « glucagon Like

immunoreactivity », ou cellule L.

La distribution des cellules L varie en fonction des espéces (105). Chez I’homme, elles sont
essentiellement distales (iléon, colon proximal) alors que chez la souris elles sont plus

proximales et distribuées dans le jéjunum et 1’iléon.

3. Synthése et sécrétion

a. Syntheése

Le GLP-1 est issu du gene codant pour I’expression du proglucagon présent dans les
cellules du pancréas, de I’intestin et des neurones (105; 126; 128; 135; 136) . Selon les tissus
considérés, les proconvertases (PC2 dans le pancréas (144), PC1/3 dans I’intestin) clivent le
proglucagon en différents peptides (145) (Figure 32). Dans ’intestin, le clivage protéolytique
libére le GLP-1, le GLP-2, I’oxyntomoduline et la glicentine.

Le GLP-1 est dans un premier temps un peptide immature de 37 acides aminés. Il est
ensuite clivé en une forme active de 30 acides aminés, le GLP-1 (7-37). Ce dernier est en
partie tronqué en position 37, composée d’une glycine, pour donner le peptide 7-36. Un
groupement amide, par la peptidylglycine a-amidine monooxygénase, est ajouté sur le résidu
arginine en position 36 formant alors le GLP-1(7-36)NH, (105; 126; 128; 136) Cette
maturation augmente la demi-vie du peptide et représente la majorité du GLP-1 circulant
(146; 147) (147). Chez I’homme sain et le rat, ces deux formes (7-36) et (7-37) sont
biologiquement actives (148) et equipotentes sur leur capacité a induire une sécrétion

d’insuline (147). Nous parlerons plus généralement de la forme (7-37).

b. Sécrétion cérébrale de GLP-1

L’ARN messager du proglucagon est transcrit et traduit dans le tronc cérébral (149). Le
GLP-1 serait alors sécrété par les terminaisons nerveuses qui se projettent sur les neurones de

I’hypothalamus. Ainsi par hybridation in situ, et par co-localisation avec GLUT?2, le récepteur
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au GLP-1 est localisé spécifiquement dans certains noyaux de 1’hypothalamus qui sont les
noyaux supraoptique, paraventriculaire , ventromeédian et le noyau arqué (150; 151).
Cependant le récepteur est aussi situé dans d’autres régions du cerveau telles que le thalamus,

le cortex olfactif, le plexus choroide (152).

La sécrétion du GLP-1 cérébral n’est pas étudiée car il est difficile d’obtenir suffisamment de

liquide céphalorachidien nécessaire a son dosage.

c. Sécrétion intestinale du GLP-1

Les nutriments, essentiellement le glucose et les acides gras (153), ainsi que de la taille
du repas (154; 155) stimulent la sécrétion de GLP-1.

i. Sécrétion anticipée de GLP-1 par les cellules iléales en réponse a une

détection des nutriments dans la partie proximale de I’intestin

In vivo, la sécrétion de GLP-1 est initiée dés les premieres minutes d’absorption
duodénale et jéjunale des nutriments, alors que les cellules L se trouvent principalement dans
la partie distale de 1’intestin. Pour expliquer ce phénoméne une hypothése se dessine (156) : il
existerait un relais nerveux de la partie proximale de I’intestin vers la partie distale pour

stimuler la sécrétion de GLP-1(157).

Ainsi, sur des cellules d’iléon, ou sur des lignées cellulaires intestinales humaines, une
impulsion électrique activerait la sécrétion de GLP-1, via des récepteurs muscariniques M1 et
M2, qui sont activés par 1’acétylcholine, neurotransmetteur du systéme nerveux

parasympathique (158). Cependant ces résultats ne se retrouveraient pas chez le cochon (159).

D’autre part, chez des rats, ’ablation du nerf vague empécherait 1’activation de la sécrétion de
GLP-1 stimulée par une perfusion intraduodénale de lipides (160). En réponse au GIP, la
sécrétion de GLP-1 via le nerf vague serait altérée lors de vagotomie. Néanmoins, dans le
systeme porte, le GIP serait inefficace (161). Ainsi, la littérature suggere par les travaux d’une
seule équipe que dans le duodénum, la perfusion de lipides induirait une sécrétion de GIP qui

activerait donc le nerf vague pour stimuler la sécrétion iléale de GLP-1 (Figure 34).
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Figure 34 : Mécanisme d’induction de la sécrétion intestinale de GLP-1. L’hypothése
plausible décrite pour la sécrétion de GLP-1 serait que les nutriments détectés dans la partie
proximale de I’intestin déclenchent la sécrétion de GIP qui activerait alors le nerf vague.
L’information nerveuse serait transmise au cerveau. Le cerveau modulerait un message
nerveux aux cellules distales de I’intestin via le nerf vague, qui induirait la sécrétion de GLP-
1 (156).

ii. Mécanismes cellulaires d’activation et de contréle de la sécrétion de GLP-1.

Les études in vitro supposent une activation directe de la sécrétion de GLP-1 par le
substrat nutritif. Elle est étudiée sur différents types cellulaires que sont les cellules STC-1
(cellule murine), NCI-H716 (cellule humaine) et surtout les GLUTag (162-164). Les lignées
cellulaires GLUTag et STC-1 répondraient au glucose par une augmentation cytosolique de

Ca®" qui activerait alors la sécrétion de GLP-1.

Sur les cellules GLUTag la sécrétion de cette hormone serait aussi dépendante des canaux K*

sensibles a I’ATP (153), mais cette idée reste contestée in vivo (165). D’autre part, sur ces
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cellules le blocage du transporteur de glucose SGLT1, par la phlorizine, inhibe la sécrétion de
GLP1. Ceci conforte I’idée que la sécrétion de GLP-1 est dépendante de la présence de
glucose (166). De faibles doses de glucose et de fructose detectées par les transporteurs
SGLT1 induiraient une fermeture des canaux K sensibles & I’ATP provoquant alors une

dépolarisation membranaire nécessaire a la sécrétion du GLP-1 (27; 166).

Un autre mécanisme impliquerait les récepteurs au goQt pour favoriser la sécrétion de GLP-1.
Ainsi, des cellules dépourvues de la gusducine n’ont pas induit de sécrétion de GLP-1 (112;

167; 168). Cependant ce mécanisme n’est pas retrouvé sur des cellules primaires murines

(169).

D’autre part, in vivo, en présence de glucose, la sécrétion de GLP-1 est diminuée chez
des souris mutées pour le récepteur au GLP-1 (GLP-1R-/-) (170) ce qui suggére une auto-
stimulation ou une boucle de régulation de sa secrétion. De plus, des souris invalidées pour le
récepteur au GIP (GIPR-/-) ont une sécrétion de GLP-1 diminuée. Cette expérience étaye
I’hypothése d’un relai nerveux induit par le GIP pour favoriser la sécrétion iléale de GLP-1
(160) (Figure 34,35). Chez le rat, Le GIP pourrait donc avoir une action paracrine et une
fonction de neurotransmetteur dans la sécrétion du GLP-1. Néanmoins, chez I’homme et le
cochon aucun peptide sécrété par I’intestin n’est connu pour activer la sécrétion de GLP-1,

pas méme le GIP (159).

A plus long terme, sur des souris mutées pour GLUT2 (GLUT2-/-), le contenu intestinal en
GLP-1 est diminué ce qui suggeére que le glucose agirait sur la transcription du gene codant

pour le proglucagon dans les cellules L (170) .

=>La sécrétion de GLP1 pourrait donc se faire directement par le glucose sur les cellules L
et indirectement par la détection de glucose dans le duodénum via la stimulation du nerf

vague ce qui reléverait de deux dynamiques, « 1’offensive » et « I’anticipation ».
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Figure 35 : La sécrétion de GLP-1 est sous le contréle de différents acteurs moléculaires. Le
GIP agit directement via son récepteur (trait plein) ou indirectement (trait hache) sur la cellule
L sécrétrice de GLP-1. Le GLP-1 stimulerait sa propre sécrétion. Sur le plus long terme, son
transport de glucose (GLUT2) conditionne le contenu cellulaire du GLP-1 (modifi¢ d’aprés
(170)).

4. Le GLP-1 circulant

Chez le rat, le GLP-1 actif, (7-37), serait rapidement sécrété et sa sécrétion
plasmatique atteindrait 25 a 50pM. Il serait aussitdt dégradé dans la circulation sanguine des
2 minutes en GLP-1 (9-37) et (9-36) (131), dont la demie vie de ces peptides serait de 20
minutes. Ces derniers seraient essentiellement éliminés par la clairance rénale (171). Chez
I’homme, la sécrétion de GLP-1 serait faite d’oscillations rapides (172) et lors de deux
phases : la premiere 10-15 minutes apres la stimulation par le glucose et, la seconde a 40
minutes (126).

Moins de 25% du GLP-1 sécrété dans les vaisseaux meésentériques atteindrait la veine
porte et le foie sous une forme intacte. Dans le foie, environ 40 a 50% du GLP-1 serait
dégrade (173). Il est donc estimé que seul 10-15% du GLP-1 actif atteindrait la circulation
systémique et les organes. Par conséquent, il existe un gradient en GLP-1 actif entre la veine

hépato-portale et mésentérique dont la nécessité n’est pas démontrée. Ce constat attire
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I’attention sur le role de I’enzyme de dégradation du GLP-1 actif, la dipepdityl peptidase
IV (DPP-IV).

5. Dégradation du GLP-1 actif par la DPP-1V et les métabolites générés

La DPP-1V est une glycoprotéine ubiquiste, composée de deux sous unités de 120kDa.
La DPP-IV est une serine protéase, connue pour étre un marqueur des lymphocytes T, portant
alors la dénomination CD26. Elle est retrouvée sur la bordure en brosse des cellules

intestinales et rénales, sur les cellules endothéliales et, sous forme libre dans le plasma (174).

La DPP-1V clive les polypeptides contenant un résidu alanine en position
antépénultieme dans la partie NH, du peptide. Ainsi, les formes actives du GLP-1, le GLP-1
(7-37) ou (7-36) intestinal, sont rapidement métabolisées en produit inactifs, le GLP-1(9-37)
ou le GLP-1(9-36) et, en un dipeptide, I’Histidine-Alanine (His-Ala) aux fonctions non
déterminées (171; 175) (Figure 36).

Gallwith et coll. montrent que le GLP-1 (7-36) est la seule forme affine pour le
récepteur au GLP 1 dont le Km est de 10°M (148). Seule la partie N-terminale serait
nécessaire pour que le substrat soit efficace pour I’augmentation de ’AMPc (148). La

dégradation du GLP-1 par sa partie N-terminale génere donc des métabolites inactifs.

En effet, les métabolites GLP-1(9-37) et GLP-1(9-36)NH, n’auraient pas d’effet sur la
sécrétion d’insuline et de glucagon (176; 177). Néanmoins, des études sur le cochon
démontrent que le métabolite (9-36) aurait un effet antagoniste au GLP-1 (7-36) sur le
remplissage gastrique (178) mais a des concentrations 100 fois plus élevées et donc
pharmacologiques. Il serait aussi capable de diminuer la glycémie par un mécanisme
indépendant de I’insuline (179). Il est a noté que le GLP-1 est aussi connu pour avoir d’autres

effets qui peuvent influencer le métabolisme a savoir des effets cardio-protecteurs (180; 181).
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Ainsi, la dégradation du GLP-1 intestinal par la DPP-1V, servirait seulement a
diminuer I’activité de cette hormone puisque les métabolites générés ne semblent pas avoir
d’actions périphériques. L’efficacité du GLP-1 serait-elle dépendante d’un gradient de
GLP-1 actif généré par ’activité de la DPP-1V ?

Food
ingestion
A
) -
(W
-l
Gltract .«
s ‘ ,75 Intestinal
3 ¥ secretion of » [ Incretin
{t. GLP-1 (7-37), (7-36) aeten
'/.
DP
\J
GLP-1(9-37),(9-36)
+
His Ala

Figure 36: Dégradation du GLP-1 (7-37). La DPP-IV dégrade les formes actives du GLP-1,
(7-37) et (7-36), en deux métabolites, le GLP-1(9-37) ou (9-36) et, un dipeptide I’His Ala
(histidine- alanine) (modifi¢ d’apres (126)).

6. Le récepteur au GLP-1

Le récepteur au GLP-1 est un récepteur a sept domaines transmembranaires, couplé a
une protéine G (182; 183). Il a cloné par Thorens B. et coll., a partir d’ilots de pancréas (184;
185). La structure murine du récepteur est identique a 90% avec la structure en acide aminé

du récepteur humain.
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Des études d’hybridation in situ de I’ARNm ou de binding utilisant le GLP-1 radiomarqué
(I"®GLP-1), ont permis de localiser le récepteur dans plusieurs tissus dont le pancréas (184;
185), le cceur (186), I’estomac (186), le cerveau (152) et, les fibres afférentes du nerf vague
du tube digestif (187). La localisation du récepteur dans le tissu adipeux (187), le foie (188) et
les muscles (189) est contestée.

7. Les effets biologiques du GLP-1

Les effets du GLP-1 sont multiples et résumés dans la figure 37. Néanmoins sont-ils
tous justifiés étant donné la demi-vie courte du GLP-1? Impliquent-ils un effet direct ou
indirect du GLP-1 ?
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Figure 37: Effets du GLP-1 décrits a partir d’études in vitro et/ ou in vivo (126).
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a. Effets directs du GLP-1 sur différents tissus

Le GLP-1 agirait par effet direct sur certains organes. Sur I’intestin, le GLP-1 réduirait
le flux lymphatique, 1’absorption des triglycérides et la production des lipoprotéines (190). In
vitro, sur une lignée cellulaire d’adipocytes (3T3) (191) et de myocytes (192), le GLP-1
stimulerait le métabolisme glucidique induit par I’insuline. Sur les hépatocytes isolés, le GLP-
1 activerait le stockage de glucose en activant la glycogéne synthase (193) et la
néoglucogenése (194). In vivo, sur des chiens, I’infusion de GLP-1 dans la veine porte ou
périphérique induit une augmentation de la capture de glucose et de la synthese de glycogene

dans le foie indépendamment de 1’insuline (195).

La plupart de ces effets directs du GLP-1, cités ci-dessus, sont donc des études in vitro qui
devraient étre validées par des études in vivo. L’effet direct du GLP-1 le plus reconnu est son
effet insulinotropique sur la cellule B du pancréas.

b. Effets direct du GLP-1 sur les Tlots du pancréas.

i. Effet sur la sécrétion d’insuline

Le GLP-1 est connu essentiellement pour sa fonction insulinotropique intégrée dans le
concept incrétine (voir A/ 1V- 1). En condition d’hyperglycémie obtenue lors d’un clamp, une
injection intraveineuse d’un analogue du GLP-1, I’exendine 4, augmente ’insulinémie (196;

197) dont I’effet est contrecarré par un antagoniste du GLP-1, I’exendine 9 (198).

Son effet se définit selon au moins deux critéres : dépendant de la concentration de glucose
puisque I’effet insulinotrope du GLP-1 est amplifié pour des charges intraveineuses
croissantes de glucose (141) et; pulsatile décrit sur des Tlots pancréatiques de rat perfusés et
chez ’homme (199).

Le GLP-1 agirait directement sur la cellule B du pancréas en se fixant a son récepteur
pour activer I’adényl cyclase (200). Ainsi, il agirait en augmentant la sensibilité au glucose de
la cellule B. Le GLP-1 favoriserait la sensibilité au glucose pour stimuler la fermeture des

canaux K* sensibles a PATP. Il permettrait alors I’entrée des ions Ca?* dans la cellule et,
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agirait sur la sécrétion de Ca** provenant du réticulum endoplasmique via la phosphorylation
de la PKA (105) (Figure 38). Le GLP-1 activerait aussi la transcription du gene codant pour
I’insuline (200; 201).

L-type Ca?*-channel

Figure 38: Voie de signalisation induite par le GLP-1 sur la sécrétion d’insuline. La fixation
du GLP-1 sur son récepteur, présent sur la cellule B du pancréas, active I’adénylate cyclase
(AC) qui induit une cascade moléculaire dont les principaux événements sont la fermeture des
canaux Karp (1), I’activation des canaux Ca®" (2), la fermeture des canaux K, (voltage
dépendant) (3), et la libération de Ca®* du ER (réticulum endoplasmique) (4). Conjointement &
I’effet du GLP-1, et de maniére indissociable, le glucose est métabolisé (5) pour permettre la
sécrétion de 1’insuline (6) (105).

ii. Effet sur la sécrétion de glucagon

Le GLP-1 inhibe la sécrétion de glucagon en condition nourrie ou de clamp
hyperglycémique (202).

La présence du recepteur au GLP-1 sur les cellules A du pancréas n’a pas été

clairement démontrée. Il serait exprimé sur 20% de cellules du pancreas dispersés dans les
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flots (203; 204) mais induisant des effets controversés. In vitro, le GLP-1 induirait donc une
augmentation du Ca®* intracellulaire nécessaire & la sécrétion du glucagon (203). D’un autre
coté, sur des ilots isolés de pancréas de rat, le GLP-1 inhiberait la sécrétion de glucagon via

I’activation du récepteur a la somatostatine (205).

In vivo, Dinhibition de la sécrétion du glucagon par le GLP-1 est étudié
essentiellement chez les sujets atteints d’un diabeéte de type I qui présentent une
hyperglycémie (24). Chez ces sujets, dépourvus de cellules B fonctionnelles, un traitement au
GLP-1 induit une diminution la glycémie a jeun en inhibant la sécrétion de glucagon (206)
ainsi qu’une diminution de la sécrétion de glucagon en condition nourrie (207). Le GLP-1
agirait donc indirectement, par activation du nerf vague et donc de 1’ «arc réflexe
métabolique » (24). En effet, la présence du récepteur au GLP-1 sur le systéeme porte et le nerf

vague ainsi qu sa courte demi-vie assoient cette hypothese. .

iii. Effet protecteur du GLP-1 sur les cellules pancréatiques

En plus d’amplifier ’expression de genes codant pour des intermédiaires de la
signalisation de I’insuline, tels que I'IRS, le GLP-1 et ses analogues peuvent améliorer la
prolifération. Ils transactiveraient le récepteur a I’EGF (epidermal growth factor) (Figure 39).
Ce dernier activerait alors une PI3K qui permettrait par cascade moléculaire d’activer des
facteurs pancréatiques favorable a la prolifération a la survie de la cellule B ainsi qu’a
I’amélioration de la signalisation de 1’insuline (208). Ainsi pdx-1(duodenal homeobox gene-
1) est un facteur de prolifération active par le récepteur a I’EGF, stimulé par le GLP-1. Cet
effet est retrouvé ex vivo sur des cellules progénitrices situées dans le canal pancréatique (209;
210).

Ces effets protecteurs du GLP-1 ont été aussi reportés par application de ses analogues. Ils
inhiberaient aussi 1’activation de facteurs de transcription pro-apoptotiques tels que FOXO1
(208). De la méme maniére les inhibiteurs de la DPP-IV retarderaient la mort cellulaire du

pancréas et favoriseraient la prolifération et la sécrétion d’insuline (208; 211).
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Figure 39 : Le recepteur au GLP-1 sur la cellule B du pancréas active 1’adényl cyclase (AC)
qui active alors une PKA ou la voie de I’Epac. L’activation de la PKA conduit a 1’activation
du facteur de transcription CREB. Le récepteur eu GLP-1 transactive aussi le récepteur a

I’EGF. Ce dernier active alors une PI3K qui active différents facteurs de transcription tels que
Pdx1, NF-kB et, inhibe FoxOL1.

c. Effet du GLP-1 cérébral sur les neurones de I’hypothalamus

De faibles doses de GLP-1, injectées dans le cerveau, diminuent I’appétit et la prise
alimentaire (212; 213) alors que I’effet de satiété du GLP-1 sécrété par I’intestin reste flou
(105). Les mécanismes par lesquels le GLP-1 cérébral conditionne la satiété ne sont pas
largement explicités mais des travaux du laboratoire ont mis en évidence le r6le du GLP-1

cérébral dans la régulation de la glycémie.

Ainsi, un agoniste du GLP-1, I’exendine 4, injecté dans le troisieme ventricule, augmente
la sécrétion d’insuline en condition de clamp hyperglycémique, pour lequel la glycémie est
stabilisée a 20mM (214). Je noterai que 1’effet du GLP-1 cérébral s’assimilerait donc a 1’effet
du GLP-1 sécrété par I’intestin qui est insulinosécrétagogue (140). Seuls les neurones du
noyau arqué de 1’hypothalamus, qui regrouperait 68% des récepteurs au GLP-1, pourrait

réguler la sécrétion d’insuline et la glycémie (215).
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Lors d’un clamp hyperglycémique hyperinsulinémique avec du glucose radiomarqué, la
perfusion intracérébroventriculaire d’exendine 4 augmenterait la synthése de glycogeéne dans
le foie au depend des muscles (214). L’action du GLP-1 est relayée par un message nerveux
puisque cet effet ne se retrouve plus lorsque les muscles sont dénervés. Comme le foie est un
organe de stockage de I’énergie, ce mécanisme d’action induit par le GLP-1 cérébral peut étre
interprété comme une préparation de 1’organisme a une réserve d’énergie jusqu’au prochain

repas.

Dans un second temps, Knauf et coll. mettent en lien la détection de glucose entérique
et ’effet du GLP-1 cérébral (85). En effet, des souris qui recoivent une solution de glucose
dans ’estomac et, qui sont perfusées dans les ventricules latéraux par 1’antagoniste du GLP-
1, I’exendine 9, présentent une diminution la synthese de glycogéne hépatique aux dépends
des muscles par rapport a des souris témoins. La détection intestinale de glucose qui émet un
message aux centres intégrateurs du cerveau, serait donc dépendante du récepteur au GLP-1
situés sur les noyaux de I’hypothalamus pour favoriser 1’utilisation du glucose par les tissus

périphériques (85).

8. Une demi-vie courte du GLP-1 et des effets pléthoriques ?

Le GLP-1 a donc de nombreuses fonctions métaboliques pour le contréle de la
glycémie. Néanmoins, des les premiéres minutes de détection intestinale des nutriments, il est
sécrété dans la circulation mésentérique et trés rapidement dégradé. Comment le GLP-1 peut-
il avoir ces effets pléthoriques en ayant & priori un champ d’action restreint a 1’intestin et la

veine porte?

L’explication la plus plausible serait que le GLP-1 agirait par effet paracrine sur I’intestin et

la veine porte pour recruter I’axe « intestin cerveau ».

a. Effetindirect du GLP-1 sur la sphére gastro-intestinale

Dans la sphére entéro-gastrique, le GLP-1 inhiberait indirectement la motilité gastrique, la
vidange et les sécréetions gastriques ce qui concourrent a augmenter le volume de 1’estomac.

Les mécanismes d’action du GLP-1 sur I’estomac sont peu connus. Le GLP-1 activerait les
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récepteurs a2 adrénergiques du nerf vague. Cette activation nerveuse nécessiterait un relais
cérébral (216; 217).

b. Effet indirect du GLP-1 sur le pancréas

En plus d’un effet supposé direct sur les cellules B du pancréas, I’effet
insulinotropique du GLP-1 serait aussi induit par une activation du nerf vague. Ainsi, sur des
rats, lorsque I’activit¢ du nerf vague est inhibé par un agent pharmacologique, la
chlorisondamine, le GLP-1 injecté dans la veine porte n’induit plus une augmentation de la

sécrétion d’insuline (218).

Ainsi, il est donc suggéré que le GLP-1, sécrété dans la lamina propria de I’intestin

agit via « I’arc réflexe metabolique » (105).

9. Comment le GLP-1 endogene peut-il étre étudié?

Les études présentées jusqu’ici sont réalisées grace a 1’utilisation du GLP-1 natif ou
d’un agoniste du récepteur, I’exendine 4. Ces outils biochimiques contrecarrent le probléme

de la dégradation du GLP-1 mais biaisent I’étude de son activité endogéne.

L’utilisation de I’antagoniste du récepteur au GLP-1, I’exendine 9, est donc un outil pour
déterminer 1’effet du GLP-1 endogéne. Je soulignerai qu’in vitro il est définit comme un

agoniste inverse puisqu’il induit un effet propre, a savoir une diminution de I’AMPc (219).

Les inhibiteurs de DPP-IV sont des nouveaux outils pharmacologiques qui peuvent
nous aider a mieux comprendre le mode d’action du GLP-1 endogéne. En effet, ils
augmentent la demi-vie du GLP-1 endogéne activé par une charge orale de glucose ce qui
induit une augmentation de sa concentration active au moins dans la veine porte. Ceci permet
d’étudier les fonctions paracrine et endocrine du GLP-1, respectivement dans la sphére

entéro-portale et le sang systémique dans un contexte qui se rapproche de la physiologie.
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VII- Le GLP-1 endogene étudié grace aux inhibiteurs de la DPP-1V

1. Lessubstrats de la DPP-1V

En 1993, il est démontré que les principales incrétines (GIP et GLP-1) sont clivees par
la DPP-IV (174). Cependant la DPP-IV a de nombreux substrats qui se classent en deux
groupes. Certains substrats sont impliqués dans le métabolisme comme le GLP-1, le GIP,
NPY... D’autres sont des substrats qui ont des fonctions immunitaires telles que 1’aprotinine,
IL1-B, IGF-1.... (220; 221) (Figure 40).

La DPP-IV (ou CD26) serait aussi nécessaire pour le recrutement des cellules progénitrices et
des cellules souches hématopoiétiques chémoattractantes en agissant sur un facteur, le
CXCL12 (222).

Peptides / / Peptides
a effets :' sans effets
métaboliques \\ métabolique

N

GLP-1 GRP
GLP-2 Bradykinine
GIP |
Glucagon IL-18
GRH IGF-1
NPY Prolactine
PYY Trypsinogéene

Substance P HCG

RANTES Aprotinine

PACAP

Figure 40 : Les substrats de la DPP-IV sont des peptides avec (jaune) ou sans (blanc) effets
métaboliques (modifié d’apres (220)).

91



La dégradation des substrats de la DPP-IV induit une perte de fonction pour certains

substrats tels que le GLP-1, le GIP. En revanche, la scission du neuropeptide Y (NPY) par la
DPP-IV induit un meétabolite actif, le polypeptide Y (PPY). (220).

2. Les différents inhibiteurs pharmacologiques de la DPP-1V

De nombreux inhibiteurs de la DPP-1V ont été développés comme la valine

pyrrolidine, la sitaglitpine, la vildagliptine (223) (Figure 41). Ces molécules agissent par

inhibition compétitive avec 80 a 90% d’efficacité (223; 224).
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Figure 41 : Présentation des différents inhibiteurs de DPP-1V (223).
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3. Les effets du GLP-1 actif endogéne mis en évidence par les inhibiteurs de la
DPP-1V

Lors d’un repas test, I’administration par voie orale d’un inhibiteur de la DPP-IV
augmente la concentration plasmatique du GLP-1 actif dans une proportion physiologique de
2 a 4 fois la valeur témoin. L’effet endogeéne du GLP-1 sur la régulation de la glycémie peut
donc étre étudié. Ainsi chez des souris femelles, nourries pendant 3 & 4 mois par un régime
standard, I’injection par voie orale de valin pyrrolidine augmente la sécrétion d’insuline lors
des 30 premiéres minutes et de maniére concomitante a I’augmentation de GLP-1 plasmatique
(225) (Figure 42). Cette augmentation de I’insuline plasmatique expliquerait I’amélioration de
la tolérance au glucose ce qui conforte le concept incrétine. Cet effet insulinotrope
potentialisé par I’inhibiteur de DPP-1V est retrouvé chez les cochons anesthésiés (226).
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Figure 42 : Sur des souris femelles, effet de 1’inhibiteur de DPP-IV, valine pyrrolidide, sur
I’insulinémie, la glycémie et la concentration de GLP-1 plasmatique suite a une charge orale
en glucose (225).

De la méme maniere, la tolérance au glucose est améliorée chez des souris femelles
mutées pour CD26 (CD26-/-) et elles présentent aussi une augmentation de la concentration
de GLP-1 et de I’insuline plasmatique (227) (Figure 43).
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Figure 43 : Sur des souris CD26-/-, une charge orale en glucose diminue la glycémie,
augmente ’insulinémie et le GLP-1 plasmatique (227).

Je noterai que Drucker et coll. mettent en évidence que, sur des souris males agés de 6
semaines, lors d’un clamp hyperinsulinémique hyperglycémique réalisé par voie
intraveineuse, 1’injection de sitagliptine, administrée par voie veineuse, augmente 1’inhibition
de la PEG a I’inverse de I’exendine 4 (228) (Figure 44). Ce résultat suggere que la sécrétion
de GLP-1 dans la veine hépato-portale (ce qui n’est pas restaurée par 1’agoniste) est
nécessaire au contréle de la production endogene de glucose. Cet effet pourrait étre du au

contréle de la sécrétion de glucagon.

Ce resultat montre aussi la différence d’effet entre les agonistes du GLP-1 et I’effet du GLP-1
endogéne sous forme active. Je reléverai que la sécrétion de GLP-1 intestinal est dépendante
d’une stimulation entérique par le glucose. Ce résultat suggere donc que la sitagliptine
régulerait la glycémie indépendamment d’une sécrétion de GLP-1 intestinale. Une autre

hypothése serait que lors du clamp réalisé pendant trois heures, qui n’est pas la condition
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expérimentale qui se rapproche le plus de la physiologie, le glucose qui a atteint les veines

mésentériques a pu stimuler une sécrétion entérique de GLP-1.

40 Basal Clamp
[ Saline
7 Exendin-4
30 B Des-F-sitagliptin
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Figure 44: sur des souris males C57/Bl6, lors d’un clamp hyperglycémique
hyperinsulinémique, 1’exendine 4 n’augmente pas la production hépatique de glucose (EGP) a
la différence de la des-F-sitagliptin qui la diminue de 100% (228).

=>Ainsi, le GLP-1 endogene aurait bien les effets decrits par ses analogues et cautionne bien

I’utilisation des inhibiteurs de DPP-IV a des fins thérapeutiques notamment pour le traitement

du diabéte de type II.

B/ Physiopathologie : le diabéte de type 11

Le diabéte de type Il a été caractérisé par ’OMS comme étant une pandémie
mondiale. En effet, de 1958a 1998, il est estimé que le nombre de sujets présentant un diabete

de type Il est passé de 1,5 million (1% de la population) & 10,5 millions. En France, en 1998,
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entre 1,2 et 1,5 millions de personnes ont un diabéte de type Il. Les spécialistes estiment que
dans les années 2000 -2025, 150 a 300 millions de personnes seraient atteintes de ce désordre
métabolique (229). Cette prévalence alarmante serait en partie liée a 1’allongement de la durée

de vie et a I’augmentation de la population vieillissante (60% des diabétiques ont entre 55 et

75 ans).

I- Définition et caractéristiques du diabete

1. Définition

Le diabete de type II est selon I’OMS une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas
ne produit pas suffisamment d’insuline ou que 1’organisme n’utilise pas correctement

I’insuline qu’il produit.

2. Diagnostique et complications

Le diagnostic du diabete de type Il est établi lorsque la glycémie a jeun est, a deux
reprises consecutives, supérieure a 1,26 g/L ou, lorsqu’une hyperglycémie est maintenue
suite a un repas standardisé. Cette hyperglycémie est due a une association, en combinaison
variable, d’un défaut de 1’action et de la sécrétion d’insuline. Une insulinorésistance et une

insulinémie inapproprice a I’hyperglycémie sont les caractéristiques principales du diabéte.

A long terme, le diabéte de type Il se caractérise par la présence de glucose dans les
urines, dit « diabéte sucré ». Ce symptome suggere que 1’hyperglycémie est constante et
présage d’une atteinte possible d’autres organes pour lesquels des complications telles que
la rétinopathie (perte de la vue), la neuropathie périphérique et centrale, la néphropathie, la
micro et macroangiopathie et les maladies cardiovasculaires (I’hypertension, I’athérosclérose)
peuvent se développer. D’autre part, le diabéte de type Il est souvent associé a une prise de
poids excessive caractérisant alors une obésité sans que 1’on ne sache lequel des deux facteurs

(diabéte ou obésité) en est la cause ou la conséquence.
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3. Origines de la pathologie
a. Genétigque

Des facteurs génétiques seraient susceptibles d’induire un diabéte de type II. Des
geénes tels que la séquence codante pour le récepteur a 1’insuline, la leptine, ou des enzymes
de la glycolyse (glucokinase), ainsi que des facteurs de transcription (HNF), seraient a
I’origine du développement du diabéte de type 11 (230; 231). 11 est estimé que dans 1’ensemble
du génome 10% des genes pourraient étre impliqués dans le développement de cette maladie
(232).

Par exemple, la glucokinase (GK) dans le pancréas et le foie est une enzyme clé
régulatrice de la glycolyse (233). Une mutation de ce gene peut étre détectee des la naissance.
Lorsqu’une hétérozygotie de ce gene est exprimée, I’enzyme GK est inactive et, I’individu
présente alors une hyperglycémie ou une hypoglycémie (234). Une mutation homozygote
peut entrainer un phénotype plus sévere. Les mutations du géene de la GK sont réparties
aléatoirement sur ’ensemble du geéne et, sont non communes entre individus ce qui peut

rendre difficile le diagnostic de ce gene.

Associées aux causes génétiques le role de I’environnement est non seulement

important mais devient capital compte tenu du changement d’habitudes alimentaires.

b. Environnementales

i. Laflore bactérienne

Présentation

Une des nouvelles causes environnementales actuellement mise en exergue est

I’impact de la flore bactérienne sur la modulation de 1’équilibre glucidique.

La flore bactérienne intestinale s’acquicre dés les premiers mois et jusqu’aux deux premiéres

années qui suivent la naissance. A 1’age adulte la diversité de la flore intestinale est stable et
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unique pour chaque individu. Celle-ci est cependant sujette a de nombreuses influences telles

que I’antibiothérapie, et bien sur 1’alimentation.

Les expériences clés qui ont mis en évidence le role de la flore dans le contréle de
I’homéostasie énergétique sont celles développées par 1’équipe de JI Gordon. Ils démontrent
que des souris dépourvues de flore intestinale, dites axéniques, ont une meilleure tolérance au
glucose avec une consommation énergétique supérieure (235). Des souris axéniques qui ont
été recolonisees par une flore intestinale de souris nourries par un régime standard, ont une
augmentation de 60% de leur tissu adipeux (236). Ainsi, la flore bactérienne serait un des

premiers gestionnaires de 1’énergie ingérée qui conditionnerait alors la glycémie.

Ces études me permettent de soulever quelques questions : chez des souris axéniques,
I’intestin doit subir un remodelage structurel (jonction, nombre de cellules...) et fonctionnel
(transport, endocytose, exocytose..) de ses différentes populations cellulaires (les cellules
épithéliales, immunitaires ou nerveuses) qui doit avoir un effet propre sur la modulation de la
glycémie. La recolonisation d’un intestin par une flore bactérienne retrouve-t-il les mémes
fonctions métaboliques qu’un intestin témoin ? Ce qui revient a déterminer quelle est 1’acteur

le plus conséquent sur la régulation de la glycémie : la modulation de la flore ou de I’intestin ?

Mécanisme

Un des modes d’action des bactéries sur 1’organisme serait la sécrétion dans le sang de
facteurs hautement inflammatogenes, les lipopolysaccharides (LPS). Par fixation a leur
récepteur CD14/TLR4 sur les cellules immunitaires telles que les macrophages, les LPS

induisent la sécrétion de cytokines inflammatoires et favorisent I’insulinorésistance (237)

(238) (Figure 45).

Traitement

Un des moyens de moduler la flore bactérienne est 1’utilisation des prébiotiques et des
probiotiques. Ainsi, 1’utilisation de prébiotiques composés d’oligofructoses améliorent la

tolérance au glucose et a 1’insuline (239). Ils induisent aussi une augmentation de 1’expression
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et de la sécrétion de GLP-1. En présence de 1’antagoniste du récepteur au GLP-1, I’exendine
9, les oligofructans ne diminuent plus la glycémie chez des souris diabétiques (239-241). Il

existerait donc une étroite relation entre le GLP-1 et les sécrétions d’origine bactérienne.

La composition de 1’alimentation peut aussi modifier la composition de la flore. En effet,
des sujets obeses ont une flore bactérienne différente de celles de sujets minces (242). La flore
bactérienne des sujets obéses soumis a un régime hypocalorique s’assimile au cours du temps
a celles des sujets minces. A I’inverse, au cours des derniéres décennies notre changement de
régime alimentaire, qui a la base était constituée de fibres (non énergétique) et qui a
progressivement été remplacé par des graisses d’origine animale, a conditionné un
changement de flore qui peut étre associé au développement simultané de la recrudescence du
nombre de diabétiques et de sujets en exces de poids ou obéses. Le régime alimentaire serait

donc décisif de notre population bactérienne.

=>Une des causes premieres de la modulation de la flore intestinale et donc de I’installation

du diabete de type Il, semble donc bien étre le régime alimentaire.
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Figure 45: Role de la flore bactérienne sur la régulation de la glycémie. La modification de la
composition de la flore intestinale par les nutriments, notamment les lipides, favorise la
sécrétion dans le sang circulant de facteurs inflammatogénes, les LPS. Par leur fixation sur les
macrophages, les LPS agissent sur le foie le tissu adipeux et, les muscles et induisent une
insulinorésistance périphérique (238).

ii. La surcharge énergétique : régime alimentaire et sédentarité

Le deuxieme facteur environnemental incriminé et, largement considéré, est donc le
régime alimentaire, précisément la surcharge énergétique. Des sujets dont la dépense
énergétique est inférieure a 1’apport énergétique développent une obésité souvent associée a
un diabéte de type II. Un régime alimentaire riche en calories tel qu’un régime riche en
graisse (lipides = 9kcal/g) associé a une sédentarité, induit donc une surcharge énergétique
et le développement des maladies métaboliques.
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I1- L’insulinorésistance et le défaut de sécrétion de I’insuline

1. Caractéristiques

Le diabéte de type Il est caractérisé par différents parametres qui sont une

hyperglycémie, une hyperlipidémie et, une insulinorésistance étroitement interconnectées.

En clinique la mise en évidence de I’insulinorésistance est souvent confondue par le
défaut de sécrétion d’insuline, qui en combinaison variable avec 1’insulinorésistance des

tissus, favorise des glycémies élevées, une intolérance au glucose puis le diabete de type II.

2. Théorie de I’évolution de I’insulinorésistance

Un défaut progressif de 1’action de I’insuline sur les tissus cibles que sont
principalement les muscles, le tissu adipeux, et le foie, caractérise I’insulinorésistance (15).
Une insulinorésistance précede le diabéte de type Il. Ainsi, lors des phases initiales, la
glycémie est maintenue a sa norme au détriment d’une hypersécrétion d’insuline (Figure 46).
Le pancréas adapte sa sécrétion d’insuline en fonction de la glycémie a réguler, qui doit rester
dans une zone physiologique afin d’assurer le fonctionnement des mécanismes enzymatiques
des cellules et de leur transport du glucose. L’adaptation du pancréas a I’insulinorésistance
dépendrait de sa capacité a augmenter le nombre de cellules B a partir de précurseurs (15).
Ceci a ¢té montré chez I’animal mais reste a définir chez I’Homme. Lors de 1’évolution de la
maladie, la sécrétion de I’insuline devient insuffisante. Dés lors la glycémie a jeun augmente ;
il s’agit alors de 1’état diabétique. Dans I’ensemble, 1’association en combinaison variable de
I’insulinosensibilité et d’un défaut de sécrétion d’insuline définit le développement du
diabéte. Les facteurs de risques qui définissent 1’insulinorésistance et le défaut de sécrétion

d’insuline sont multiples.
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Figure 46: Corrélation entre les Tlots pancréatiques capable de sécréter 1’insuline et la
glycémie au cours de I’installation de I’insulinorésistance et du diabete de type Il. Le tissu
adipeux produirait des facteurs inducteurs d’insulinorésistance (adipokines, acides gras,
inflammation) qui altérerent les cellules B du pancréas (15).

a. L’insulinorésistance, perte d’action de ’insuline sur les tissus cibles

Comme nous ’avons vu, I’insuline est une hormone clé¢ dans la régulation de la
glycémie par ses effets anaboliques dans le foie, les muscles et le tissu adipeux. Des
altérations dans la voie de signalisation de I’insuline (Figure 5 et 6), du récepteur aux
effecteurs moléculaires, participent donc a la perte de sensibilité a cette hormone dans ces
organes cibles.

Ainsi, chez des souris, la délétion du récepteur a 1’insuline spécifiquement dans le foie

par systeme Cre_lox induit une perte de la phosphorylation des IRS1 et IRS2 ce qui empéche
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le stockage du glycogene hépatique et I’inhibition de la production hépatique de glucose par
I’insuline (243). En effet, la mutation des différents IRS induit aussi une insulinorésistance et
une intolérance au glucose (244). De la méme maniere, des souris exprimant une protéine a
effet dominant négatif de I’activité la PI3K spécifique du foie présentent une intolérance au
glucose et une hyperinsulinémie (245). Les effets bloqués de I’insuline sur le foie favorisent

alors I’installation d’une hyperglycémie et d’une hyperlipidémie.

La délétion du récepteur a I’insuline spécifiquement dans le muscle n’induit pas
d’intolérance au glucose de l’organisme bien qu’il soit observé une augmentation de la
sécrétion d’insuline et une hyperlipidémie (246). Les muscles ne semblent donc pas étre les

premiers organes sensibles a I’insulinorésistance.

Le tissu adipeux est le tissu qui permet de stocker 1’excés d’énergie par hypertrophie
et hyperphagie des adipocytes. Ainsi, il serait un tissu tampon a I’installation de
I’insulinorésistance puisque I’excés d’acides gras et de glucose peut y étre stocke. Il peut étre
aussi considéré comme un tissu inducteur de désordre métabolique. Ainsi, des souris
invalidées pour I’expression du récepteur a I’insuline dans le tissu adipeux sont maigres et ont
une meilleure tolérance au glucose que des souris saines, ce qui est corrélé a une diminution
des facteurs de transcription impliqués dans le stockage des graisses tels que SREBP (247).
La meilleure tolérance au glucose de ces souris peut s’expliquer par la diminution de la
production de facteurs inflammatoires qui induisent 1’insulinorésistance. Ainsi, au cours du
stockage des graisses, les macrophages s’infiltrent dans le tissu, et augmentent la production
de cytokines et de facteurs inflammatoires tels que IL6 (interleukine 6), TNFo (tumor
necrosis factor o), ce qui crée un état inflammatoire faible, dit état d’inflammation
métabolique (45; 248) (Figure 46). Cette inflammation initiée semble participer au
déclanchement de I’insulinorésistance puisque chez des rats obéses la neutralisation du TNFa
produit par le tissu adipeux améliore la sensibilité a I’insuline et la capture de glucose par les

tissus (249).

Face a cette perte progressive de sensibilit¢ a I’insuline par les tissus cibles, les
cellules B du pancréas compenseraient par une hypersécrétion d’insuline via une
augmentation du nombre de cellule B, ce qui permettrait de maintenir la glycémie a une
valeur physiologique.
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b. Compensation de la cellule B du pancréas : augmentation de la sécrétion

d’insuline

Les mécanismes par lesquels la prolifération des cellules B et I’augmentation de la
sécrétion d’insuline qui permettent une compensation a la perte d’efficacité de 1’insuline sur

les tissus cibles sont d’origine nerveuse, endocriniennes et, métaboliques.

i. Stimilus nerveux

Le systétme nerveux parasympathique qui innerve le pancréas participerait a
I’augmentation de sécrétion d’insuline. En effet, la vagotomie chez des souris ob/ob réduit
I’hyperinsulinémie (250). L’information nerveuse partant du VMH transmise au nerf vague

serait impliquée, et nécessiteraient les récepteurs cholinergiques de ce dernier (251).

ii. Stimulus endocrinien

Des chiens nourris avec une complémentation nutritionnelle en lipides, deviennent au
fur et a mesure insulinorésistants. Un des mécanismes de compensation serait la sécrétion de
GLP-1 qui est corrélée a I’augmentation de la sécrétion d’insuline (252). Dans I’ « arc réflexe
métabolique », les stimuli intestinaux, auraient donc un réle anticipateur mais aussi protecteur
face a I’insulinorésistance en favorisant la sécrétion d’incrétines. Comme nous 1’avons vu, le
GLP-1 est aussi connu pour avoir un effet prolifératif sur la cellule B notamment en activant
le gene inducteur de prolifération cellulaire, PDX1 (253; 254).

iii. Stimulus métaboligue : glucose, acides gras

L’effet des acides gras sur la cellule B est dépendant de leur durée d’exposition. En
effet, des rats exposes pendant 3 heures a une solution riche en lipides (intralipid, IL) ont une
augmentation de 86% de la sécrétion d’insuline par rapport aux témoins (255). Par contre, des
rat perfusés pendant 48h a une solution d’IL ont une sécrétion d’insuline diminué de 40%

(255). Ainsi une exposition longue (de plusieurs heures) aux lipides diminue la sécrétion
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d’insuline et devient toxique pour la cellule B. La synergic de ’effet délétere du glucose et

des lipides sur la cellule B du pancréas s’appelle la glucolipotoxicite.

c. Glucolipotoxicité et apoptose de la cellule B.

Lorsque les flux d’acides gras et de glucose augmentent dans le sang, la cellule B
augmente la métabolisation du glucose et des acides gras. En effet, une partie des acides gras
qui pénetrent dans la cellule B, sont métabolisés en acyl coA puis transportés dans la
mitochondrie par la CPT-1 (56; 256) (Figure 16) . Les acyls CoA sont alors oxydés pour
produire de 1’énergie a la cellule. Et, le glucose est métabolisé en pyruvate puis en acétyl coA
pour étre oxydé dans le cycle de Krebs. Or, lorsque la consommation de glucose augmente,
une partie de 1’acétyl coA produit, est métabolisé en malonyl coA (Figure 47). Une
concentration élevée de malonyl coA (257) inhibe donc la CPT-1 ce qui empéche I’oxydation
des acyl coA. Les acyls coA peuvent alors devenir toxiques pour la cellule. En effet,
I’oxydation excessive des acyls COA associée a un ralentissement de 1’accepteur d’électrons
génére des especes réactives de I’oxygene (les ROS). Celles-ci sont des molécules radicalaires
susceptibles d’altérer I’ADN de la cellule (258; 259). Le taux élevé de malonyl coA peut aussi
générer des complexes lipidiques, notamment des céramides, et des inducteurs d’apoptose

par ’activation de la iNOS ( inductible nitric oxyde synthase) (260).
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Figure 47: schématisation de la glycolyse (a droite) et de I’oxydation des acides gras (FFA)
(a4 gauche) reliées a la sécrétion de I’insuline. Lors d’exces d’énergie le glucose est métabolisé
en malonyl coA (Mal-CoA) pour inhiber la B-oxydation (au centre) (56).

En conclusion, la glucolipotoxicite est possible seulement en condition
d’augmentation des flux de glucose et d’acides gras. D’ou provient cette augmentation des
flux de ces deux substrats énergétiques en sachant que la perte d’efficacité des effets
anabolisants de 1’insuline sur les tissus périphériques n’est pas principalement d’origine
génétique ? L’insulinorésistance proviendrait donc d’une cause environnementale, un
régime nutritionnel riche en lipides. Dans des conditions d’hyperlipidémie chroniques, les
lipides d’origine nutritionnelle agiraient donc sur les tissus périphériques et perturberaient
alors de la voie de I’insuline et altéreraient sa sécrétion (Figure 48). Quels sont donc

précisément les effets physiopathologiques des lipides ?
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Figure 48: Les acides gras circulants agissent sur différents tissus (foie, pancréas, tissu
adipeux, muscles) et induisent une hyperinsulinémie propice a I’insulinorésistance (261).

I11- Les lipides

1. Les lipides qui rendent diabétiques

Parmi la famille des acides gras, il est distingué les oméga 3 et les oméga 6 qui sont de
acides gras polyinsaturés respectivement a partir du carbone 3 et 6 (262; 263). IllIs sont
essentiels car ils ne sont pas produits par ’organisme. Ils proviennent d’huiles végétales

comme 1’huile de colza, de soja, et dans les poissons gras comme le saumon, la sardine.

Leur structure faite de double liaison réduit leur mobilité, néamoins elle leur permet de
s’incorporer aux membranes cellulaires. Ils participent aussi & la régulation de la
reproduction, la coagulation et ont un réle anti-inflammation. Ils auraient un rdle protecteur
sur les cellules nerveuses, cardiaques, les vaisseaux et, la peau ce qui éviterait la
neurodégénération, les problemes cardiovasculaires, le vieillissement de la peau et les

cancers. lls agiraient via des récepteurs nucléaires, les PPAR (264).
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Les « mauvais » lipides sont les acides gras saturés qui proviennent de 1’absorption de
graisses animales (lait, fromage, viande), des huiles hydrogénées cuites comme I’huile de
tournesol. 1ls sont répertoriés en fonction leur nombre de carbones. On distinguera donc par

exemple 1’acide palmitique (n=16), I’acide stéarique (n=18) ou, arachidique (n=20).

A forte concentration dans le sang, ils deviennent des facteurs de risques puisqu’ils sont
susceptibles d’induire la lipotoxicité des organes en créant un stress oxydant, et orientant la
cellule vers I’apoptose (265). lls sont donc des précurseurs du développement de maladies

telles que 1’athéroscléose et le diabéte de type 11 (265).

2. Effet physiopathologique des lipides et des dérivés lipidigues

Les effets physiologiques et physiopathologiques des lipides sont difficilement
dissociables car expérimentalement ils sont fonction du temps de perfusion des lipides, du
modele animal et du protocole expérimental. Les effets physiologiques des lipides que je vous
al présentés ci avant (inhibition de la PEG, augmentation de la sécrétion d’insuline) peuvent
étre interprétés dans un premier temps comme des mécanismes d’adaptation contre
I’insulinorésistance notamment par le sensing hypothalamique. Néanmoins, a plus long terme
ils s’inscrivent dans un contexte physiopathologique en ayant des effets insulinorésistants. Je

choisis donc quelques exemples pour vous le démontrer.

Une consommation excessive de nourriture riche en lipides induit une balance
énergétique positive qui se traduit par un stockage ectopique de lipides dans les tissus
induisant une insulinorésistance. A I’inverse, chez I’homme et les rongeurs, une restriction

calorique restaure la sensibilité a I’insuline (266).

a. Effet sur la voie de signalisation de I’insuline

Les dérivés lipidiques générés lors d’un exces d’énergie, peuvent perturber la voie de
signalisation de I’insuline et favoriser 1’insulinorésistance en agissant sur différents acteurs
moléculaires. Ainsi, les céramides sont connus pour inhiber la PI3K qui altere alors le

transport de glucose induit par ’insuline (267). lls peuvent aussi empécher le recrutement du
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complexe protéique PKB/Akt (268) et diminuer les effets de I’insuline. Une inhibition
pharmacalogique de la production des céramides restaure partiellement la sensibilité a
I’insuline (45). Le diacylglycérol (DAG) et les ceramides, activent aussi différents isoformes
de la protéine kinase C (PKC) (269). Cette derniére inhibe alors 1’activité tyrosine kinase du
récepteur a I’insuline ou inhibe les IRS par déphosphorylation (270; 271).

b. Effet sur le muscle et le foie

Les dérivés lipidiques dans le muscle altereraient la capture de glucose et la synthese
de glycogéne stimulée par I’insuline (272). Néanmoins les preuves restent insuffisantes. Et,
les muscles des athlétes hautement entrainés contiennent des réserves de lipides qui semblent

favorables a la dépense énergétique de leur muscle (272).

D’apres les travaux de Lam et coll. (273), apres vingt quatre heures de jelne, des rats
sont perfusés par voie intraveineuse avec une solution de lipides (Intralipid) pendant deux ou
sept heures. Les effets s’observent surtout aprés sept heurs de perfusions. A la fin de la
perfusion de lipides, la PEG est augmentée par rapport a celle des rats perfusés avec une
solution saline. Les effets des lipides sur le contrdle de la glycémie seraient liés au sensing
hypothalamique des lipides. Les auteurs bloguent donc les canaux K* sensibles a ’ATP dans
le cerveau pour analyser 1’effet des lipides sur la PEG au cours d’un clamp
hyperinsulinémique euglycémique. Dans ces conditions, les lipides ont induit une diminution
de PEG ce qui valide leur hypothese. D’autre part, les lipides qui agissent sur I’hypothalamus
induiraient une inhibition de 1’activité de la glucokinase hépatique stimulée par I’insuline

ainsi qu’une augmentation de I’activité de la glucose 6 phosphatase (273; 274).

3. Dommage oxydatif par les lipides

L’oxydation des lipides induit des espéces réactives de I’oxygene (ROS).
L’augmentation de 1’oxydation des acyls coA suscite une augmentation du fonctionnement de
la chaine respiratoire corrélée a une diminution de la consommation d’oxygéne. Le gradient

d’¢électrons n’est donc pas suffisamment tamponné. Ils peuvent alors se fixer a 1’oxygene qui
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s’oxyde en ion super oxyde (0;7) ; Ce dernier engendre des réactions en chaines d’espéces
radicalaires, ce sont les espéces réactives a 1’oxygéne (ROS). Ainsi, les lipides par leur
chaines insaturées peuvent étre péroxydés, notamment dans le muscle (271) (Figure 49). Les
ROS et les lipides péroxydés sont des molécules extrémement réactives qui peuvent alors
modifier les conformations stériques des molécules voisines telles que les enzymes et les
acides nucléiques. Ainsi, nucléotides et protéines peuvent perdre ou acquérir des fonctions

différentes au risque de déréguler leur fonction primaire et les fonctions de la cellule (275).
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Figure 49: Cascade de réactions radicalaires a partir de 1’0,". qui peuvent aboutir a la
peroxydation des lipides (50).

La consommation excessive de lipides favorise donc le développement de
I’insulinorésistance et du diabéte de type II. Les incrétines sont des hormones hautement
impliquées dans la sécrétion de I’insuline, dont les effets ne semblent pas abolis dans le
diabete de type II. C’est pourquoi cette maladie métabolique peut €tre envisagée, en partie,
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comme une absence ou une perte d’effet du GLP-1 (276). Ainsi, différentes stratégies
thérapeutiques décrites ci-avant se sont développées pour restaurer I’effet du GLP-1. Je vous

exposerai donc les effets des inhibiteurs de DPP-1V dans le traitement du diabéte de type II.

IV- Le diabete de type Il et les inhibiteurs de DPP-1V

1. Pourquoi choisir les inhibiteurs de DPP-1V en thérapeutique ?

Etant donneé la dégradation rapide du GLP-1, les effets d’une injection aigué de GLP-
1 natif, par voie intraveineuse ou sous cutanée, sont de courte durée (deux heures). L’injection

continue de cette molécule n’est pas une solution a envisager en thérapeutique (277).

Les analogues du GLP-1, tels que la liraglutide, et d’agonistes, tels que 1’exendine,
possédent des acides aminés qui sont sensibles a la DPP-1V, notamment I’alanine en position
8, qui ont été remplacés pour augmenter la demi-vie du peptide. Malgré un effet bénéfique
sur la tolérance au glucose chez le patients de type Il, ils induisent des effets secondaires

comme la nausée, les vomissements et les diarrhées (277).

Le dernier outil thérapeutique développé a donc été les inhibiteurs de DPP-IV. La
posologie est de 100-200mg en une ou deux prises orales puisque leur durée d’action est
d’environ vingt quatre heures (278). Ils peuvent néanmoins induire des hypoglycémies et,
n’induisent pas de perte de poids comme les analogues du GLP-1. Les principaux agents

utilisés sont la sitagliptine et la vildagliptine car ce serait les plus efficaces.

2. Effets thérapeutiques des inhibiteurs de DDP-1V

a. Effets pharmacologiques

Les inhibiteurs de DPP-IV augmenteraient de deux a trois fois la concentration
circulante sanguine de GLP-1 sous forme active (224; 278) ce qui suggere que chez le sujet
diabétique, I’absence de GLP-1 est du a un excés d’expression et/ou d’activité de la DPP-1V
ou proviendrait d’un defaut de sa sécrétion. En effet, des rats diabétiques ont une
augmentation de 1’activité de la DPP-IV dans I’intestin, le foie et le rein (279). De méme des
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souris diabétiques db/db présentent une augmentation de 1’activité de la DPP-IV dans le sang
(280).

Les agents pharmacologiques sont éliminés par les reins et le foie.

b. Effets métaboliques

L’utilisation des inhibiteurs de la DPP-IV en traitement thérapeutique chronique chez
les rongeurs (281; 282) et les patients diabétiques (283-286), diminue la glycémie a jeun et
post prandiale, 1’intolérance au glucose, la sécrétion de glucagon, et inversement augmente la
sécrétion d’insuline . A long terme, I’effet de ces agents thérapeutiques augmenterait le
nombre d’flots B du pancréas, tout au moins chez I’animal, ce qui favoriserait donc le
maintien du contréle de la glycémie. Cependant, bien que des évidences existent chez
I’animal aucune donnée claire n’est publiée chez I’Homme a ce jour (208). Cet effet est donc

encore a étudier.

Les inhibiteurs de DPP-IV n’agiraient pas sur la satiété et la vidange gastrique (287). D’un
point de vue physiologique, le contrdle de la satiété par le GLP-1 serait essentiellement du au
GLP-1 secrété dans le cerveau. Or, la DPP-IV n’est pas exprimé dans le cerveau (288). Ces
données suggerent donc que 1’action des inhibiteurs de la DPP-1V serait dépendante de
I’ « arc réflexe » pour lequel la régulation serait fonction d’un rapport entre la concentration

plasmatique de GLP-1 et de la concentration du GLP-1 cérébral.

D’autre part, un article releve que 100mg de vildagliptine donnés a des patients diabétiques
augmenteraient la sécrétion d’insuline et diminueraient la sécrétion de glucagon ce qui

induirait I’inhibition constatée de la PEG (289).

c. Traitement recommandé

Les inhibiteurs de la DPP-IV sont donc des agents thérapeutiques qui agissent
essentiellement sur les fonctions endocrines du pancréas. Or, le diabéte est la résultante en
combinaison variable, d’un défaut de I’action et de la sécrétion d’insuline. Le traitement du

diabete de type Il doit donc étre la combinaison d’un inhibiteur de la DPP-IV et d’une
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molécule qui augmente la sensibilité a I’insuline comme la metformine (290; 291). En effet, la

metformine inhibe la PEG et, améliore la sensibilité hépatique et musculaire de 1’insuline.
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PREMIERE PARTIE

Dans D’arc reflexe métabolique, la détection des nutriments par I’intestin induit
I’émission de signaux hormonaux, tels que le GLP-1, et nerveux, tels que 1’activation du nerf
vague, qui sont transmis au cerveau (1,2). Les centres intégrateurs du cerveau modulent alors
un nouveau message qui est distribué aux organes périphériques. Les messages intestinaux
semblent donc étre les premiers a préparer les organes périphériques a la régulation de la
glycémie (85). Ce concept est ainsi appelé « arc réflexe anticipateur ». Le systeme porte est
alors considéré comme un systeme précoce de régulation de la glycémie dépendant du glucose
(6) mais aussi d’une hormone sécrétée par 1’intestin, le GLP-1 (101). Ainsi, le GLP-1 semble
étre un signal entérique clé dans la régulation anticipée de la glycémie. Sa dégradation rapide
par la DPP-1V dés son arrivée dans la veine porte laisse supposer un role clé de cette enzyme

dans le contréle de cette hormone.

En effet, le GLP-1 est largement étudié, in vitro (105; (200) et in vivo (196; 197), pour
son effet insulinotrope. En présence de glucose, I’injection intraveineuse d’un agoniste du
GLP-1, I’exendine 4, induit une sécrétion de I’insuline. Néanmoins, ce protocole expérimental
ne refleéte pas les effets liés a la sécrétion physiologique du GLP-1. D’apres 1I’importance
physiologique du GLP-1 dans la régulation de la glycémie, il est essentiel d’éclaircir son
mode d’action qui reste jusqu’a aujourd’hui hypothétique. En effet sa dégradation rapide par
la DPP-1V dans la sphére entéro-portale semble paradoxale aux vastes effets du GLP-1 sur les

organes périphériques et notamment le pancréas.

La DPP-1V, est présente des la bordure en brosse des entérocytes, et les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins. Localisée alors tres t6t sur la route de sécrétion du GLP-1, elle
permet la dégradation rapide du GLP-1(7-37) endogéne en peptide métaboliquement inactif.
Ainsi, I’un des moyens d’étude du GLP-1 endogéne est I’utilisation des souris mutées pour la
DPP-1V (CD26-/-) (227) mais surtout par 1’utilisation des inhibiteurs de cette enzyme (225)
tels que la sitagliptine. La pharmacologie des inhibiteurs de la DPP-1V conditionne donc la
concentration de la forme active du GLP-1 et les effets qu’il induit. Ainsi, par 1’étude de
différentes doses de sitagliptine, qui conditionne la concentration du GLP-1 endogene dans la
sphére entéro-gastrique, nous pouvons analyser les différentes modalités de régulation de la

glycémie par cette hormone. Ces données dénoteraient alors une étape importante de la
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régulation de 1’axe « intestin-cerveau » via le signal du « GLP-1 entérique ». Par analogie la
dégradation contr6lée du GLP-1 mettra en eévidence le réle de la DPP-IV dans la
fonctionnalité de cette hormone. La DPP-IV serait alors une enzyme clé pour le maintien de

I’homéostasie glucidique.

Notre premier objectif a été de déterminer la dose orale minimale active de
sitagliptine qui inhibe I’activité de la DPP-1V dans la sphére entéro-portale et dont 1’effet du
GLP-1 endogéne régule la glycémie. Ainsi, nous pouvons déduire I’importance de la DPP-I1V

dans le contrdle du GLP-1 intestinal pour le contréle de la glycémie.

Notre second objectif a été de déterminer chez des souris saines, 1’effet d’une forte
dose de sitagliptine (40mg) qui permettait un blocage quasi-total de I’ensemble des activités
DPP-1V et ainsi d’étudier les conséquences de cette inhibition majeure sur la glycémie et
I’insulinémie suite a 1’augmentation de la concentration du GLP-1 (7-36) endogéne dans le

systeme porte.

DEUXIEME PARTIE

Notre premier axe de recherche a été d’élucider un des mécanismes de 1’axe « intestin-
cerveau » impliqué dans la régulation de la glycémie. Notre seconde approche a consisté a
déterminer un facteur qui altérerait I’intestin et d’analyser les conséquences sur la régulation

de la glycémie.

Un régime alimentaire riche en lipides est une des causes environnementales qui induit
I’insulinorésistance (262-267) et qui conduit au développement du diabéte de type Il. Ainsi,
I’é¢tude des lipides sur les tissus cibles tels que les muscles, le foie et le tissu adipeuX,
montrent qu’ils perturbent la voie de signalisation de 1’insuline et, qu’ils favoriseraient la
sécrétion d’insuline avant de devenir toxique pour les cellule B du pancréas. Certes, les
lipides circulants qui atteignent 1’hypothalamus auraient pour role d’informer les organes
périphériques de 1’état énergétique de 1’organisme. En effet, les acyls coA et leur oxydation
sont des « thermostats » de 1’utilisation de 1’énergie qui conditionneraient alors la régulation
de la glycémie (58-64). Mais sur une longue période, d’au moins 24 heures, cette information

préventive transmise par les noyaux de 1’hypothalamus devient insuffisante et provoque a son
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tour un état d’insulinorésistance. Il semble donc nécessaire d’aborder le probléme de
I’insulinorésistance plus en amont dans 1’ « arc réflexe métabolique » ce qui revient a étudier

I’effet des lipides nutritionnels dans 1’intestin.

Notre troisieme objectif a donc été de comparer les conséquences des lipides sur la
régulation de la glycémie dans des conditions ou seul I’intestin ou le cerveau est en présence
d’une charge en lipide qui équivaut a la prise d’un régime riche en graisse sur 24 heures. A la
fin des perfusions, un test de tolérance au glucose par voie orale est réalisé pour déterminer
I’impact du sensing entérique au glucose en fonction de la détection intestinale ou cerébrale
de lipides. Ainsi, selon «1’arc reflexe métabolique », nous avons déduit 1’importance du

message transmis au cerveau a partir sensing entérique au glucose.

Notre quatrieme objectif a été de déterminer des mécanismes moléculaires qui sont associés
a Deffet des lipides sur I’intestin et qui perturbent la régulation de la glycémie. Nous y avons
intégré une analyse d’électrophysiologie par la mesure de 1’activité du nerf vague sur des

souris perfusées par voie intragastrique.
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HFD

Cerveau
N
v NV«
Organes

Pancréas)

HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE

Représentation de la régulation de I’homéostasie glucidique par « I’arc réflexe métabolique
anticipateur ». Ce dernier est schématisé par 1’intestin, le cerveau et les organes périphériques
ainsi que les fleches qui les relient. Le marquage en vert indique ce qu’il se passe en condition
physiologique et donc de sensibilit¢ a I’insuline. Le marquage en rouge représente la
physiopathologie induite par un régime riche en lipides (HFD) et donc d’insulinorésistance.
Entre en jeu deux acteurs dans le contrdle de I’homéostasie glucidique: le GLP-1 en relation
avec la DPP-1V (vert) et les acides gras (rouge) dont leurs influence sur différents organes de
I’arc réflexe modulera la régulation de la glycémie. Les fleches noires annotées de point
d’interrogation indiquent les liens que mes questions de thése mettront en avant.
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PREMIERE PARTIE

La détection des nutriments par les cellules intestinales déclenche la sécrétion
d’hormones qui sont déversées dans les capillaires mésentériques puis la veine porte. Elles
peuvent alors participer a I’activation du systéme porte qui émet un message nerveux vers les
centres régulateurs du cerveau. En effet, elles activent les fibres nerveuses afférentes du nerf
vague qui s’acheminent vers le tronc cérébral. Ces messages nerveux et hormonaux
permettent de préparer a la régulation de la glycémie. Ainsi, une altération d’un des
mécanismes entéro-portaux, telles que la sécrétion et/ou ’effet de GLP-1 perturbe cet
équilibre glycémique (101; 292; 293).

Le GLP-1 est connu pour avoir de nombreux effets sur les organes périphériques
puisque son recepteur est exprimé sur differents organes (152 ; 184-187). Cependant sa
dégradation rapide de laquelle résulte une concentration circulante faible ne présage pas un
mode d’action direct sur les organes cibles. C’est pourquoi ses effets systémiques ont été
¢tayés via I’utilisation d’agonistes administrés par voie intraveineuse. Ces protocoles
expérimentaux ne prennent donc pas en considération la sécrétion endogene du GLP-1 et son
action sur I’axe «intestin-cerveau ». Ainsi, nous avons ¢étudié 1’effet de différentes
concentrations de GLP-1 (7-37) sur la glycémie. A cet effet nous avons utilisés un agent
pharmacologique, un inhibiteur de la DPP-1V, la sitagliptine. L’étude de différentes
concentrations plasmatiques de GLP-1 (7-37) endogéne dans la veine porte permet de mettre
aussi en évidence le role de la DPP-IV dans la régulation de la glycémie. Ainsi, le contréle de
la dégradation du GLP-1 par cette enzyme pourrait étre un modulateur des effets de cette

hormone.

A- Etude du contrble de la glycémie par une concentration faible de

sitagliptine (4pq) qui induit une concentration faible de GLP-1 (7-37) dans

la sphéere entéro-portale.

1. Détermination de la dose orale minimale active de la sitagliptine qui régule la

glycémie.
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Pour étudier ’effet de la forme active du GLP-1 endogéne sur la sphére entéro-portale
et I’ «arc réflexe métabolique anticipateur », nous avons déterminé la dose minimale de

sitagliptine qui permet I’amélioration de la tolérance au glucose.

Dans ces conditions, nous avons Vérifié que la concentration portale de GLP-1(7-37) n’était
pas augmentée. Il a été cependant impossible de démontrer que la concentration du GLP-1

actif dans les capillaires mésentérique était augmentée.

A cet effet, des souris saines C57BI/6J, males, agées de 11 semaines, ont été gavées
avec 0,4; 4 ; 40 ou 400pug de sitagliptine 30 minutes avant 1’administration orale de glucose.
Ainsi, nous avons déterminé la dose la plus faible pour laquelle la glycémie est diminuée par
rapport aux souris témoins traitées avec de ’eau. La concentration plasmatique portale de
GLP-1 et, I’activité de la DPP-IV dans les différents segments de I’intestin, dans le sang
portal et circulant ont été déterminées 15 minutes aprés la stimulation par le glucose.
L’insulinémie a aussi été mesurée a ce méme moment par prélévement de sang a la veine

caudale.

La dose orale de sitagliptine de 4pg/ souris induit une diminution significative de la
glycémie tout en conservant un pic glycémique a 300dg/ml (16,6mM), identique aux souris
témoins (figure 1A). A cette dose, I’activité de la DPP-IV n’a pas été inhibée dans le sang
portal et systémique (figure 1B, C) ce qui se correle a 1’absence d’augmentation de la
concentration plasmatique de GLP-1 dans le sang portal (figure 1D). Néanmoins, cet effet est
associé a une inhibition de 5% de D’activité de la DPP-IV dans le jéjunum ainsi qu’une
tendance dans I’iléon (figure 1E). L’efficacité entérique de la sitagliptine est renforcée par
I’utilisation d’une dose orale de 40ug de sitagliptine. En effet, la diminution de la glycémie
est alors accentuée et associée a une inhibition entérique (20%) et portale (5%) de la DPP-IV.
Cette inhibition de la DPP-IV n’a pourtant pas été suffisante pour augmenter la concentration
portale de GLP-1. L’augmentation de la dose de sitagliptine s’assimile a une augmentation de

I’insulinémie dés 40pg de sitagliptine (figure 1F).
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Figure 1: A) Test de tolérance au glucose par voie orale sur des souris gavées a la
sitagliptine (0,4 ;4 ;40 ;400ug/200ul) ou avec de 1’eau pour déterminer la dose minimale
active. Chez des souris gavées avec de 1’eau (barre blanche) ou avec de la sitagliptine a 4pg
(barre tachetée de points gris) ou 40ug (barre grise) B,C) % d’activité de la DPP-IV par
rapport a la condition eau dans le sang systémique (B) et la veine porte (C), D) concentration
plasmatique du GLP-1 (pM), E) % d’activité de 1a DPP-1V par rapport a la condition eau dans
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différents segments de I’intestin, F) insulinémie (pg/ml) mesurés 15 minutes apres la charge
orale en glucose.

Conclusion

La dose de 4ug de sitagliptine, qui inhibe la DPP-IV entérique sans inhiber la DPP-IV
portale, est la dose minimale active qui régule de la glycémie. Cette inhibition de la DPP-IV
entérique n’augmente pas la concentration du GLP-1 actif dans la veine porte ce qui
s’assimilerait a un effet « hypoglycémiant » du GLP-1 (7-37) dont la forme serait uniquement
stable et active dans I’intestin. Cette conclusion est appuyée par 1’effet hypoglycémiant induit
par la sitagliptine a 40ug ou I’inhibition entérique de la DPP-1V et portale sont augmentées
sans augmenter la concentration portale de GLP-1. D’autre part, 1’effet incrétine du GLP-1 est
amélioré a partir de la dose 40ug de sitagliptine. La régulation de la glycémie serait donc
dépendante de ’activité de la DPP-IV entérique qui permet la dégradation du GLP-1. Il est
donc nécessaire de s’assurer qu’a cette faible dose de sitagliptine, seule I’inhibition de la

DPP-IV entérique induit un effet sur la glycémie.

2. Est-ce que seule P’inhibition de la DPP-1V entérique par la sitaglitpine a 4ug induit

une réqulation de la glycémie? Comparaison avec une administration intraveineuse de

cet agent.

Une solution de 4 ou 40ug de sitagliptine est administrée par voie intraveineuse 30

minutes avant une charge orale en glucose. La glycémie est alors suivie au cours du temps.

L’activité de la DPP-1V dans sang systémique et la concentration portale de GLP-1 ont été

déterminées pour la dose relevante.

Pour étre plus précis nous avons réalisé le méme protocole pour une administration de

sitagliptine dans la veine splénique, qui est une veine adjacente a la veine porte.

Le profil glycémique des souris traitées par la sitagliptine 4jg par voie intraveineuse
est identique a celui des souris témoins (figure 2A). La dose 40ug de sitagliptine induit une

diminution de la glycémie par rapport aux contréles qui est tout de méme moindre que lors
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d’une administration orale de sitagliptine (figure 1A). La dose 4ug de sitagliptine est donc la
dose de sitagliptine pour laquelle I’effet sur la glycémie est dépendant de 1’inhibition de la
DPP-IV entérique. Pour cette dose de sitagliptine, la concentration plasmatique de GLP-1 et
I’activité systémique de la DPP-IV ont donc été déterminées. L’activité systémique de la
DPP-IV n’a pas ¢été inhibée (figure 2B) et n’augmente pas la concentration portale de GLP-1
(figure 2C).

Une administration de 4ug de sitagliptine par la veine splénique n’a pas modifié le profil

glycémique par rapport aux souris traitées avec une solution saline (figure 2D).
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Figure2 : administration intraveineuse (A) ou splénique (D) de sitagliptine a 4ug ou 40ug.
A, D) Effet sur la glycémie, B) % d’activité de la DPP-1V, C) de la concentration plasmatique
du GLP-1 dans la veine porte 15 minutes apres la charge orale en glucose.
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Conclusion

Lorsque la sitagliptine a 4ug est administrée par voie intraveineuse ou par la veine
adjacente a la veine porte, avant une charge orale en glucose, elle n’induit pas d’effet sur la
glycémie. Seule une administration orale de la sitagliptine a 4ug permet de réguler la
glycémie. Ceci suggére donc que 1’activité entérique de la DPP-IV est suffisante pour induire
I’effet hypoglycémiant du GLP-1 actif (7-37).

Pour confirmer cette hypothese, nous avons donc cherché & démontrer 1I’implication du GLP-1

entérique dans la régulation de la glycemie.

3. Implication du GLP-1 entérigue (7-37) dans la régulation de la glycémie.

Des souris sont perfusées par une solution d’exendine 9 ou saline a 0,1nmol/kg/min
par voie intraveineuse 45 minutes avant une charge orale en glucose et durant les deux heures
qui ont suivi la charge orale en glucose. La sitagliptine a 4jug a été administrée par voie orale

30 minutes avant la charge orale de glucose.

En présence de I’antagoniste au récepteur au GLP-1, I’exendine 9, I’effet de la
sitagliptine a été reversé ; la glycémie est augmentée 30 minutes aprés a la charge orale en

glucose (figure 3).
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Figure 3 : sur des souris gavées a la sitagliptine a 4ug, effet sur la glycémie d’une perfusion
intraveineuse d’exendine 9.

Conclusion

L’effet sur la glycémie induit par la sitagliptine a 4pug est di, au moins en partie, au
GLP-1. Puisque la sitagliptine a 4pg n’inhibe que la DPP-IV entérique, seul le GLP-1 présent

dans I’intestin serait impliqué. Physiologiquement, le GLP-1 aurait donc un effet paracrine.

A cette dose de sitagliptine, qui avoisine une condition physiologique, la charge orale
en glucose induit un pic de glycémie dans les 15 minutes qui suivent. Cette hyperglycémie

permet-elle le recrutement du GLP-1 cérébral ?

4. Le GLP-1 cérébral est-il recruté lorsque la DPP-1V est inhibée seulement dans la

sphére entérigue ?

Selon le méme protocole que ci-avant, I’exendine 9 ou la solution contrdle est

administree dans les ventricules latéraux & une concentration de 0,5pmol/kg/min.
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Les souris traitées a 1’exendine 9 présente une glycémie plus élevée des 30 minutes

apres la charge orale en glucose (figure 4).

S 400+ & S dug+ ACF
E: - 5 dug+exd
Py
L]
o
o
=
om

I I I 1
€0 40 -20 0 20 40 €0 80 100 120 140
temps (min)

Figure 4: sur des souris gavées a la sitagliptine a 4pg, effet sur la glycémie d’une perfusion
intraveineuse d’exendine 9.

Conclusion

Lorsque la sitagliptine inhibe seulement la DPP-1V entérique, qui permet une
régulation modérée du pic de glycémie induit par la charge orale en glucose, le GLP-1
cérébral est recruté. Ceci suggere que les effets hypoglycémiants de I’inhibiteur de DPP-IV

seraient dus a une action combinée du GLP1 entérique et cérébral.

Moléculairement, lorsque la DPP-IV dégrade le GLP-1 (7-37), elle induit une forme
métaboliquement inactive du GLP-1, le GLP-1(9-37) et un dipeptide, I’Histidine-Alanine (His
—Ala). La génération de ce dipeptide serait-elle aussi impliquée dans la régulation de la
glycémie ?

5. L His-Ala : La face cachée du controle de la dégradation du GLP-1 par la DPP-1V.
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Des souris sont gavées avec de la sitagliptine a 40pug 30 minutes avant une charge
orale en glucose. Trois minutes avant la stimulation orale par le glucose, 100ul d’une solution
d’His-Ala a 100nmol ou d’une solution saline sont injectés par voie intraveineuse. La
glycémie est suivie au cours du temps. Les concentrations plasmatiques d’insuline et de

glucagon sont déterminées 15 minutes apres la charge orale en glucose.

Les souris traitées avec 1’His-Ala ont un pic glycémique plus élevé que les souris
témoins (figure 5A). Leur profil glycémique s’assimile donc a celui des souris gavées
seulement avec de 1’eau (figure 1A). L’effet insulinotrope induit par la dose 40ug de
sitagliptine est inhibé en présence d’His-Ala (figure 5B). En revanche, 1’His-Ala augmente la
concentration plasmatique de glucagon (figure 5C).

Conclusion

Le dipeptide His-Ala généré par la dégradation du GLP-1 (7-37) contrble donc la
glycémie en diminuant I’insulinémie et en augmentant la glucagonémie. Il serait donc un frein
a I’effet insulinotrope du GLP-1 (7-37).

Physiologiquement, la DPP-IV serait donc primordiale dans le contrdle de la
glycémie. En effet, dans un premier temps, elle controle 1’effet paracrine du GLP-1 (7-37)
sécrété par I’intestin qui régule la glycémie. Dans un second temps, en dégradant le GLP-1, la
DPP-IV libére un dipeptide, I’His Ala, qui modulerait, par rétrocontrdle, 1’effet insulinotrope
du GLP-1(7-37) intestinal et/ou cérébral en diminuant la sécrétion d’insuline et en augmentant

celle du glucagon.
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Figure 5: sur des souris gavées a la sitagliptine 40ug, effet du dipeptide His Ala injectée par
voie intraveineuse. A) glycémie (mg/dl), B) insulinémie (pg/ml), C) glucagonémie (pg/ml).

6. Vérification de ’effet de I’His Ala sur des Tlots de pancréas murins et humains

Des flots de pancréas murins ou humains sont incubés avec une concentration de
glucose a 5.5mM ou 16.7mM qui représente respectivement une condition basale ou stimulée
en glucose. Différentes concentrations d’His-Ala (1, 10 et 100nM) sont ajoutées au milieu

pour mesurer apres 30 minutes d’incubation la sécrétion d’insuline et de glucagon.

Sur les cellules humaines et murines, la stimulation par le glucose induit une
augmentation de la sécrétion d’insuline (figure 6A, C) sans modifier la sécrétion de glucagon
(figure 6B, D). En présence d’His-Ala, la sécrétion d’insuline est diminuée dés 1nM sur les
deux types d’ilots (figure 6A, C). En condition stimulée, sur les Tlots de souris, la sécrétion de

glucagon est augmentée a partir de 10nM et est encore amplifiée a 100nM (figure 6B). Sur les
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flots humains, la sécrétion de glucagon est augmentée seulement a 100nM d’His Ala (figure
6D).

iy
r
g

/3 G55

T oo
o G167

Bl G16.7

(A%
3

insuline (ug/5 ilots/30min)
(=] %) -
glucagon (pg/miSilots/30min)
o & 8 8

(=21
1

1M 10nM 100nM inM 10nM 100nM
His Ala His Ala

XX XX XXX
XX

w
b

&~

S

£ G55
mm G167

£ Gsh
H G16.7

3
8

2 9
N
=

-
q.)

insuline (pg/S ilots/30min)
T

(=]

glucagon (pg/mV5ilots/30min)

1nM 100M  100nM 1nM 10nM  100nM
His Ala His Ala

Figure 6: sur des Tlots murins (A,B) et humains (C,D) A,C) sécrétion d’insuline
(ng/5ilots/30min), B,D) sécrétion de glucagon en condition basale (G5.5mM) ou stimulée
(G16.5mM) par le glucose.

Conclusion

Sur les Tlots murins et humains, 1’His-Ala induit une diminution de la sécrétion d’insuline et

une augmentation de la sécrétion de glucagon en présence de glucose.

Ces résultats sont donc similaires a nos données in vivo.
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B/ Etude du contrble de la glycémie par une concentration élevée de

sitagliptine (40mg) qui induit une concentration élevée de GLP-1 (7-37)

dans la sphere entéro-portale

1. Effet de la sitagliptine sur la régulation de la glycémie et de I’insulinémie.

a. Effet d’une administration orale d’une forte dose de sitagliptine sur la glycémie

Des souris saines, agées de 11 semaines, sont gavéees avec 200ul de sitagliptine a
40mg ou de I’ecau, 30 minutes avant une charge orale en glucose (2g/kg; 30%). Apres
vérification de ’effet de la sitagliptine sur la concentration du GLP-1 dans la veine porte et
I’inhibition de ’activité de la DPP-IV, nous avons déterminé la glycémie et I’insulinémie au

cours du temps.

Dés les premieres minutes qui suivent la charge orale en glucose, la sitagliptine a
induit une augmentation de la concentration du GLP-1(7-37) dans le sang portal qui est 5 fois
supérieure a celle des souris témoins (figure 7A). Cette augmentation est conservée au cours
du temps. L’activité de la DPP-IV dans le sang circulant, la veine porte et les différents
segments de I’intestin est inhibée de 50%, 15 minutes apres la charge orale en glucose (figure
7B, C).

Aprés une charge orale en glucose, la sitagliptine controle trés efficacement la glycémie
(figure 7D). En effet, les valeurs de glycémie oscillent autour de 200dg/ml (11,1mM) alors
que les souris témoins présentent un pic de glycémie a 300dg/ml (16,6 mM) 15 minutes aprés

la charge orale en glucose.

Lors de ce test de tolérance au glucose, I’insulinémie des souris traitées a la sitagliptine

n’augmente pas au cours du temps et est diminu¢ au temps t5 (figure 7E).

Conclusion

Avec une dose de 40mg de sitagliptine, ’activité de la DPP-IV est inhibée de 50%.
Par discussion avec des pharmacologues de Merck, le dosage de 1’activité de la DPP-1V aurait

40-50% de non speécifique. Notre dose de sitagliptine peut donc étre considérée comme

134



optimale pour maximiser ’inhibition de la DPP-1V. Cette inhibition de la DPP-1V a favorisé
I’augmentation de la forme active du GLP-1 dans le sang portal ce qui a induit un effet non
hyperglycémiant. Cette glycémie faible au cours du temps n’est donc pas accompagnée d’une

augmentation de I’insulinémie.

Néanmoins le GLP-1 est connu pour étre une hormone insulinotrope. Donc dans des
conditions d’hyperglycémie, la sitagliptine a 40mg peut-elle induire une augmentation de la

sécrétion d’insuline ?
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Figure 7 : sur des souris gavées a 1’eau (trait plein, barre blanche) ou avec de la sitagliptine
(S40mg, trait hache, barre noire) A) concentration plasmatique de GLP-1 (pM), B, C) %
d’activité de la DPP-1V dans le sang portal (B) et différents segments de I’intestin (C), D)
glycémie (mg/dl), E) insulinémie (pg/ml) aprés une charge orale en glucose. F,G,H,l) Au
cours d’un clamp hyperglycémique réalisé par voie orale F) glycémie, G) débit de glucose
perfusé (GIR; mg/kg/min), H) concentration plasmatique de GLP-1, I) insulinémie.

b. Effet de la sitagliptine (40mg) sur Dinsulinémie dans des conditions

d’hyperglycémie.

Des souris sont gavées 30 minutes avant le début du clamp hyperglycémique avec de
la sitagliptine (40mg) ou de I’eau. Un clamp hyperglycémique a 250mg/dl (14mM) pour
lequel le glucose est administré par voie orale est réalisé pendant une heure afin de pouvoir
comparer pour une méme glycémie, I’insulinémie des deux groupes. La condition
d’hyperglycémie permet d’analyser la sécrétion endogene d’insuline et de favoriser la

sécrétion entérique de GLP-1 (214). Au terme de ce clamp, le sang est prélevé a la veine
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caudale pour mesurer 1’insulinémie et, a la veine porte pour estimer la concentration de GLP-

1.

Aprés une heure de clamp hyperglycémique (figure 7F), pour des débits de perfusion
de glucose (GIR) identiques dans les deux groupes (figure 7G), I’augmentation de GLP-1

(figure 7H) induite par la sitagliptine n’est par corrélée a une augmentation de I’insulinémie

(figure 71).

Conclusion

Les résultats suggerent qu’a forte concentration, le GLP-1(7-37) présent dans le sang

portal n’est plus insulinotrope.

D’autre part, le GLP-1 est connu pour ralentir la vidange gastrique. Puisque le GIR des souris
traitées a la sitagliptine est le méme que celui des souris témoins, nous pouvons suggérer que
la sitagliptine n’a pas d’effet sur la vidange gastrique. Dans la figure 6A, l’effet non
hyperglycémiant en présence de 1’agent pharmacologique ne serait donc pas du a un retard

d’absorption du glucose par les entérocytes.

A cette dose de sitaliptine, 1’effet sur la glycémie est-il bien di au GLP-1?

2. La régulation de la glycémie par la sitagliptine 40mg est-elle due au GLP-1 ?

Pour s’assurer que ’effet non hyperglycémiant induit par I’administration orale de
sitagliptine est bien dépendant du GLP-1, nous avons perfusé un antagoniste au récepteur au
GLP-1, I’exendine 9. Celui-ci a été administré par la veine fémorale ou veine splénique
respectivement a 0,1nmol/kg/min ou 0,5pmol/kg/min, 45 minutes avant 1’administration orale
de glucose et durant les deux heures qui suivent. Le gavage avec de la sitagliptine est toujours
fait 30 minutes avant le gavage de glucose.
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L’administration d’exendine 9 dans le sang circulant nous permet d’inhiber 1I’ensemble
des récepteurs systémiques au GLP-1. Ainsi, en présence de cet agent pharmacologique,
I’effet non hyperglycémiant induit par la sitagliptine est reverse ; la glycémie atteint 225mg/d|
(12,5mM) 30 minutes apres la charge orale en glucose (figure 8A).

L’administration de I’exendine 9 dans la veine splénique nous a permis de préciser
I’implication des récepteurs au GLP-1 dans la veine porte, nécessaire a I’activation du sensor
portal au glucose, (figure 8B). Ainsi, I’effet non hyperglycémiant induit par la sitagliptine est
altérée par la perfusion d’exendine 9 au cours du temps. D’autre part, I’injection de cet
antagoniste dans la veine splénique n’a pas modifié I’insulinémie par rapport aux souris

traitées uniquement a la sitagliptine (figure 8C).
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Figure 8: Des souris gavées a la sitagliptine 40mg ont été perfusées avec une solution de
NaCl (trait plein, barre blanche) ou d’exendine 9 (trait haché, barre noire) administrée par
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voie intraveineuse (A) ou par la veine splénique (B,C), A,B) glycémie, C) insulinémie (pg/ml)
suivies apres une charge orale en glucose.

Conclusion

L’effet non hyperglycémiant induit par la sitagliptine 40mg est du, au moins en partie,
au GLP-1 (7-37) qui recrute les sensors au glucose de la veine porte. L’activation du systéme
porte régule la glycémie indépendamment des hormones pancréatiques (101) ce qui est

confirmé par ’absence d’effet de I’exendine 9 sur I’insulinémie.

Pour confirmer ce résultat nous avons réalisé un test de tolérance au glucose par voie
intraveineuse alors que la sitagliptine est toujours administrée par voie orale ce qui ne doit pas

permettre la sécrétion de GLP-1.

3. L’effet de la sitagliptine sur la glycémie est-t-il uniguement du a un signal « GLP-1

entéro-portal » induit par la détection intestinale de glucose?

Lors d’exposition a de forte dose de sitagliptine et donc a une concentration élevée de
GLP-1(7-37), D’effet non hyperglycémiant généré par cette hormone doit étre da a
I’association d’effets entéro-portaux et systémiques. Nous nous sommes donc assurés que la
sécrétion puis 1’effet entéro-portal du GLP-1 intestinal était nécessaire a la régulation de la
glycémie. Dans ce protocole le glucose sera donc administré par voie intraveineuse afin
d’outrepasser la sécrétion de GLP-1 induit par le glucose détecté dans I’intestin. Il permettra
aussi d’éviter ses effets sur I’axe « intestin-cerveau » et le systéme porte. Ainsi, des souris
sont gavées avec de la sitagliptine (40mg) ou de I’eau 30 minutes avant une injection

intraveineuse de glucose (2g/kg ; 30%). Les mémes parametres que ci-avant ont été mesurés.

En réponse a la charge orale en sitagliptine et a une charge intraveineuse de glucose, le
profil glycémique de ces souris est similaire a celui des souris contréles, qui présentent un pic
glycémique a 600dg/ml (33mM) (figure 9A). Les insulinémies, mesurées au cours du temps,

des souris traitees a la sitagliptine sont identiques a celles des souris témoins (figure 9B). En
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revanche, la concentration de GLP-1 est augmentée dés deux minutes et est conservée comme

dans les conditions du test de tolérance par voie orale (figure 9C).
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Figure 9: Sur des souris gavées a 1’eau (trait plein, barre blanche) ou a la sitagliptine (S40mg,
trait haché, barre noire) A) glycémie (dg/ml), B) insulinémie(pg/ml), C) concentration
plasmatique de GLP-1 (pM) apres une injection intraveineuse de glucose.

Conclusion

Lorsque la sitagliptine est administrée par voie orale mais que le glucose est injecté
par voie intraveineuse, elle n’induit pas d’effet sur la glycémie. L’effet non hyperglycémiant
induit par la sitagliptine est donc dépendent d’une stimulation entérique par le glucose qui
recruterait uniquement les senseurs au glucose de la veine porte. Cependant, en absence de

141



détection entérique de glucose, la sitagliptine a favorisé la sécrétion et la stabilisation de la
forme (7-37) du GLP-1. La sitagliptine a forte dose aurait donc une activité propre qui active
la sécrétion de GLP-1. Néanmoins, cette sécrétion de GLP-1 n’a pas genéré de régulation de
la glycémie. L’effet du GLP-1 entérique semble donc étre dépendant d’un gradient artério-

veineux du glucose.

Dans ces conditions d’absence d’¢lévation de la glycémie en réponse a une charge orale en

glucose, le GLP-1 cérébral est-il recruté ?

4. 1.’effet non hyperglycémiant induit par la sitagliptine recrute-t-il le GLP-1 cérébral ?

Selon le méme protocole que précédemment, une solution d’exendine 9 ou contrdle est
perfusée a 0,5pmol/kg/min, dans les ventricules latéraux, en présence de sitagliptine et de

glucose qui sont administrés par voie orale.

L’exendine 9 n’a pas eu d’effet sur la glycémie par rapport aux souris traitées avec une

solution contrdle (figure 10).
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Figure 10: Sur des souris gavées a la sitagliptine 40mg, perfusées par voie
intracérébroventriculaire d’une solution contréle (ACF, trait plein) ou d’exendine 9 (trait
haché) un test de tolérance au glucose est réalisé. La glycémie est suivie au cours du temps.

Conclusion

Le GLP-1 cérébral est connu pour agir en condition d’hyperglycémie. L’effet non
hyperglycémiant induit par la sitagliptine n’a donc pas permis le recrutement du GLP-1
cérébral. Nous pouvons aussi supposer que les effets centraux ont été mineurs par rapport aux

effets périphériques.

En présence de sitagliptine 4ug, la concentration de GLP-1 portal est faible et induit un effet
pic glycémique a 300dg/ml (16,5mM) qui recrute le GLP-1 cérébral. Le contrble de la
concentration entéro-portale du GLP-1 par la DPP-IV serait donc un modulateur de la
régulation de la glycémie nécessaire a 1’activation de la signalisation induite par le GLP-1

cérébral.

Le contrdle de la glycémie et le recrutement du GLP-1 cérébral semble donc étre dépendant
de I’effet du GLP-1 sur la sphére entéro-portale qui véhiculent des messages nerveux aux
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centres intégrateurs du cerveau. A forte dose de sitagliptine, il a donc été envisagé de voir

I’activité du nerf vague en présence ou non de glucose administré par voie entérale.

5. La sitagliptine (40mg) modifie-t-elle la transmission du signal glucose véhiculé par

Paxe « intestin-cerveau » et le systéme porte ?

Apres 6h de jeun, les souris sont gavées avec de 1’eau ou de la sitagliptine (40mg). Les
souris sont alors rapidement anesthésiées pour pouvoir placer une sonde sur le nerf vague
situé a proximité de la carotide. La souris est placée sur une plaque chauffante pour maintenir
sa température et, est mise dans la cage a Faraday. Une électrode est reliée a la sonde, une
autre est placée sur la patte de la souris et, une derniére est fixée sur la cage. Ainsi, a I’aide
d’un systéme d’amplification du signal, 1’activité électrique du nerf vague est enregistree sur

I’ordinateur.

L’activité du nerf vague a été mesurée pendant 15minutes aprés cette chirurgie. Puis, une
solution de glucose (2g/kg ; 30%) est infusée par le cathéter intragastrique qui leur a été mis
une semaine avant cette expérimentation. Ainsi, nous avons enregistré 1’activité du nerf vague

pendant 30 minutes.

La sitagliptine (figure 11A, droite) augmente 1’activité nerveuse (figure 11A, B) par
rapport aux souris témoins (figure 11A, gauche) avant (figure 11A haut, B) et aprés la
stimulation au glucose (figure 11A bas, C). Ainsi, les souris traitées a la sitagliptine présentent
des bouffées de potentiels d’action plus diffus par rapport a I’enregistrement trés net des

souris traitées a I’eau.

Conclusion

Sur des souris anesthésiées, la sitagliptine a forte dose a perturbé la transmission nerveuse du
signal véhiculé par le nerf vague qui est stimulé par le glucose. Ceci renforce 1’idée que 1’effet
du GLP-1 endogeéne est dépendant de I’axe « intestin-cerveau » et du systéme porte pour

réguler la glycémie.
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Figure 11: Chez des souris gavées a 1’eau ( droite, barre blanche, rond vide) ou la
sitalgiptine 40mg (gauche, barre noire, carré noir), A) enregistrement de I’activité du nerf
vague avant (haut) ou apres (bas) stimulation par le glucose, B) nombre de potentiel d’action
enregistré sur 15 minutes avant la stimulation par le glucose, C) % de potentiels d’action
apres stimulation par le glucose par rapport a la condition basale.
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DEUXIEME PARTIE

La transmission des messages nerveux et hormonaux de I’intestin sont dépendants de
stimuli nutritionnels. Les lipides sont des stimuli qui favorisent la sécrétion de certaines
hormones telles que le GLP-1. Néanmoins, lors de longue exposition, ils peuvent devenir
toxiques pour les cellules. Or, I’intestin semble étre un organe essentiel dans la régulation de
la glycémie. Quel est donc I’impact des lipides sur le sensing entérique du glucose apres une

exposition de 24h ?

A/ Quelle est la réponse métaboligue induite par le sensing intestinal au

glucose lorsque seul ’intestin ou le cerveau a détecté une forte dose de

lipides, perfusés en continu sur 24h ?

1. Vérification du protocole

Des souris saines, males, agées de 11 semaines, ont été incisées sur la partie haute de
I’estomac ou dans la carotide pour placer un cathéter (figure 12). Apres une semaine de
récupération, les souris sont mises a jeun pendant 6h avant d’étre perfusées pendant 24h par
une solution de lipides (intralipid, IL) ou d’une solution isocalorique (isocal). La valeur
énergetique des perfusions est de 18kcal/24h ce qui correspond au nombre de calories
ingérées par des souris qui sont nourries par un régime riche en lipides (70% de lipides).

Ainsi, la composition nutritionnelle est non la quantité d’énergie est comparable.

A la fin des perfusions, les souris sont détachées de leur systeme de perfusion pour réaliser

différents tests métaboliques ainsi que différentes analyses moléculaires et biochimiques.
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Figure 12 : présentation du protocole expérimental

Pour vérifier que seul I’intestin ou le cerveau a détecté la charge de lipides, 20ul de sang ont
été prélevés a la veine caudale des souris avant et aprés les perfusions pour déterminer la

concentration plasmatique des acides gras et des triglycérides.

Apres 24h de perfusion d’intralipid (IL) dans I’intestin, la concentration plasmatique
des acides gras libres n’a pas augmenté par rapport aux souris perfusées avec une solution
isocalorique (isocal). La concentration plasmatique des triglycérides est augmentée chez les
souris perfusées avec la solution de lipides (figure 13). De la méme maniére lorsque les
lipides sont perfusés par la carotide pour arriver au cerveau, les taux d’acides acides gras et de

triglycérides ne sont pas augmentés (données non montrées).
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Figure 13 : Concentration plasmatique des AG (mM) et des triglycérides (g/l) avant (t0) et
apres (t24h) la perfusion de solution isocalorique (isocal, blanc) ou d’intralipid (IL,noir).

Conclusion

Le protocole de perfusion intragastrique ou intracarotidienne de lipides est donc validé
puisque les acides gras ne sont détectés que par les cellules concernées, a savoir les cellules

intestinales ou cérébrales.

2. Quelles est la réponse métabolique induite par le sensing entérique au glucose lorsque

seul Pintestin a détecté une forte charge en lipides ?

Apres 24h de perfusion d’IL ou de solution isocalorique, les souris sont laissées au
repos 20min avant I’administration orale d’une charge en glucose (2g/kg ; 30%). La glycémie
est relevée a la fin de la perfusion (t-20) et durant le test de tolérance au glucose. Un capillaire
de sang est prélevé a la veine caudale de la souris a la fin de la perfusion et 15 minutes apres
la charge orale en glucose pour déterminer I’insulinémie. Pour tester la sensibilité a 1’insuline,
une injection intrapéritonéale d’insuline (0.05 U/ml, 10ul/g) a été réalisee 20 min aprés la fin

des 24h de perfusion. Ainsi, la glycémie a été mesurée au cours du temps.

D’autre part, sur un autre lot de souris, 300pl de sang est préleve a la veine porte a la fin de la
perfusion et 15 minutes aprés le gavage au glucose pour déterminer la concentration

plasmatique de GLP-1.
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Les deux groupes de souris ont une glycémie de 135dg/ml (7,5mM) aprés la perfusion
et présentent un pic glycémique a 200dg/ml (12mM) apres la charge orale en glucose (figure
14A). Les souris perfusées par la solution de lipides maintiennent leur glycémie & cette valeur.
Elles présentent donc une intolérance au glucose. De plus, elles ont une insulinémie qui est
augmentée 15 minutes apres le gavage au glucose par rapport aux souris contrdles (figure
14B) bien que leur profil glycémique soit faiblement décroissant aprés 1’administration

d’insuline (figure 14C).

Conclusion

La détection intestinale d’une forte dose de lipides par I’intestin induit une intolérance au
glucose et une perte de la sensibilité a I’insuline . L’augmentation d’insuline est accompagnée
d’une augmentation exacerbée de GLP-1. Une explication serait que les lipides aient diminué
I’activité de la DPP4 entérique dont le dosag est en cours d’analyse. L.’augmentation de GLP-

1 s’expliqurait donc par une forte sécrétion et / ou une inefficacité de la DPP-1V.
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Figure 14 : sur des souris perfusées pendant 24 heures avec une solution isocalorique (isocal,
blanc trait plein) ou d’intralipid (IL, noir, trait hachuré) A,B,D) test de tolérance au glucose
pour lequel différent parametres sont relevés tels que la glycemie (dg/ml) (A), insulinémie
(pg/ml) (B) et la concentration plasmatique de GLP-1(D). C) Test de sensibilité a 1’insuline
ou la glycémie est relevée au cours du temps (% par rapport a la glycémie basale).

3. Quelle est la réponse métabolique induite par le sensing entérique de glucose lorsque
seul le cerveau percoit une forte dose de lipides?

Sur des souris saines, un cathéter a été placé dans la carotide. Selon le méme protocole
que ci-avant (figure 11) les souris sont mises a jeun pendant 6 heures et sont ensuite perfusées
pendant 24 heures avec une solution d’intralipid a 18 kcal ou de NaCl (0,9%). Les souris

témoins sont perfusées avec une solution de NaCl qui mine une situation physiologique. A la
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I’insuline.

Les profils glycémiques (figures 15A) les insulinémies (figure 15B) des souris traitées
aux lipides ne sont pas différents de ceux des souris témoins. La tolérance a I’insuline est

identique dans les deux groupes (figure 15C).

Conclusion

Le sensing entérique de glucose de souris dont seul le cerveau detecte une forte charge en
lipides n’induit pas d’intolérance au glucose. Ces souris présentent une sécrétion et une
tolérance a I’insuline identique a celles des souris témoins. Ainsi, seules des modifications par
les lipides du sensing entérique au glucose et plus largement de I’axe « intestin-cerveau »
seraient donc responsable d’une intolérance au glucose. Les signaux qui arrivent au centres
intégrateurs du cerveau tels que le tronc cérébral et 1I’hypothalamus semblent donc étre sous le

contrdle de I’information provenant de 1’axe « intestin-cerveau ».
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Figure 15 : Chez des souris perfusées pendant 24h par la carotide avec une solution de NaCl
(blanc, trait plein) ou d’intralipid (IL, noir, trait hachuré) A) la glycémie (dg/ml) , B)
I’insulinémie (pg/ml) sont déterminées lors d’un test oral de tolérance au glucose. C) le

pourcentage de diminution de la glycémie par rapport a la glycémie déterminée a tO est
mesuré lors du test de tolérance a I’insuline (ITT).

B/ Quels sont les mécanismes moléculaires responsables de la perturbation

de la détection au glucose par ’intestin ?

1. Description de Pintestin aprés 24h de perfusion intragastrique de lipides.

A la fin des 24h de perfusions, les différents segments de 1’intestin sont prélevés et

congelés pour extraire le contenu lipidique par la technique de Folch afin de déterminer la
concentration en acides gras.
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Des échantillons du jéjunum ont permis de regarder par microscopie électronique la structure

cellulaire de I’épithélium intestinal.

Les acides gras contenus dans 1’intestin ne sont pas augmentés dans le duodénum des

souris traitées aux lipides mais sont en plus forte concentration dans le jéjunum (figure 16A).

En microscopie électronique, le jéjunum des souris perfusées avec des lipides présente des

gouttelettes lipidiques dans les cellules de 1’épithélium intestinales (figure 16B).

Conclusion

Le jéjunum, qui est la partie absorptive des acides gras, semble capable de stocker les acides
gras dans des gouttelettes a I’image des adipocytes. Cette réserve intestinale de lipides serait

donc un rempart a la diffusion d’acides gras vers la circulation systémique.

Les acides gras sont connus pour induire un état d’inflammation notamment dans le tissu
adipeux. Ils sont aussi susceptibles d’induire un stress oxydant relevé dans les neurones de

I’hypothalamus. Ces deux paramétres seront donc étudiés ci-apres.
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E 60
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= 40
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B

Microscopie électronique

7

Figure 16 : Sur des souris perfusées pendant 24h avec une solution isocalorique (isocal,
blanc) ou d’intralipid (IL, noir) A) contenu intestinal en acides gras (AG, mM) B)
microscopie électronique de cellules intestinales de jéjunum (grossissement x4000).

2. Les lipides perturberaient-ils le systéme inflammatoire ?

A partir des échantillons de duodénum et de jéjunum prélevés a la fin des perfusions,
nous avons quantifi¢, par PCR, I’expression de I’ARNm de geénes codant pour des facteurs
inflammatoires, tels que PAI-1, TNFa, IL1p, ainsi que 1’expression de génes codant pour les

cellules immunitaires, CD3 et interféron vy.

D’autre part, par immunohistologie, le marquage des macrophages par ’anticorps F4/80 a

permis de déterminer le nombre de macrophages.

L’expression des ARNm codant pour les différents marqueurs de I’inflammation sont
similaires dans les deux groupes (figure 17A,B,C). Dans le duodénum de souris traitées aux
lipides, I’expression de ’ARNm de PAI-1 est augmentée. En présence de lipides, les

marqueurs lymphocytaires, CD3 et interféron y n’ont pas variés (figure 17D,E).
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Le nombre de macrophages est diminué dans le duodénum et surtout dans le jéjunum de

souris perfusées avec la solution de lipides (figure 17F,G).

Conclusion

Apres une perfusion de 24h, une modification de I’expression génique des marqueurs de
I’inflammation n’est pas perceptible. L’intestin est un tissu qui recrute 80% du systeme
immunitaire inné. Le niveau basal d’expression des ARNm de ces marqueurs est donc peut
étre élevé. Le systeme immunitaire présent dans I’intestin aurait donc des réactions
inflammatoires treés forte en permanence étant donnée sa proximité avec 1’environnement.
Une variation de leur expression n’est donc peut étre pas décelable. En revanche, la présence
de lipides dans I’intestin diminuerait le recrutement des macrophages qui se localisent dans

les cryptes ce qui révelerait un affaiblissement immunitaire.
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Figure 17: A la fin de 24h de perfusion intragastrique de solution isocalorique (isocal, blanc)
ou d’intralipid (IL, noir) I’expression des ARNm codant pour les génes (unité arbitraire) A)
TNFa, B) IL1B, C) PAIL, D) CD3, E) interféeron gamma est déterminée. F,G) par marquage
immunohistologique F4/80, le nombre de macrophages dans le jéjunum est comptabiliseé.

3. Les lipides induisent-ils un stress oxydant dans P’intestin ?

A partir des ARN extraits des échantillons de duodénum et de jéjunum de souris
traitées aux lipides ou avec une solution isocalorique, I’expression des ARNm codant pour
des geénes du stress oxydant a été¢ analysée. Ainsi, nous avons recherché I’expression de la
NADPH oxydase qui est une enzyme pro-oxydante ainsi que la glutathion —S-transférase
(GST) et, la catalase qui sont des enzymes anti-oxydantes.

A partir d’extraits protéiques de duodénum et de jéjunum des souris perfusées, nous avons pu
analyser biochimiquement la peroxydation lipidique par le dosage de manoldialdéhyde
(MDA) et, I’activit¢ de la glutathion réductase. Ces analyses refletent alors la balance

oxydative.

L’expression de I’ARNm du geéne codant pour la NADPH oxydase est augmentée chez
les souris traitées par les lipides (figure 18A). En revanche I’expression des ARNm codant
pour les enzymes anti-oxydantes similaire est dans les deux groupes de souris (figure 18B,C).
Par analyse biochimique, la perfusion intragastrique avec une solution de lipides induit une
augmentation de la concentration de MDA dans le duodénum et surtout dans le jéjunum ce
qui reflete donc une augmentation de la peroxydation lipidique (figure 18D). D’autre part,
I’activité de la glutathion réductase de ces souris est moins importante dans les deux parties

étudiées de I’intestin (figure 18E,F).
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Figure 18 : sur des souris perfusées pendant 24h avec une solution isocalorique (isocal, blanc,
trait plein) ou d’intralipid (IL, noir, trait hachuré) A,B,C) I’expression de I’ARNm des
génes(unité arbitraire) codant pour la NADPH oxydase (A), la GST (B) et la catalase (C), D)
quantité de MDA produit (uM/ug de protéine), E,F) activité de la glutathion réductase (% par
rapport a ’activité de basale) dans le duodénum (E) et le jéjunum (F).

Conclusion

Les lipides présents dans ’intestin ont favorisé le développement d’un stress oxydant révélé

par I’augmentation de I’expression de ’ARNm d’une enzyme pro-oxydante, la NADPH
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oxydase, et, la diminution de la I’activité de I’enzyme anti-oxydante, la glutathion réductase.
Les lipides induisent aussi une peroxydation lipidique dans le duodénum et le jéjunum. Ce
phénotype est-il une cause ou une conséquence a 1’état diabétique décrit a 24h de perfusion
intragastrique de lipides ? Pour cela nous avons analysé 1’état oxydatif et le phénotype
métabolique de souris perfusées par une solution d’IL ou une solution isocalorique pour une

durée de 6 heures.

4. Aprés 6h de perfusion intragastrique, le stress oxydant induit par les lipides est-il déja

présent et altére-t-il la régulation de la glycémie ?

Des souris sont perfusées pendant 6 heures avec une solution d’intralipid ou une
solution isocalorique a 18kcal afin de mesurer la péroxydation lipidique et D’activité
enzymatique de la glutathion réductase a partir d’extraits protéiques de duodénum et de

jéjunum.

Comme les procédures décrites ci-avant (figure 12) un test de tolérance au glucose par voie

orale est réalisé et accompagné de la mesure de I’insulinémie.

Apreés 6 heures de perfusion, la concentration de MDA des souris traitées aux lipides
est plus élevée que celle des souris controles (figure 19A). L’activité de la glutathion
réductase n’est pas modifiée dans le duodénum mais est significativement diminuée dans le

jéjunum des souris perfusées avec la solution d’intralipid (figure 19B,C).

Les profils glycémiques sont identiques dans les deux groupes (figure 19D) et, la sécrétion

d’insuline est augmentée chez les souris perfusées avec la solution de lipides (figure 19E).
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Figure 19 : Aprés 6 heures de perfusion de solution isocalorique (isocal, trait plein, barre
blanche) ou d’intralipid (IL, trait haché, barre noire), A) dosage des TBARS (MDA, uM/ug
de protéines), B,C) activité de la glutathion réductase (% par rapport a I’activité de base) dans
le duodénum (B) et le jéjunum (C), D) glycémie (dg/ml) , E) insulinémie (pg/ml) apres un test
de tolérance au glucose par voie orale.
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Conclusion

Apres 6h de perfusion de lipides, les souris présentent une augmentation de la peroxydation
lipidique qui n’a pas de conséquence sur la régulation de la glycémie. Néanmoins, les souris
ont une sécrétion d’insuline plus élevée. La comparaison des effets des lipides aprés 6h et 24h
de perfusion suggére que la peroxydation lipidique et le stress oxydant sont des événements

moléculaires précoces qui altéreraient la sensibilité intestinale au glucose au cours du temps.

Il est donc nécessaire de vérifier que la peroxydation lipidique est une des causes de la perte

de controle de la régulation de la glycémie par I’intestin.

5. La prévention de la peroxydation lipidique par I’aminoguanidine restaure-t-elle un

controle de la glycémie et de ’insulinémie ?

a. Vérification préliminaire de ['effet de [’aminoguanidine sur la peroxydation

lipidique et la concentration en lipides circulants.

Pendant la semaine de récupération des souris qui suit la chirurgie intragastrique les
souris s’abreuvent d’une solution contenant ou non de I’aminoguanidine a 1g/kg/J dissoute
dans 2ml d’eau. L’aminoguanidine est une molécule capable de prévenir la formation de
produits avancés de glycation (AGE) et d’inhiber la NO synthase (294). Elle est donc utilisée
dans la prévention de maladies cardiovasculaires ou neurologiques. Les souris sont ensuite
perfusées avec la solution d’intralipid selon le protocole décrit ci-dessus (figure 12). A la fin
des perfusions, des échantillons de duodénum et de jéjunum sont prélevés pour doser le
MDA. 20ul de sang collectés a la veine caudale permettent de déterminer la concentration

plasmatique des acides gras libres et des triglycérides.

En présence d’aminoguanidine, la concentration de MDA est diminuée dans le
duodénum et le jéjunum de souris traitées aux lipides (figure 20A). L’aminoguanidine n’a pas

augmenté la concentration plasmatique des acides gras et des triglycerides (figure 20B).
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Conclusion

L’aminoguanidine a bien prévenu le développement de la peroxydation lipidique ce qui n’a
pas favorisé le passage entérique des acides gras vers la lymphe puis le sang circulant. Ainsi,

I’aminoguanidine semble avoir un effet uniquement sur la peroxydation lipidique développée

dans 1’intestin.
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Figure 20: Aprés 24h de perfusion intragastrique de lipides précédés (IL+ amino, tacheté de
gris) ou non (IL, noir) d’un traitement a I’aminoguanidine, A) la concentration de MDA
(UM/ug de protéines) et B,C) la concentration plasmatique des acides gras (mM) et des

triglycérides (g/l) est mesuree.

b. Le traitement a ['aminoguanidine prévient-il ’état diabétique?

Comme décrit ci-avant (figure 1let, B/4.a), a la fin des perfusions, sur les souris

perfusées avec la solution d’intralipid et traitées ou non a I’aminoguanidine un test de
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tolérance au glucose est réalisé¢ pour lequel la glycémie et I’insulinémie sont déterminées au

cours du temps.

Pour analyser la sensibilit¢ a I’insuline, la glycémie des souris est déterminée au cours du

temps apres une injection intrapéritonéale d’insuline.

Lorsque les souris sont traitées a 1’aminoguanidine, les souris perfusées avec la
solution d’intralipid ont une glycémie améliorée par rapport aux souris témoins (figure 21A).
Le traitement pharmacologique a diminué la sécrétion d’insuline (figure 21B) et rétabli une

meilleure tolérance a I’insuline (figure 21C).

Conclusion

L’aminoguanidine a prévenu l’intolérance au glucose et la perte de tolérance a 1’insuline

induite par les lipides ce qui est associé a une sécrétion d’insuline controlée.
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Figure 21 : Sur des souris traitées (IL + amino, tacheté de gris, trait plein) ou non (IL, noir,
trait hachuré) a I’aminoguanidine, A,B) test de tolérance au glucose par administration orale
pour lequel la glycémie (dg/ml) (A) et I’insulinémie (pg/ml) (B) sont déterminées. C) test de
la tolérance a I’insuline pour lequel la diminution de la glycémie est rapportée a la glycémie
mesurée ato.

6. L’aminoguanidine a-t-elle un effet propre ?

Pour contréler que I’aminoguanidine a un effet qui est dépendant des lipides nous
avons réalisé ce méme protocole en remplagant la perfusion d’intralipid par une perfusion de

la solution d’isocalorique.

Lorsque le traitement a 1’aminoguanidine précéde une perfusion de la solution
isocalorique, la réponse au test de tolérance au glucose de ces souris est identique a celle des

souris témoins (figure 22).
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Figure 22 : test de tolérance au glucose sur des souris traitées (isocal + amino, trait en
pointillé) ou non (isocal, trait plein) a I’aminoguanidine et qui ont été perfusées avec une
solution isocalorique.

Conclusion

L’aminoguanidine n’a pas d’effet sur la régulation de la glycémie lorsque les souris sont
perfusées avec la solution isocalorique. Et, comme la concentration plasmatique des acides
gras n’est pas augmentée par le traitement a 1’aminoguanidine (figure 19B), et diminue la
péroxydation lipidique dans I’intestin (figure 20), nous pouvons conclure que cet agent agit

donc uniquement sur la toxicité induite par les lipides qui génere un état diabétique.

7. Les lipides induisent-ils une peroxydation lipidique dans le cerveau apres 24h de

perfusion intracarotidienne ?

Le stress oxydant induit par les lipides est un évenement qui se déroule
particulierement dans les noyaux cérébraux notamment lors des maladies neurodéngeératives

(295-297). Nous avons donc analysé la peroxydation lipidique dans 1’hypothalamus de souris

166



qui ont été perfusée par une solution d’intralipid par voie intracarotidienne et prétraitée ou

non a I’aminoguanidine.

La peroxydation lipidique dans I’hypothalamus de souris perfusés avec la solution
d’intralipid est 3 fois plus élevée que celle de souris perfusées par voie intragastrique (figure

23). L’aminoguanidine prévient cette oxydation cellulaire.

6 - L
IL + amino

MDA (uMYug protélne)

©24h

Figure 23 : Détermination de la concentration de MDA (uM/ug de protéines) dans
I’hypothalamus de souris qui ont été perfusées par la carotide pendant 24h avec une solution
di’ntralipid (IL) plus ou moins prétraitées a I’aminoguanidine (IL + amino)

Conclusion

Malgré une peroxydation lipidique plus importante dans 1’hypothalamus des souris traitées
par la perfusion d’intralipid, la régulation de la glycémie a été correctement contrdlée (figure
15A, 18D,23). Le message nerveux que les cellules sensibles au glucose émettent semble
donc prédominant dans I’intégration du message nerveux efférent qui se forme dans les

noyaux de I’hypothalamus.
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La peroxydation lipidique et plus largement le stress oxydant altere donc uniquement le
sensor intestinal au glucose qui régule I’homéostasie glucidique. Pour affiner le mécanisme
d’action des lipides sur ce sensor, nous avons analysé I’impact de la toxicité des lipides sur la

transmission nerveuse de I’axe « intestin-cerveau ».

C/ La peroxydation lipidique induite par les lipides affecte-t-elle la

transmission entérigue du signal glucose qui est transmis au cerveau par le

nerf vague ?

L’activité du nerf vague a été mesurée sur des souris perfuseées pendant 24h avec une
solution d’intralipid ou isocalorique. Certaines souris ont aussi €té¢ prétraitées pendant une
semaine a I’aminoguanidine avant d’étre perfusées avec la solution de lipides. A la fin de la
perfusion, les souris sont anesthésiées pour pouvoir placer une sonde sur le nerf vague situé a
proximité de la carotide. La souris est placée sur une plaque chauffante pour maintenir sa
température et, est mise dans la cage a Faraday. Une électrode est reliée a la sonde, une autre
est placée sur la patte de la souris et, une derniére est fixée sur la cage. Ainsi, a 1’aide d’un
systtme d’amplification du signal, 1’activité électrique du nerf vague est enregistrée sur

I’ordinateur.

L’activité du nerf vague a été mesurée pendant 15 minutes apres la perfusion. Une solution de
glucose a ensuite été infusée par le cathéter intragastrique aux souris anesthésiées.

L’enregistrement a duré 30 minutes.

Quelque soit la condition de perfusion, ’enregistrement de ’activit¢ du nerf vague
apres la perfusion, dit « basal », a été similaire pour les trois groupes (figure 24A, haut). Chez
les souris perfusées avec la solution isocalorique, la stimulation de glucose induit des
« bouffées de potentiels d’action » (figure 24B, bas), qui s’assimilent a celles détectées chez
les souris traitées a 1’eau (figure10). L’activité nerveuse de ces souris est estimée a 0,85Hz
(figure 24C). Lorsque les souris ont été perfusées avec la solution d’intralipid, elles présentent

des bouffées de potentiels d’action plus diffuses apres I’injection intragastrique de glucose. La
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fréquence des potentiels d’action est de 0,5Hz. Avec le traitement a I’aminoguanidine,
I’enregistrement de I’activité nerveuse est un phénotype intermédiaire au deux conditions
précedentes. En effet, par ce traitement, les bouffées de potentiels d’actions sont moins
diffuses que lors d’un simple traitement aux lipides, et deviennent apparent comme lors de la

perfusion de solution isocalorique. La fréquence est alors de 0,78Hz.

Conclusion

Les lipides présents dans I’intestin perturbent la transmission du signal nerveux induit par le
glucose. Ils altérent donc la transmission du signal nerveux de 1’axe « intestin-cerveau ».
L’aminoguanidine corrige 1’altération de la transmission nerveuse induite par les lipides. La
peroxydation lipidique, et plus largement ’état oxydatif, induit par les lipides, modifierait
donc la sensibilité des cellules intestinales sensibles au glucose, qui génere une information

nerveuse au cerveau pour réguler la glycémie.
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Figure 24 : sur des souris perfusées avec une solution isocalorique (isocal), et des souris
perfusées avec une solution d’intralipid précédé (IL + amino) ou non (IL) d’un traitement a
I’aminoguanidine, A) enregistrement de 1’activité du nerf vague avant (haut) et aprés (bas)
une administration intragastrique de glucose, B) fréquence des potentiels d’action (Hz).
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Abstract

OBIJECTIVE: We examined the role of the intestine, versus hepatoportal or systemic DPP-4 activity

and control of glucose tolerance.

RESEARCH DESING AND METHODS: We administered a low oral dose of the DPP-4 inhibitor sitagliptin
to reduce DPP-4 activity in the intestinal lumen but not the circulation. Glucose tolerance, insulin and
GLP-1 concentrations, DPP-4 activity in the hepatoportal and systemic blood and in the intestine,
were assessed. In subsets of mice, vagus nerve activity was recorded and in others the GLP-1
receptor (R) was blocked by an intravenous (iv) or intracerebroventricular (icv) infusion of exendin9.
The role of the DPP4-mediated GLP-1 degradation dipeptide His-Ala was studied in vivo and in vitro

on isolated islets.

RESULTS: Inhibition of DPP4 activity in lumen of the jejunum and ileum by low dose sitagliptin
improved glucose tolerance, whereas low dose intravenous sitagliptin infusion had no effect.
Improved glycemic control was associated with a moderate rise in plasma insulin concentration and
activation of the vagus nerve activity. Although a rise in portal GLP-1 concentration could not be
detected, the glucoregulatory effect of sitagliptin required GLP-1R signaling and was prevented by iv
and icv infusion of the GLP-1 receptor antagonist exendin9 suggesting that there is no direct effect of
circulating GLP-1 on beta-cell induced insulin secretion. Since sitagliptin prevented the production of
the dipeptide GLP-1 degradation product His-Ala, we infused the dipeptide iv with the DPP4 inhibitor
and showed that glucose tolerance was no longer improved, and secretion of glucagon and insulin
increased and decreased, respectively. Similar results were obtained when the dipeptide was

incubated with isolated mouse or human islets.

CONCLUSION: These findings suggest that local inhibition of DPP4 activity in the intestine is sufficient
to improve glucose tolerance through a mechanism characterized by reduced generation of the

bioactive dipeptide His-Ala.
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Introduction

During a meal glucagon-like peptide one (GLP-1) and glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP)
are secreted into the mesenteric and hepatoportal veins (105; 298). Upon binding to their respective
receptors on insulin-secreting -cells, both peptides dramatically enhance glucose-dependent insulin
secretion (299; 300). This mechanism is called the incretin effect (301). Whereas GIP alone has not
been developed for the treatment of type 2 diabetes, enhancing GLP-1 action is currently the basis of
several therapeutic strategies which aim to control hyperglycemia. One major drawback to the use of
native GLP-1 is that the peptide is rapidly degraded by an endoprotease, dipeptidyl peptidase-4
(DPP-4) as soon as it is secreted by enteroendocrine L cells (302; 303). Dpp4-/- mice exhibit reduced
glycemic excursion following a glucose challenge in association with increased levels of glucose-
stimulated insulin and the intact insulinotropic form of GLP-1. Hence, two major therapeutic
strategies are now available, one employing injectable DPP-4 resistant GLP-1 receptor agonists and a
second approach involves orally available inhibitors of DPP-4. The former strategy produces a large
increase of the concentration of circulating GLP-1 receptor agonists, which directly and potently
increase plasma insulin concentrations. The second strategy, using DPP-4 inhibitors, allows the more
physiological augmentation of intact levels of GLP-1 in the mesenteric and hepatoportal veins, close
to the site of intestinal GLP-1 secretion. However, it has never been validated that the moderate
increase in circulating intact GLP-1 achieved via DPP-4 inhibition was responsible for the direct
engagement of the B-cell GLP-1 receptor leading to stimulation of insulin secretion. Moreover we
and others previously showed in vivo, in the awake free moving mouse and other animal models,
that a vagal hepatopancreatic reflex (304) is initiated by activation of the hepatoportal glucose
sensor to control peripheral glucose utilization in a GLP-1R-dependent manner (85; 101; 195; 305;
306). This mechanism required the simultaneous activation of brain GLP-1 signaling to trigger
glucose-regulated insulin secretion (307), muscle blood flow and insulin sensitivity (308), hepatic
glucose production and food intake (228; 309). Together, these data show that a physiological
increase in GLP-1 regulates glucose metabolism through a mechanism that involves the entero-portal
gut-to-brain-to-periphery axis (1). Consequently, we suggest that the glucoregulatory actions of
endogenous DPP-4 may involve local regulation of the GLP-1-dependent gut-to-brain-to-periphery
axis. To test this hypothesis, we inhibited DPP-4 activity in the intestinal lumen using a very low oral
dose of sitagliptin before an oral glucose tolerance test. We show that partial inhibition of DPP-4
activity in the jejunum and ileum was sufficient to control glucose tolerance. This effect was
associated with activation of the vagus nerve and required functional systemic and central GLP-1

receptors. Unexpectedly, the improved glycemic control mediated by the DPP-4 inhibitor was
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blunted when the dipeptide His-Ala, the degradation product of GLP-1 generated by DPP-4, was
administered simultaneously with the glucose load. Remarkably, His-Ala increased glucagon and
reduced glucose-induced insulin secretion both in vivo and in vitro in isolated human and mouse
islets. Therefore, our data suggest first, that selective local reduction in intestinal DPP-4 activity is
sufficient for activation of the gut-to-brain-to-periphery axis and second, that the prevention of His-

Ala production may contribute to the therapeutic effects of DPP-4 inhibition.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals and research design

Eleven-week-old C57BL6/J (Charles River, L’Arbresle, France) male mice were housed in a controlled
environment (inverted 12-h daylight cycle, lights off at 10:00 A.M.) with free access to food and
water. All the following animal experimental procedures have been approved by the local ethical
committee of the Rangueil hospital. Mice were fed a normal carbohydrate diet (energy content: 12%
fat, 28% protein, and 60% carbohydrate; A04, Safe, France). Intrafemoral, intraportal, and
intracerebral catheters were indwelled for glucose and drug administration. A few days after
recovery from surgery the catheters are connected to infusion systems allowing the animal to remain
in its cage. This allows for injections without handling the animals. Mice underwent a glucose
tolerance test as described below. Some mice were infused with the GLP-1 receptor antagonist
exendin(9-39) (exendin9) for 45 minutes before the glucose challenge and until the end of the
experimental procedure into the femoral (0.1 nmol/kg.min), or intracerebroventricular catheters
(0.5pmol/kg.min). In other sets of mice a higher dose of exendin(9-39) was flash injected

(1nmol/mouse) to pharmacologically inhibit the GLP-1 receptor signalling.

Surgical procedures

Intraportal, femoral, or cerebroventricular catheters. The mice were anesthetized with isoflurane
(Abbott, Rungis, France). A catheter was indwelled into the femoral vein (308), or the portal vein
(101; 310; 311), or the lateral ventricle of the brain, as described (308; 312; 313). Following insertion
of catheters, mice were allowed to recover for a full week to reach their pre-surgical body weight.

Mice that did not recover completely were not used in further experiments.
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Glucose tolerance test

A glucose solution (30%) was administered (2 g/kg) orally in mice fasted for 6 hours. The mice were
gavaged with the dipeptidyl peptidase-4 inhibitor sitagliptin (Merck Sharp Dohme and Chibret
laboratories, Rahway, NJ, USA) diluted in 200 pl of water at different concentrations ranging from 0.4
ug to 40 mg/mouse, as indicated for each experimental condition thirty minutes before the glucose
challenge. Fifteen microliters of blood was sampled from the tip of the tail vein thirty minutes before,
and at two, five, fifteen, or sixty minutes after the glucose challenge. Blood was immediately
centrifuged and plasma frozen until assay. In mice allocated for the assessment of portal vein GLP-1
concentrations, blood was sampled in the presence of Diprotin A (ile-pro-ile, 0,1 nmol/L, Sigma-
Aldrich, Saint Louis MO) and heparin thirty minutes before, and two, five, fifteen, or forty minutes
following the glucose challenge. A rapid anesthesia was induced by an intraperitoneal injection of a
mix of Ketamine 1000 (Vibrac, France) xylamine (Rompum 2%, Bayer health care, France, 100 and

10mg/kg i.p., respectively) to perform the portal vein blood samplings.

Plasma parameters

Plasma insulin concentration was determined from ten microliters using the mouse ultrasensitive
insulin ELISA kit (Mercodia, Upsala, Sweden). Plasma GLP-1 concentration was determined from one
hundred microliters using the Glucagon-Like Peptide-1 (Active) ELISA kit (Linco Research). Plasma

glucagon was determined using the RIA Kit glucagon (Millipore, Billerica, MA).

Measurement of parasympathetic nervous system activity

The mice were gavaged with sitagliptin or water 30 minutes before the intragastric glucose
challenge. Then, before the glucose challenge the mice were anesthetized, and the vagus nerve
activity was recorded as previously described (308; 313). Briefly, the vagus nerve was recorded under
anesthesia at the level of the trachea. While the mice were kept on a heating blanket at 37°C in a
Faraday cage set up, a first electrode was hooked to the vagus nerve whereas a second one was
implanted under the skin as a reference. The vagus nerve activity was recorded using a data
acquisition system (Powerlab 8/3, ADInstrument US). The signal was filtered between 0.1 and 1000
Hertz, with a 4 k/s sampling rate, and amplified by the BioAmp. After the glucose challenge the vagus

nerve activity was recorded for thirty minutes. At completion of the recording period 600 pg of
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acetylcholine was injected into the peritoneal cavity. This dramatically increased the vagus nerve
activity facilitating calibration of the recording and validating the sensitivity of the experimental set
up. Mice in which the firing rate activity of the vagus nerve was not increased by acetylcholine were

not included in the analysis.

Insulin and glucagon secretion from isolated human and mice islets
Mice islets

Mice were killed by cervical dislocation, the pancreas removed, and islets isolated by collagenase
digestion and subsequently separated from the remaining exocrine tissue by hand picking under a
stereomicroscope, as previously described (314). Islets were then cultured overnight in CMRL-1066
(Invitrogen) supplemented with 0.25% human serum albumin, 20 mM L-glutamine, 64 mg/L
gentamycin and 25 mM Hepes at 37°C in 95% 0,/5% CO, and saturated humidity in 96-well filter
plates (multiscreen Durapore BV1.2um, Millipore) (5 islets/well). In vitro insulin release was assayed
under static incubation. The culture medium was replaced by Krebs-Ringer-Bicarbonate-Hepes
(KRBH) buffer- 0.05% fatty acid free BSA containing 5.5 mM or 16.7 mM glucose with or without
Histidine-Alanine (His-Ala) dipeptides at 1, 10 and 100 nM and islets were further incubated for 90
min at 37°C. The plates were then centrifuged and the supernatants were stored at -20°C until

assayed for insulin and glucagon.

Human islets

Human islets were isolated from 20 to 52 years old non-diabetic adult donors (19<BMI<25) with
brain death as previously described (314). The islets were handpicked and cultured overnight in
CMRL-1066 (Invitrogen). In vitro insulin release was assayed under static incubation using the same

protocol followed for mouse islets.

DPP-4 assay

The DPP-4 activity was assessed in plasma from the portal vein or the systemic blood or in the lumen
from different segments of the intestine. Briefly, 50 ul of plasma are used and in other instances 30

mg of duodenum, jejunum, and ileum epithelium were harvested by scrapping the mucosa into 1 ml
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of phosphate buffer saline (140 mM NaCl , 3 mM KCl, 4 mM Na,HPO, ,1.5 mM KH,PQ,). The epithelial
cells are discarded by centrifugation (8000 rpm, 4°C, 5 minutes) and luminal DPP-4 activity was
analyzed in the supernatant. 50 ul of the supernatant was incubated with kit reagents according to
the manufacturers’ recommendations (DPP-4 glo protease assay, Promega, Madison, USA) for 2

hours at 37°C.

Statistical analyses

Results are presented as means + SEM. Statistical analyses were performed using Prism GraphPad
version 5.01 (GraphPad Software Inc., California, USA). Between-group differences were analyzed

using the Student’s t test and a statistical difference was considered significant when p < 0.05.
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Results
Systemic, portal and intestinal inhibition of DPP-4 and glucose tolerance

To determine whether the improved glucose tolerance mediated by sitagliptin was due to the
inhibition of the enzyme in the systemic, hepatoportal, or intestinal compartments we determined
the minimal dose of the inhibitor able to significantly reduce glycemic profiles following an oral
glucose challenge. The data show that the oral administration of sitagliptin, 4 pg/mouse, improves
glucose tolerance of normal healthy mice (Figure 1A). This effect could be further enhanced by
administration of 40 and 400 ug of sitagliptin. Interestingly, a submaximal dose of 40 mg almost
totally blunted the glycemic excursion and significantly reduced both the systemic and hepatoportal
activity of DPP-4 (Figures 1B&C). The inhibition of circulating DPP-4 activity using the largest dose of
the inhibitor was associated with a rise of the hepatoportal concentration of active GLP-1 (Figure
1D). We next examined whether more modest reduction of DPP-4 activity only in the intestinal
compartment was sufficient to achieve glucoregulation. Therefore, we determined the activity of
DPP-4 from the lumen of different intestinal segments following low dose oral sitagliptin
administration. The lowest dose of sitagliptin, 4 pg/mouse, could significantly inhibit DPP-4 activity in
the lumen of the jejunum (Figure 1E). This effect was further enhanced when a higher dose of 40
pg/mouse was administered. Importantly, this low dose, although sufficient for control of glycemia,
did not increase the concentration of active GLP-1 in the portal vein, suggesting that the newly
released GLP-1, although initially protected by the low dose DPP-4 inhibitor at the vicinity of GLP-1
release from the L cell, could still be subsequently degraded upon reaching the mesenteric and portal
circulation. However, insulin secretion was still increased using the low dose of 40 ug sitagliptin
(Figure 1F). This suggests that indeed, the gut to brain to beta metabolic reflex was actually engaged

by the sitagliptin treatment.

In contrast, when similar low doses of sitagliptin, 4ug/mouse (or 40ug/mouse, not shown) were
administered directly into the systemic (Figure 2A) or the hepatoportal circulation (Figure 2D),
glucose tolerance was not improved and plasma DPP-4 activity (Figure 2B) and GLP-1 levels remained

unchanged (Figure 2C).

The control of glucose tolerance by inhibition of intestinal DPP-4 requires an activated GLP-1 receptor.

To determine whether the GLP-1 receptor was required for control of glucose tolerance following
systemic reduction of DPP-4 activity we injected the GLP-1 receptor antagonist exendin9 into the
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systemic circulation simultaneous to the oral administration of the maximal glucoregulatory dose of
sitagliptin (40 mg). Consistent with previous observations, the anti-hyperglycemic actions of
sitagliptin were blunted by the GLP-1 receptor antagonist (Figure 3A). Second, we determined
whether a much lower dose of sitagliptin (4 pg/mouse) that inhibited DPP-4 largely in the vicinity of
GLP-1 release was sufficient to modulate glycemic control via a GLP-1R-dependent mechanism. The
glucoregulatory actions of sitagliptin were also blunted by simultaneous co-infusion of a low dose
exendin(9-39) (Figure 3B) or even when a pharmacological flash injection of a high dose of the
antagonist was performed (Not shown). It is noteworthy that the dose of 40ug/mouse of sitagliptin
provided similar data on the glycemic control. In all instances the GLP-1 receptor antagonist did not
impact the plasma insulin concentrations (Figure 3C). This suggests that the glycemic control induced
by sitagliptin depending on the direct effect of enteric GLP-1 production on beta cell induced insulin
secretion. Since we previously showed that brain GLP-1 signaling was important for the control of
glucose homeostasis (307; 308) we next blocked the activity of the brain GLP-1 receptor by icv
exendin9 infusion. Importantly, CNS GLP-1R antagonism also blunted the action of low dose oral

sitagliptin to reduce glycemic excursion (Figure 3D).

DPP-4 inhibition regulates vagus nerve activity

Enteric glucose activates the gut-to-brain axis by a mechanism which requires the GLP-1 receptor (85;
307; 315) and the autonomic nervous system. Hence we studied vagus nerve activity in mice treated
with or without a submaximal dose of sitagliptin (40 mg) since these recordings can only be
performed under anesthetized conditions. Sitagliptin alone in the basal fasted state increased the
activity of the vagus nerve (Figures 3E,F). Glucose administration increased vagus nerve activity
which was also further regulated by sitagliptin (Figure 3E). Glucose itself induced bursts of spikes
which were augmented in response to sitagliptin (Figures 3E,G). The mean percent of spikes over
basal in mice during the thirty minutes which followed the glucose injection was increased in

response to sitagliptin (Figure 3G).

The dipeptide degradation product His-Ala blunted sitagliptin-dependent glucose control

Inhibition of DPP-4 activity increases the concentration of active GLP-1 in the mesenteric and the
portal blood but also reduces the concomitant production of the corresponding degradation
products i.e. GLP-143 and the dipeptide His-Ala. Although GLP-1435 has no direct effect on oral
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glucose tolerance and insulin secretion, the putative importance of the dipeptide His-Ala for control
of glucose tolerance has not been examined. Accordingly, we performed an intravenous injection of
100 nmol of His-Ala in the presence of a low dose of sitagliptin. We hypothesized that this approach
could mimic the liberation of the dipeptide during the physiological degradation of native GLP-1.
Administration of His-Ala simultaneously to the glucose challenge impaired the reduction in glucose
induced by a low dose of sitagliptin (Figure 4A). This was associated with reduced levels of plasma

insulin and increased levels of glucagon after the oral glucose challenge (Figure 4B,C).

In vitro effect of His-Ala on glucagon and insulin secretion from isolated mice and human islets

His-Ala at the lowest concentration of 1 nM reduced glucose-induced insulin secretion from isolated
mouse (Figure 5A) or human (Figure 5C) islets. Conversely, His-Ala dose- dependently increased
glucagon secretion (Figures 5B,D). In all instances, the basal insulin and glucagon secretion rates

remained unchanged by His-Ala.
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Discussion

Our data here suggest two new mechanisms through which the inhibition of DPP-4 activity improves
glucose tolerance. First, local reduction of DPP-4 activity in the gut is sufficient to reduce glycemia.
Second, decreased production of the dipeptide His-Ala, released from the DPP-4-mediated cleavage

of GLP-1, may contribute to improved glucose tolerance through direct actions on islet cells.

The mechanism(s) through which DPP-4 inhibitors exert their actions remain incompletely
understood. Evidence for the central importance of the GIP and GLP-1 receptors for transduction of
the glucoregulatory actions of DPP-4 inhibitors was revealed through analysis of loss of DPP-4 action
in mice with genetic deletion of one or both incretin receptors (316) (317). This was further
demonstrated in obese-diabetic ob/ob mice where the glucose-lowering activity of a DPP-4 inhibitor
was abolished by co-administration of exendin9 (318). Nevertheless, the relative importance of
peripheral vs. central GLP-1 receptors for transduction of a glucoregulatory signal pursuant to DPP-4
inhibition had not been previously determined. Acute oral or systemic administration of DPP-4
inhibitors increases the plasma concentration of circulating active GLP-1 and insulin only very
moderately, within a one to two fold increase, in animal models of diabetes (319). In humans
augmentation of plasma levels of GLP-1 with DPP-4 inhibition was non-linear and maximized at 10
mg of PF-00734200, a dose which resulted in about 75% weighted average DPP-4 inhibition over
twenty four hours and a 2.3-fold increase in GLP-1 over placebo (320). Moreover, whereas the
inhibition of DPP-4 activity remained complete for over twenty four hours, plasma GLP-1
concentrations declined (320). Hence, it could be suggested that the maintenance of elevated
circulating plasma GLP-1 concentrations was not the only mechanism responsible for the glycemic

control.

Our data demonstrating efficacy of a very low dose of sitagliptin sufficient to achieve intestinal
DPP-4 inhibition without increases in circulating GLP-1 suggest that direct GLP-1-mediated activation
of glucose-induce insulin secretion is unlikely to represent a dominant mechanism of action for DPP-4
inhibition-mediated glucose control. Conversely, intestinal inhibition of DPP-4 activity could certainly
induce a local rise of intact GLP-1 concentrations within the mesenteric and hepatoportal veins. This
set of data is further reinforced by our observation that the blockage of peripheral (but not central)
GLP-1 receptors by the use of exendin(9-39) did not reduce glucose induced insulin secretion. Hence,
our data suggest that the direct route of GLP-1 induced beta-cell insulin secretion is most likely a
minor mechanism responsible for the effect of sitagliptin on the glycemic control. We and others
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have described that the hepatoportal glucose sensor is an important regulator of glucose
homeostasis (310; 311; 321). Upon oral absorption of glucose a positive glucose gradient is
established between the mesenteric/hepatoporal vein and the arterial blood. This activates glucose-
sensitive units of structures like intraganglionic laminar endings in connection with vagus nerves
efferents (322-324). These neural structures probably surround the numerous capillaries of the
mesenteric veins emptying into the portal vein and are capable of regulating the gut-to-brain neural
axis (325; 326). We and others further showed that the GLP-1 receptor is one molecular component
of the glucose sensor which regulates many physiological functions involved in the control of
glycemia such as muscle glucose utilization, hepatic glucose production, or counterregulatory
hormone production (85; 101; 195; 304-306; 327). Furthermore, GLP-1 receptor mRNA was present
in the nodose ganglia, and nerve terminals innervating the portal vein contained the GLP-1 receptor
(328). The selective blockade of the GLP-1 receptor via hepatoportal infusion of exendin9 partially
prevented glucose-induced insulin secretion (329) and the peripheral control of glucose utilization
(101). This model, invoking a role for the autonomic nervous system in the gut to pancreas axis was
supported by experiments utilizing a ganglionic blocker to prevent the insulinotropic action of GLP-1

(218).

To further localize the site of initiation of a GLP-1 signal within these various compartments, we
defined the lowest oral dose of sitagliptin which significantly improved glycemia. Interestingly, under
these conditions, sitagliptin improved glycemic control without a detectable increase in active
plasma GLP-1 concentrations in the systemic or the portal circulation. Although the low dose of
sitagliptin did not reduce systemic DPP-4 activity, it did result in moderately reduced DPP-4 activity in
the lumen of the small intestine. The DPP-4 enzyme has indeed been localized to the capillaries
surrounding the enteroendocrine cells within the intestinal mucosa (302). Therefore, our model is
consistent with the possibility that the GLP-1 signal triggers the enteric gut-to-brain-to-periphery axis
locally, very proximal to its origination from gut endocrine cells. This hypothesis is consistent with the
observation that sitagliptin increased vagus nerve activity in the basal state, and in response to
glucose. We previously reported that the activation of cFos expression in the brain in response to a
low rate gastric glucose infusion required the GLP-1 receptor since activation of the gut-to-brain axis
was a) attenuated by exendin9 infusion and b) abrogated in Glp1r-/- mice (85). Consistent with these
findings, our current data demonstrate that inhibition of GLP-1 signaling by the co-administration of
exendin9 directly into the systemic circulation prevented the glycemic control induced by sitagliptin.
Interestingly, the blockade of GLP-1 signaling directly into the brain also blunted the sitagliptin-

mediated improvement in glucose tolerance, showing that the brain GLP-1 receptor was also
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important for transduction of the signal arising from intestinal inhibition of DPP-4 activity.
Furthermore, when the lowest dose of sitagliptin sufficient to reduce glucose and intestinal DPP-4
activity was infused directly into the systemic circulation, no glucoregulatory effect was observed.
These findings further suggest that the intestinal inhibition of DPP-4 is responsible for most of the

glucoregulatory effect of the orally administered DPP-4 inhibitor.

Given the modest increases in circulating plasma levels of GLP-1 achieved following meal ingestion,
it is conceivable that the improved glucose tolerance mediated by the secretion of GLP-1 reflects
engagement of the gut-to-periphery axis, a mechanism which would be enhanced in type 2 diabetic
patients treated with DPP-4 inhibitors. It is noteworthy that DPP-4 is an endoprotease which
removes dipeptides from many substrates. Therefore, inhibition of DPP-4 also reduces the
production of GLP-1 degradation products such as the dipeptide His-Ala. To delineate a role for this
peptide we injected it in mice treated with sitagliptin and directly into the systemic blood following
an oral glucose tolerance test. Under such conditions, the DPP-4 inhibitor prevented the endogenous
generation of the dipeptide, enabling ascertainment of its biological activity via exogenous
intravenous administration. The dipeptide partially impaired glucose tolerance, blunted glucose-
induced insulin secretion and increased glucagon secretion. Furthermore, His-Ala produced similar
effects on glucose-stimulated hormone secretion when directly incubated with isolated murine or
human islets. Interestingly, His-Ala did not affect basal insulin and glucagon secretion rates
suggesting that the effect of the dipeptide requires concomitant activation of a glucose-sensitive

signal in B-cells.

The mechanism(s) through which dipeptides could regulate insulin and glucagon secretion is not
known but could be related to two di-tri-peptide transporters, PepT1 and PepT2 which have been
identified and functionally characterized (330). Although these peptide transporters have not been
identified in B-cells they are certainly present in the small intestine. PepT1 is exclusively expressed in
the intestinal epithelial cells, whereas both PepT1 and PepT2 are expressed in the proximal tubule of
the kidney. Interestingly, previous data showed that the oral hypoglycemic agent nateglinide
stimulates insulin secretion by inhibiting peptide transport through PepT1l and PepT2 (331).
Therefore, our data are in line with these previous findings and further suggest that the dipeptide

His-Ala released from the degradation of GLP-1 could regulate insulin and glucagon secretion.

Taken together, our new data strongly suggest that the mechanisms through which DPP-4 inhibitors

control postprandial glycemia depend on the inhibition of intestinal DPP-4 proximal to the site of
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GLP-1 secretion. This would lead to activation of the neural gut-to-brain-to-beta cell axis through a
mechanism which does not involved the direct activation by intestinal GLP-1 release of beta-cell
induced insulin secretion. Conversely, the mechanism involves rather requires brain GLP-1 signaling
within the gut to beta cell axis. Furthermore, we provide that the release of specific dipeptides
involved in sitagliptin action. This mechanism of action provides further evidence distinguishing the
site(s) and mechanisms of action of DPP-4 inhibitors from those observed with GLP-1R agonists and

highlight the emerging importance of gut-derived signals in the control of glucose homeostasis.
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Figures and legends
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Figure 1: Dose response of sitaglipin for control of glucose tolerance in mice.

Water (W) or doses of sitagliptin (S; 0.4, 4, 40, 400 pg/mouse and a maximal dose of 40 mg/mouse)
were administered orally thirty minutes before an oral glucose challenge. A) glycemia (dg/ml), B,C,E)
DDP-4 activity (percent of total activity of the W group) in systemic blood (C) the portal blood (D), the

duodenum, jejunum, ileum of the small intestine (E) and; D) portal vein GLP-1 concentration (pM) as
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assessed fifteen minutes after the oral glucose load. Six to eight mice per group have been studied. *

statistically significant from the water-treated group, p<0.05.
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Figure 2: intravenous sitagliptin infusion does not regulate glucose tolerance, DPP-4 activity or

plasma GLP-1 concentrations.
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Saline (W) or sitagliptin (S; 4 ug/mouse) was administered into the femoral (A,B,C) or the portal vein
(D) thirty minutes before an oral glucose challenge. A,D) glycemia (dg/ml); B) DPP-4 activity (percent
of total activity of the NaCl group), C) portal vein GLP-1 concentration (pM) fifteen minutes after the

oral glucose load. N=six to eight mice per group.
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Figure 3: The sitagliptin glucoregulatory mechanism requires an activated GLP-1 receptor and

activates vagus nerve activity
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Water (W) or sitagliptin (S) was administered orally at the dose of 40 mg (A) or 4 pg/mouse (B,C,D).
Exendin9 was administered into the systemic blood (A,B,C) or the cerebral ventricle (D). A,B,D) blood
glucose (dg/ml). Six to eight mice per group have been studied. * statistically significant from the
water-treated group at p<0.05. C) plasma insulin concentration (pg/ml); E) Recording of the firing
rate activity (mV) in the basal (upper panels) and a few minutes following an oral glucose challenge
(bottom panels) in water (left panels) and sitagliptin (40mg/mouse; right panels) treated mice. F)
Mean number of spikes recorded by seconds during fifteen minutes (spikes/second) in the basal
state in the presence or absence of sitagliptin. G) Percent of spikes over basal recorded following the
glucose challenge and for 15 minutes. Six to eight mice per group have been studied. * statistically

significant from the water-treated group, p<0.05.
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Figure 4: The GLP-1 dipeptide degradation product His-Ala blunts the glucoregulatory action of

sitagliptin
A B
E' 400- & 40ug+ Nac 4000+ [ S 40ug + NaCl
—o- +
'g] o . [ S 40ug + his ala
ko - - S 40ug + his ala
[ = 30004
@ Y E |
o / =
H] 5§ e
S P 2000
5
g s
.= 10004 o
L T T T T T T T 1 B 1
<40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 t15
time (min)
C
120+ [ S 40upg + NaCl
. 1001 - 3 S 40upg + his ala
E I
o 804
=
S 60 _—
[=1]
L]
o
=
o

Sitagliptin (S) was administered orally at the dose of 40 ug whereas NaCl or His-Ala (100 nmol) was
injected intravenously before the oral glucose challenge. A) Blood glucose (dg/ml). B) Portal insulin

concentration (pM). C) Portal glucagon concentration (pg/ml). Six to eight mice per group have been

studied. * statistically significant from the water-treated group, p<0.05.
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Figure 5: His-Ala regulates insulin and glucagon secretion in human and mouse islets.
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Measurement of insulin and glucagon secretion from isolated mouse (A,B) and human (C,D) islets in
absence (-) or presence of His-Ala. Insulin (A,C) and glucagon (B,D) secretion from isolated islets with
basal (G5.5) or high (G16.7) glucose concentration. *p<0.05 ***p<0.001 compared without His-Ala;
n=6.
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Abstract

Daily variations of lipid concentrations in both gut lumen and blood are detected by
specific sensors located either in gastrointestinal tract or in specialized central areas
such as the hypothalamus and the brainstem. Deregulation of the lipid sensitive
sensors could be partly involved in glucose homeostasis dysfunction. The study
aimed at comparing the effect of intralipid (IL) overload on glucose-induced insulin
secretion and insulin sensitivity when administrated either through the intestine or the
carotid artery in mice. To that end an intragastric or intracarotid catheter was
indwelled in mice and a triglyceride emulsion (IL 18Kcal/24h) or an isocaloric/saline
solution (Nutriflex, controls) was infused during 24hours. The intestinal but not the
intracarotid infusion of IL led to glucose intolerance, impaired glucose-induced insulin
secretion (GIIS) and insulin-resistance when compared to controls. The intestinal IL
overload induced lipid accumulation and increased lipid peroxidation assessed by
increased malondialdehyde production within both jejunum and duodenum. The
deleterious effect of intestinal lipid infusion on glucose homeostasis was associated
with the concomitant deregulation of vagus nerve activity -in response to glucose
injection- evidenced in intestinal-IL infused mice when compared to controls.
Administration of aminoguanidine protected against the lipid overload by preventing
lipid peroxidation and consequently normalized glucose homeostasis as well as
vagus nerve activity. We concluded that lipid overload within the intestine led to
deregulation of gastrointestinal lipid sensing which in turn impaired glucose
homeostasis through changes in autonomic nervous system activity. This could be an

early event leading to the further deterioration of energy balance.
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INTRODUCTION

It is now clearly evidenced that nutrient sensing is a key factor in the regulation of
energy homeostasis, especially glucose homeostasis (1). Indeed daily variations of
nutrient concentrations in both gut lumen or blood are detected by specific sensors
located either in gastrointestinal tract (2; 3) or in specialized central areas (mainly
hypothalamus or brainstem, 4; 5). Regarding gastrointestinal tract, it has been known
for many years that luminal nutrients stimulate the release of regulatory peptides from
gut endocrine cells and that luminal nutrients also activate intrinsic and extrinsic
neural pathways innervating the gut in turn conveying to brainstem through vagus
afferent fibers (3; 6). It has been also demonstrated that daily variations of nutrient
concentration in blood can be directly detected by “nutrient sensitive neurons” (both
glucose or fatty acid sensitive neurons located within the hypothalamus (7; 8). Among
nutrients, growing evidences suggest an important role for intestinal lipid-induced gut-
brain neuronal axis to regulate energy homeostasis (9; 10) as well as direct
hypothalamic fatty acid (FA) sensing (11-13). Regarding glucose homeostasis, it has
been evidenced that FA sensing contributes to nervous control of insulin secretion
and action (14, 15).

Recent evidences suggest that deregulation of these glucoregulatory pathways could
be partly involved in the etiology of metabolic diseases such as obesity and or type 2
diabetes. We previously demonstrated that early changes in insulin secretion and
action induced by high-fat diet were related to a decreased sympathetic tone in rats
(16). The effect of the lipid-enriched diet were also observed when a triglyceride
emulsion was directly infused in the 3" ventricle (17) or into the carotid artery (18; 19)
without any change in plasma TG or fatty acid concentration. In this latter experiment
lipid infusion induced hepatic insulin-resistance and an increased glucose-induced
insulin secretion in response to glucose tolerance test, suggesting an adaptation of
endocrine pancreas to decreased insulin sensitivity (19). In addition, data
emphasized that high-fat diet may also affect sensing of dietary lipids by the gut (20).
Mechanisms involved in these deleterious processes could include inflammation and
oxidative stress (21; 22). Indeed, low-grade endotoxemia may contribute to the
postprandial inflammatory state following high-fat meal ingestion (23) and finally
contribute to initiation of insulin-resistance and obesity (24) These effects could be
partly related to the accumulation of oxidant species like peroxidized lipids in the gut
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epithelial cells which could contribute to alter the mucosal metabolic pathways and
enterocyte function (25).

The present work firstly showed that a 24h lipid infusion impaired glucose-induced
insulin secretion (GIIS) when administrated through the intestine but not through the
carotid artery. We then secondly characterized that of the deleterious effects of
intestinal lipid overload on glucose homeostasis could be prevented by administration
of aminoguanidine a nucleophilic hydralazine compound and an in vivo antioxidant
against reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation. Therefore, during the
development of metabolic diseases a lipid overload could impair energy homeostasis

through mechanisms related to the early alteration of intestinal glucose sensing.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals and research design The following animal experimental procedures have
been approved by the local ethical committee of the Rangueil hospital and Use
Committe of University of Paris Diderot. Eleven-week-old C57BL6/J (Charles River,
L’Arbresle, France) male mice were housed in a controlled environment (inverted 12-
h daylight cycle, lights off at 10:00 A.M.) with free access to food and water. All Mice
were fed by a normal carbohydrate diet (NC). A catheter was indwelled in the
stomach or in carotid artery toward the brain. Following insertion of catheters, one
week post-surgical recovery allowed mice to recover and to reach their pre-surgical
body weight. At the day of experiment the catheters were connected to infusion
systems allowing the animal to remain in its cage. Mice were infused during 24h with
a triglyceride emulsion (Intralipid, IL 20%; 18Kcal/24h, KabeVitrum, Stockholm,
Sweden) or an isocaloric solution (Nutriflex lipid, B Braun, France). It is noteworthy
that this lipid infusion rate correspond to the amount of lipid absorbed over 24 hour
by mouse fed a high-fat diet (Burcelin et al AJP 2002). A subset of mice were infused
for six hours only to evaluate the effect of a very short term infusion on glucose
homeostasis. At completion of the infusions, different metabolic analyses were
performed and described below. The duodenum, jejunum and the hypothalamus
were collected and stored at - 80°C respectively from intragastric catheter mice and
intracarotid catheter mice. In another set of experiment, a group of mice have free
access to drinking water added with a solution of aminoguanidine (100mg/ml, Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO), during the week of recovery from surgery, and before the

intragastric or intracarotid 24-hours infusion.

Surgical procedures

Intragastric catheter. Mice were anesthetized with isoflurane (Abbott, Rungis,
France). After hair shaving, a 4-mm laparotomy was performed under the thoracic
cage, on the left side. The upper stomach was gently incised with a needle and a
catheter was indwelled in the stomach hole. It was secured by surgical glue
(Histoacryl, 3M, Health Care, St. Paul, MN), and the other side of the catheter was
tunnelled under the skin and exteriorized and closed at the back of the neck.
Intracarotid catheter. The long-term infusion technique under unrestrained
conditions was used, as previously described (26). Briefly, 7 days before the
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beginning of the infusion, rats were anesthetized with isoflurane (Abbott, Rungis,
France) for the insertion of a catheter in the carotid artery toward the brain. Then, the
catheter was exteriorized at the vertex of the head and attached to a swivelling

infusion device, allowing the animal free access to water and diet.

Plasma parameters during the infusion. Before the beginning of the infusion and
at the end of the 24h-infusion, twenty microliters were collected from the tip of the
caudal vein to estimate the plasma fatty acid (FFA) and triglyceride (TG)

concentration. Blood was immediately centrifuged and plasma frozen until assay.

Plasma parameters after the 24-h infusion.

Tolerance test

Oral Glucose tolerance test (OGTT). After 24h-infusion, mice were deconnected of
the perfusion system and could move in their cage. After twenty minutes, intragastic
—perfused mice are gavaged with a glucose solution (30%; 2g/kg). The glycemia was
determinated by a glucometer (Accu Chek, France) from two pl collected from the tip
of the tail vein at time 0O, 15, 30, 60, 90 and 120 min. In addition 20 pl of blood was
sampled 20 before, and at 15 and 60 min after the glucose gavage, in order to
measure insulinemia. Blood was immediately centrifuged and plasma was frozen

until insulin assay.

Insulin tolerance test (ITT). A single dose insulin was injected (0.05 U/ml, 10ul/g,
ip). The glycemia was measured from tail at time 0, 5, 10, 15, 20 30, 40 50 and 60

min.

GLP-1 sample. In mice allocated for assessment of portal vein GLP-1
concentrations, blood was collected in the presence of Diprotin A (ile-pro-ile, 0.1 nM,
Sigma-Aldrich, Saint Louis MO) and heparin at the end of 24-hours infusion , and
fifteen minutes following the glucose challenge. A rapid anesthesia was induced by
an intraperitoneal injection of a mix of Ketamine 1000 (Vibrac, France) Xylazine
(Rompum 2%, Bayer health care, France, 100 and 10mg/kg i.p., respectively) to

perform the portal vein samples.

206



Plasma parameters. Plasma insulin concentration was determined in 10 pul using the
mouse ultrasensitive insulin ELISA kit (Mercodia, Upsala, Sweden). Plasma GLP-1
concentration was determined in 100 pl using the Glucagon-Like Peptide-1 (Active)
ELISA kit (Linco Research). Determination of plasma FFA concentration is allowed
by the NEFA C kit (WAKO) by 8 pl. Plasma triglyceride concentration is determined
in 3 ul by the triglycerides enzymatique PAP150 (Biomerieux).

Biochimical assays

Protein content extraction. The braked samples of intestine and hypothalamus
were digested by a solution of digestion, Ripa (Tris 1M pH 7,5 (Sigma), triton 10X
(Sigma), NaCl 5M, NaF 1M (Sigma)) with antiprotease solution (aprotin at 1.5mg/ml
(Euromedex), leupeptin at 1mg/ml (sigma), PMSF at 100nM (Acros Organics,
France) and vanadate at 100mM (Sigma)) respectively in 300 and 150 pl. After 30
min of incubation, the samples were centrifuged 10 min at 1000 rpm, 4°C. The
protein content was determined by DC protein assay kit (Biorad, Marne la coquette,

France).

Lipid peroxidation. Reaction of malondialdehyde (MDA) with thiobarbituric acid
(TBA) has been applied to assess lipid peroxidation in biological material. The
reaction yields a red MDA-TBA adduct, the product of 2 mol of TBA plus 1 mol of
MDA. The colored complex can be quantified spectrophotometrically from its visible
absorbance (Amnax 532 nm). Briefly, 200 ul of duodenum and jejunum protein content
or 50 pl of hypothalamus protein content were colored by the reaction with HCI 0,5M,
and TBA (Acros organics) during the dry bath- incubation (10 min, 95°C). In cold
water, 2 ml of butanol (sigma Aldrich) were added and hardly shaked. The
centrifugation (ten minutes at 12000 rpm, 4°C) allowed the up-stage of colored
peroxide lipid. The colored surnageant was read at 532 nm with a spectrophotometer
(WPA, Biowave).

Glutathion reductase. The glutathione (GS-SG) was reduced by the glutathione
reductase to product an oxidized glutathione (GSH) and NADP*. NADPH absorption
(340nm) was correlated to the glutathione reductase activity. On a 96 well plate,
tissue treatment for glutathione reductase determination was accomplished by the
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glutathione reductase assay kit (Sigma, Rabalot, France) from intestine protein

extract.

Triglyceride content. Total lipid was extract by the traditional Folch method from 50
mg of braked tissues which was mixed with 1 ml of Folch solution
(chloroform/methanol: 2/1; v/v) (Sigma Aldrich, Saint Louis MO). The dried lipid
content was diluted with five hundred of isopropanol (Sigma Aldrich, Saint Louis MO)

to perform the triglyceride assay (triglycerides enzymatique PAP150; biomerieux)

MRNAs expression. Total mMRNAs from duodenum and jejunum of mice were
extracted using TriPure reagent (Roche, Basel, Switzerland).The concentration of
TNFa (r: TTCGGAAAGCCCATTTGAGT, f: TGGGACAGTGACCTGGACTGT), IL-1B
(r: CATCAGAGGCAAGGAGGAAAAC, f: TCGCTCAGGGTCACAAGAAA), PAI-1 (r:
CCGAACCACAAAGAGAAAGGA, f: ACAGCCTTTGTCATCTCAGCC), CD3 (r:
ATGCCCCAGAAAGTGTTCCA, f: TCCGCCATCTTGGTAGAGAGA), IFNy
(r TGACTGTGCCGTGGCAGTA, f: TTGGCTTTGCAGCTCTTCCT), NADPH
oxydase (r: TCGACACACAGGAATCAGGAT, f: GGTTGGGGCTGAACATTTTTC),
GST (r: CCATCACTTCGTAACCTTGCC, f: AAGAATGGAGCCTATCCGGTG),
catalase ( r: TCCGCTCTCTGTCAAAGTGTG, f: AGCGACCAGATGAAGCAGTG)
MRNAs was evaluated by quantitative RT-PCR analysis. PCRs were performed
using an AbiPrism 7900 Sequence Detection System instrument and software
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The concentration of each mRNA was
normalized for RNA loading for each sample using RPL19 rRNA (r:
CCTTGTCTGCCTTCAGCTTGT, f: GAAGGTCAAAGGGAATGTGTTCA) as an
internal standard.

Immunohistology of macrophages, F4/80 staining. 0.5 cm of both duodenum and
jejunum were fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma Aldrich). 8 um of transversal
tissue sections were deparaffinized and rehydrated. Sections were blocked in normal
goat serum and incubated overnight with primary rat anti-mouse F4/80 monoclonal
antibody (1/1,000; Serotec, Oxford, U.K.). Endogenous horseradish peroxidase
activity was quenched with incubation with 3% hydrogen peroxide for 20 min.
Secondary antibody staining was performed using goat anti-rat biotinylated 1gG Ab
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(1/1000, 30 min, room temperature) and streptavidin horseradish peroxidase
conjugated (1/500, 30 min, room temperature) (Sigma Aldrich) and detected with 3,3-
diaminobenzidine (Sigma Aldrich). Sections were counterstained with hematoxylin
before dehydration and coverslip placement. The number of F4/80-positive cells per

microscopical field was calculated according the similar intestine area.

Electronic microscopy. The duodenum and jejunum samples were immediately
fixed in 3% glutaraldehyde (Sigma) in PBS, postfixed in osmium tetroxide,
dehydrated and embedded in Epon 812. Ultrathin sections were cut (Reichert
ultramicrotome), placed on mesh copper grids, counterstained with uranyl acecate

and lead citrate and examined with Hitachi 300 transmission electron microscope.

Measurement of parasympathetic nervous system activity. Mice were
anesthetized with isoflurane to record the parasympathetic nerve activity of the vagus
nerve at the level of the trachea. While the mice were kept on a heating blanket at
37°C and set up in a Faraday cage, a first electrode was hooked to the vagus nerve
whereas a second one was implanted under the skin as a reference. A glucose
solution (2g/kg; 30%) was administred to the mice (still awake) through an
intragastric catheter. So, after the intralipid or isocaloric infusion, the mice were
anesthetized, and the vagus nerve activity was recorded 15 min before, and 30 min
after intragastric glucose administration. The signal was filtered between 0,1 and
1000 Hertz, with a 4 k/s sampling rate, and amplified by the BioAmp (Phymep, Paris,
France). At completion of the recording period 600ug acetylcholine were injected into
the peritoneal cavity. This led to dramatically increased vagus nerve activity thus
validating the sensitivity of the experimental set up. Data were digitized with digitizer
PowerLab/4sp (ADInstruments, Paris, France) and analysed spectrally using the
Spike Histogram (ADInstruments). Neuronal activity was normalized to reduce

variability resulting from differences in background activity.

DPP4 activity.
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Statistic. Results are presented as means SE. The Student t-test was used to
assess statistical significances between groups. P<0.05 was considered as

statistically significant.
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RESULTS

A 24 hours intestinal but not brain lipid infusion impairs glucose homeostasis.
Intragastric IL infusion increased plasma TG concentration when compared to the
isocaloric infusion (figure 1A ). Conversely no change in plasma FFA concentration
was observed The 24h intracarotid IL infusion did not increase either plasma FFA or
TG concentrations when compared to controls (figure 1B). GLP-1 concentration in
the portal vein was markedly increased by the intragastric IL perfusion (figurelC; t0).
To determine the impact of intestinal or intracarotid lipid overload on the control of
glucose homeostasis we first investigated the time-course of glycemia in response to
an oral glucose challenge (OGTT) At the end of the intragastric IL infusions, the
blood glucose profile following the oral glucose load was significantly higher when
compared to controls and remained constant around 10 mM (figure 1D). The IL
infusion-induced glucose intolerance was associated with an increased plasma
insulin concentration 15 min after the glucose challenge (figure 1E). In addition,
insulin was less efficient to decrease glycemia in intragastric-IL infused mice (figure
1F). In intracarotid-infused mice, IL did not change glycemic (figure 1G) nor the
insulinemic profiles (figure 1H) during OGTT when compared to controls. Following
intracarotid IL infusion, there was no change in time-course of glycemia during ITT

compared to controls (figure 11).

Intragastric lipid infusion induced lipid droplet accumulation in jejunum but no
inflammation state

The intestinal lipid content was increased in the jejunum (figure 2A). Electron
microscopy showed a larged lipid droplet in intestinal epithelial cells (figure 2B). After
the IL intestinal infusion the concentration of mMRNA coding for inflammatory
cytokines, TNFa IL13 was not increased when compared to mice infused with the
isocaloric infusion (figure 2C,D). however, PAI-1 mRNA content was increased only
in the duodenum (figure 2E). In addition, the number of macrophages, as determined
by F4/80 immunohistology (figure 2F,G ), was slightly decreased in the duodenum
and was 2 fold less in the jejunum of intragastric IL-infused mice when compared to
controls. In addition neither IFNy nor CD3 mRNA -both markers of macrophage-

content were changed in both groups (data not show).
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Intragastric lipid-infusion induced oxidative stress.

The duodenum and jejunum mRNA concentrations of genes coding for both oxidative
(NADPH oxidase) (figure 3A) and anti-oxidative (GST, catalase) enzymes (figure
B,C) was quantified. The data show no clear trend of difference between IL and
isocaloric infused mice, although some statistical differences were noted. Importantly,
the activity of the anti-oxidative enzyme glutathion reductase was impaired in the
duodenum and jejunum of IL-infused mice when compared to the controls(figure
3D,E). Furthermore, the lipid peroxidation, as assessed by MDA production, was
increased in the 2 segments of IL-infused intestine (figure 3F) when compared to
controls. Importantly, in mice infused with IL for only 6 hours the MDA production was
already increased (Figure 3G) and the antioxidant activity, as witnessed by the
glutathione reductase activity, was impaired (Figure 3H,1). this was accompanied with
a state of hyperinsulinemia (Figure 3J), although, at this early time point glucose
tolerance was unchanged (Figure 3K).

Interestingly, the brain IL infusion was unable to increase MDA production suggesting

that the duration of the infusion was not sufficient (not shown).

Aminoguanidine prevented the IL-induced glucose intolerance and insulin
resistance. To revert the impact of IL on intestinal lipid peroxidation we infused mice
for one week with aminoguanigine. Then the mice were infused with IL for 24 hours.
Following the 24h-lipid infusion, MDA production was lower in the duodenum and
jejunum when the mice were previously infused aminoguanidin

(figure 4A). the aminogluanidin treatment had no impact in mice infused with the
isocaloric solution (not shown). The aminoguanidine treatment did not modify plasma
FFA (figure 4B) and TG (figure 4C) concentration neither before or after the IL
infusion. The glycemic profile obtained in response to the oral glucose challenge was
improved in aminoguanidin treated mice that in controls (figure 4D). Aminoguanidine
had no effect on isocaloric-infused mice (not shown). Aminoguanidine treatment
normalized plasma insulin concentration during OGTT (figure 4E) and insulin
tolerance (figure 4F).

Intragastric lipid-infusion and vagus nerve activity.
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The enteric glucose detection activates the “gut-brain axis” via the parasympathetic
nervous system to transmit the glucose message to cerebral areas such as the
brainstem. In basal conditions, vagus nerve activity was similar in all groups (fig 5A,
upper panel and fig 5B). In contrast, during OGTT sequences of nerve spikes were
different between mice infused with IL or isocaloric solution fig 5A, bottom panel). In
control group fragment of recording displayed a type of response with clear time
intervals between events compared to IL-infused mice (fig 5A, bottom panel) and
frequency of events was significantly higher (0.87 +/- 0.03 vs 0,.57 +/- 0.05 Hz,
p<0.01, fig 5B). Duration of evoked events was also shorter in controls than in IL
infused mice indicating changes in frequency of discharges (fig 5A, bottom panel).
Aminoguanidin treatment normalized vagus nerve activity in response to OGTT (fig
5A, bottom panel; 0.87 +/- 0.03 vs 0.78 +/- 0.06 Hz, NS, fig 5B).

DISCUSSION

The present work evidenced that a 24h intragastric but not intracarotid lipid overload
impaired both glucose and insulin intolerance and hence the overall glucose
homeostasis. This was related to an augmented lipid content in the jejunum.
Furthermore both, the duodenum and the jejunum displayed oxidative and
peroxilipidic stresses which precedes the impaired glucose homeostasis. The lipid
effects were prevented by a prior aminoguanidin treatment. Our data suggest that a
short term lipid overload which targets preferentially the intestine glucose sensor and
gut-brain axis is sufficient to initiate features of impaired glucose homeostasis. Early
events would mainly involve excessive lipid peroxidation rather than oxidative stress.
As mentioned above, the major consequence of intragastric lipid infusion is to
deregulated glucose homeostasis including both glucose and insulin intolerance. It
must be pointed out that in response to oral glucose infusion, plasma insulin
concentration was more increased in IL mice than in controls. This could be an
adaptation to glucose intolerance and decreased insulin sensitivity. However, this
could be also linked to plasma GLP-1 concentration, which was significantly higher in
IL than in control mice. Both glucose and insulin intolerance observed in IL-
intragastric infused mice occurred without any change in plasma FFA concentration.

In contrast, intragastric IL infusion increased plasma TG concentration when
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compared to controls. This increased TG concentration was probably not responsible
for the impaired glucose homeostasis, since aminoguanidin treatment, which had a
preventive effect on the tested parameters, did not decrease plasma TG
concentration. In addition, both increased GLP-1 and insulin concentrations were not
sufficient to counteract glucose intolerance. Thus we hypothesized that change in
glucose homeostasis could be related to change in autonomic nervous system
(ANS). Indeed, it has been well described that activation of the parasympathetic
nervous system was necessary for normal meal-induced insulin secretion (1; 2).
Particularly, a study by Ahren and Holst showed that preabsorptive insulin response
to meal ingestion in humans was largely attributed to autonomic activation (2).
Authors concluded that this cephalic insulin response was required for a normal
postprandial glucose tolerance, and that GLP-1 did not contribute to the
preabsorptive cephalic phase insulin response to meal ingestion (2). In our model,
the deregulated parasympathetic nerve activity in response to oral glucose ingestion
may, at least in part, explain glucose intolerance despite high GLP-1 concentration.

In our model vagus nerve activity was similar in all groups in basal conditions. In
contrast, during OGTT, there was not increased in vagus nerve activity in IL infused
mice. Thus, intestinal IL infusion may lead to deregulation of afferent signals and
finally overall vagus nerve activity which could in turn impair neural component of
glucose homeostasis. Interestingly, it must be pointed out that plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) expression was increased in duodenum of IL-infused mice.
Previous reports evidenced that PAI-1 expression was upregulated in neurons after
experimental peripheral nerve injury (28; 29). Taken together, both vagus nerve
recording and PAI-1 expression suggest deregulation of enteric nervous system
following IL infusion. How IL infusion into intestine may lead to change in vagus
nerve activity ? It has been demonstrated that intestinal infusions of oleate and
glucose activated myenteric neurons in the duodenum and jejunum in the rat (30).
Such sensing could be deregulated in presence of lipid overload and consecutive
oxidation/inflammation process. Functional changes of the enteric nervous system
have been observed under inflammatory states (31-34). However, it must be pointed
out that inflammation was not highly increased in our model. Indeed, neither IL1-3
nor TNFa expression were increased in intestine of IL infused mice. This could be
related to the short term of duration of infusion (24h) and we cannot exclude that
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longer infusion period may induce inflammation and macrophage infiltration as
described in other models (22; 25; 35). In contrast, oxidative stress was activated in
both duodenum and jejunum of IL infused mice compared to controls as indicated by
increased MDA production. Oxidative stress has been also showed to induce
changes in enteric nervous system activity. For example, it has been evidenced that
specific effects of the cytotoxic secondary lipid oxidation product, 4-hydroxynonenal
(10(-8)-10(-4) M) on intact sheets of rat jejunum was to stimulate chloride secretion
mediated by prostaglandins and the enteric nervous system (36). Oxidative stress is
also associated with peripheral nerve dysfunction observed in diabetes. A study by
Kellogg et al demonstrated that oxidative stress was an important regulator of
diabetic neuropathy (37). In this study COX-2 inactivation -(COX-2(-/-)) diabetic mice-
had a protective effect against diabetes-induced motor and sensory nerve conduction
slowing and impaired nerve antioxidative defense that were clearly manifest in the
wild-type (COX-2(+/+)) diabetic mice (37). Deregulated vagus nerve activation in IL
infused mice could be also related to high GLP-1 level {Bharucha, 2008 #108;
Yamamoto, 2002 #109}. Aminoguanidine has been previously demonstrated to have
a protective effect on blood and tissue lipid peroxidation in jaundiced rats with
endotoxemia induced with LPS in rats (38). Aminoguanidine is also a potential
therapeutic agent for preventing the generation of advanced glycation end products
(AGEs) in diabetes mellitus (39). Our data showed that an increased lipid
peroxidation is induced by the IL infusion as early as after six hours. This was
accompanied with an excessive insulin secretion. However, these features preceded
glucose intolerance. Therefore, we suggested that the alteration of gut glucose
sensing is an early mechanism within the time course of impaired glucose
homeostasis.

It is noteworthy that the 24 hours brain lipid infusion was not able to impair glucose
homeostasis suggesting that the gut glucose signal is more sensitive than the brain
to the lipid stress. Furhtermore, we can speculated that since the short term
nutritional stress on the brain was unable to impair glucose homeostasis the impaired
brain glucose sensing described during HFD-induced diabetes could be a

consequence rather than a cause of glucose intolerance.

In conclusion,
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Our data show that a very short term lipid stress impairs intestinal glucose sensing,
through mechanisms which involve a peroxilipidic and oxidative stresses that targets
the gut-to-periphery neural axis. These biochemical events were prior to the latter

impairment of glucose homeostasis.
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Figure legends.

Figure 1. Effects of intestinal and brain FFA on the glucose homeostasis. In 24h
intragastric infusion with isocaloric (isocal, white bar or full line) or intralipid (IL, black
bar or dash line) solution A- Plasma TG (g/l) B- FFA(mM) concentration C-Plasma
portal GLP1 concentration (pM) after the intragastric perfusion (t0) and fifteen
minutes after glucose gavage.D- Time course of glycemia (mM) during OGTT. E-
Plasma insulin (pg/ml) twenty minutes before and fifteen minutes after glucose.-F-
Time course of glycemia during ITT. In 24h carotid perfusion of NaCl (white bar or full
line) or IL (black bar or dash line) solution G-glycemia and H-insulinemia during
OGTT I-Time course of glycemia during ITT (n= 8) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

compared to controls.

Figure 2: Lipid content and markers of inflammation in intestine. In isocal (white
bar) or IL (black bar) perfusion mice A- FFA content (-mM). B- Electronic microscopy
of jejunum (*4000). C,D,E-mRNA expression of TNFa (C), IL18 (D) and PAI-1 (E),.
F,G-number of macrophage (F4/80) (F) andF4/80 immunohistochimistry (G).

Figure 3: Markers of oxidative stress in intragastric-infused mice. Inisocal (white
bar or full line) or IL (black bar or dash line) perfusion mice A,B,C- mRNA expression
of NADPH oxydase (A), GST (B), catalase (C). D,E-Activity of glutathion reductase
and F- lipid peroxidation by the expression of MDA (uM/ug protein) in the duodenum
and jejunum. G,H,1,J,K- infusion of isocaloric and intralipid solution during 6h. G-MDA
production, H,I- glutathion reductase activity in duodenum (G) and jejunum (H), J-

time course of glycemia after the oral glucose challenge.

Figure 4: Effects of aminoguanidine on glucose homeostasis Effect of IL (black
bar or dashline) or IL with aminoguanidin (IL +amino; grey bar or fullline) solution, in
intragastric-perfused mice. A- Malondialdehyde (MDA) production in duodenum and
jejunum at the end of the infusion and, B- FFA (mM), C- TG(g/l) concentration before
(t0) and after (24h) the perfusion. D- Glycemia (mM) and E- insulin concentration
(pM) before and after glucose challenge in intragastric F-time course of glycemia

after insulin load.
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Figure 5: Activity of the vagal nerve. A- Recordings during 5 min before (upper
panel) and 5 min after (bottom panel) the glucose load in isocaloric (isocal), intralipid
(IL) or, aminoguanidin treated-IL (IL + amino) condition. B- Frequency of the vagal

activity recorded before and during OGTT. **p<0.01 vs IL.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Dans la premiére partie, I’étude d’une faible dose de sitagliptine, nous permet de
conclure que la DPP-1V présente dans la lumiere intestinale est suffisante pour contréler la
glycémie. Elle induirait deux processus de regulation de la glycémie par sa capacité a
inactiver le GLP-1 (7-37). Dans un premier temps, elle induirait une action courte et efficace
du GLP-1 dans la sphére entéro-portale qui permettrait & celle-ci d’augmenter la sécrétion
d’insuline et de diminuer la glycémie. Dans un second temps, elle permettrait la génération
d’un dipeptide issu du clivage du GLP-1 actif, I’histidine-alanine. Ce dipeptide agirait alors
par un rétrocontrdle de la glycémie en diminuant la sécrétion d’insuline et en augmentant la

sécrétion de glucagon.

La DPP-IV est une enzyme présente sur la bordure en brosse des cellules endothéliales
(174) mais aussi sur les pdles apical et basal des cellules intestinales. Sa localisation entérique
expliquerait son action directe précoce sur le GLP-1(7-37). Ainsi, par I’administration orale
d’une faible dose de sitagliptine (4pg), nous démontrons que la DPP-1V est efficace pour
réguler la glycémie. En effet, a cette dose, 1’activité de la DPP-1V est inhibée dans le jéjunum
des souris traitées a la sitagliptine sans que la concentration portale de GLP-1 actif ne soit
augmentée. La dose supérieure, 40ug de 1’agent pharmacologique, confirme 1’inhibition de la
DPP-1V qui est plus fortement marqué dans les différents segments de I’intestin mais qui
n’augmente pas la concentration plasmatique de GLP-1 dans la veine porte. L’inhibition de la
DPP-IV systémique par administration intraveineuse de 4ug de sitagliptine montre que celle-
ci n’est pas recrutée pour le contrdle glucidique. La régulation de ’homéostasie glucidique
semble donc bien étre dépendante des sensors entéro-portaux (324; 332; 333) et des hormones

qui en sont dépendantes.

Le GLP-1 est connu pour avoir de nombreux effets systémiques associés a 1’expression de son
récepteur sur les tissus cibles (152 ; 176-179). Néanmoins les modes d’actions restent a
préciser étant donné sa durée de vie courte. Le récepteur au GLP-1 est localisé dans la sphére
entéro-portale, précisément sur les fibres afférentes du nerf vague (187), et sur le sensor portal
au glucose (6; 101; 104). D’autre part, le travail récent de 1’équipe de Mulé, démontre la
présence de récepteur au GLP-1 sur les neurones entériques du duodénum et du colon (334).
Ces derniers seraient présents sur les neurones cholinergiques pour activer la nNOS qui
induirait une diminution de I’excitation de ces neurones. Ces arguments sont donc en faveur
d’une action locale du GLP-1 qui recruterait ’axe « intestin-cerveau » pour reéguler la

glycémie. L’utilisation d’une faible dose de sitagliptine nous a donc permis d’affiner le site
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d’action du GLP-1 actif. A la dose minimale active de sitagliptine, 4ug, I’inhibition du
récepteur au GLP-1 par un antagoniste, I’exendine 9, nous montrons que cette hormone est
bien impliquée dans le controle de la glycémie et qu’elle est dépendante de 1’activité de la
DPP-IV. L’inhibition, uniquement entérique, de la DPP-1V pour cette dose de sitagliptine
suggére donc que seuls les récepteurs au GLP-1 localisés dans 1’intestin sont alors impliqués.
D’autre part I’inhibition de la DPP-1V a trés faible dose permet un contréle de la glycémie qui
induit un pic glycémique 15 minutes apres la charge orale en glucose. Ainsi, en présence de
I’agent pharmacologique et d’une perfusion intracérébroventriculaire d’exendine 9, nous
constatons que le récepteur cérébral au GLP-1 est impliqué dans cette régulation de 1’énergie
métabolique. Nos résultats confirment donc qu’il existe une communication entre le sensor au
glucose entérique et les centres intégrateurs du glucose qui permet le recrutement du GLP-1
cérébral (85). L’ensemble de ces résultats confirme donc le concept d’ «arc réflexe
métabolique anticipateur » pour lequel le GLP-1 agirait via I’axe « intestin-cerveau » pour
activer le recrutement du GLP-1 cérébral. Ce dernier transmettrait alors un message nerveux
efférent a la cellule B du pancréas pour favoriser la sécrétion d’insuline. La voie d’action
directe du GLP-1 sur la cellule B du pancréas semble donc étre une voie mineure de
régulation de la glycémie. L’enregistrement de I’activit¢ du nerf vague, sur 1’animal
anesthésié qui a recu une forte charge orale en sitagliptine (pour maximiser la sensibilité a
I’agent pharmacologique), montre qu’elle modifie la transmission du message nerveux

déclenchée par une charge orale en glucose.

La DPP-IV est une enzyme qui a de nombreux substrats (220; 221) et dont la fonction est de
scinder les peptides qui ont un acide aminé histidine ou tyrosine en position 8. Le GLP-1 (7-
37) est donc degradé en un peptide (9-37) inactif et un dipeptide, I’histidine alanine, dont les
fonctions ne sont pas décrites. Les acides aminés sont reconnus pour faire sécréter le glucagon
(25; 26). La dose minimale active de sitagliptine n’augmente pas I’insulinémie. En revanche,
dés I’administration de 40pg la sécrétion d’insuline est augmentée suite a une charge orale en
glucose. Ainsi, en ajoutant une administration intraveineuse d’histidine-alanine a ce protocole
la sécrétion d’insuline est diminuée alors que la sécrétion de glucagon est augmentée. Le
mode d’action de dipeptide reste a élucider. Les transporteurs de di-tripeptide recensés sont
PEPT1 et PEPT2 (335; 336). PEPT 1 est présent sur la bordure en brosse des entérocytes alors
que PEPT2 est localisé sur les cellules rénales. Ces transporteurs sont dépendants d’un

gradient de protons, ce qui est favorable a son activité dans I’environnement acide de
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I’intestin (38). Ces transporteurs ne seraient pas présents sur la cellule B du pancréas. Une
action directe de I’His-Ala sur la cellule B est donc peu probable. La localisation de
transporteur sur la cellule A du pancréas est non décrite. La littérature offre peu d’argument
pour comprendre le mode d’action du dipeptide His-Ala. Nos résultats sur les Tlots murins et
humains montrent tout de méme que ’effet de ce dipeptide est dépendant d’une stimulation
par le glucose. D’autre part, une étude démontre que le transporteur PEPT2 serait aussi
localisé sur les cellules gliales du systeme nerveux entérique (337). Par I’importance du
systeme entéro-portal et la rapidité d’action de la DPP-1V, nous pouvons donc supposer que
I’His-Ala agirait sur les cellules nerveuses du nerf vague pour agir indirectement sur le
pancréas, via I’arc « intestin-cerveau- pancréas ». Ainsi, la dégradation du GLP-1 par la DPP-
IV permettrait de rétrocontroler la glycémie en modulant les taux d’insuline et de glucagon.
En effet, le GLP-1 entérique et central sont connus pour étre hyperinsulinémiants. Si 1’action
insulinotropique de ces hormones n’était pas contrdlée, 1’organisme tendrait vers une
hypoglycémie. Ainsi, la DPP-IV serait nécessaire pour anticiper les désordres métaboliques
(Figure 1).

La littérature suggére que les patients atteints d’un diabéte de type Il auraient une
diminution de [Dactivit¢ de la DPP-IV (279; 280) ce qui favoriserait donc 1’effet
hypoglycémiant du GLP-1. Une étude physiologique obtenue avec une forte dose de
sitagliptine a donc pu nous renseigner sur les mécanismes impliqués lorsque la concentration

plasmatique de GLP-1 portal est augmentée.
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Figure 1 : schéma synthétisant 1’interprétation des résultats obtenus avec une faible dose de
sitagliptine (4pg). Le profil de la glycémie (trait noir) dans le temps en réponse a une charge
orale en glucose est corrélé a la dégradation du GLP-1(7-37) par la DPP-1V dans la sphére
entéro-portale. Le GLP-1 (7-37) régule la glycémie mais permet un pic glycémique qui
permet le recrutement du GLP-1 cérebral (GLP-1c). Ce dernier active alors la sécrétion
d’insuline. La dégradation du GLP-1(7-37) génére le GLP-1(9-37) et le dipeptide his-ala
(rond bleu). Il augmente la sécrétion de glucagon et diminue la sécrétion d’insuline.

L’étude faite avec 1’administration d’une forte dose de sitagliptine (40mg) pourrait étre
interprétée d’un ceil pharmacologique. Néanmoins, elle peut aussi nous orienter sur ce qui se
passerait si la sécrétion de GLP-1 n’était plus controlée. Ainsi, les résultats obtenus avec cette
dose ¢élevée de sitagliptine nous montrent qu’une forte inhibition de la DPP-1V dans la
lumiere intestinale, le sang portal et systémique augmente la concentration et 1’effet du GLP-1
sur le controle de la glycémie. La glycémie est alors fortement diminuée en réponse a la
sitagliptine. Nous concluons aussi que malgré 1’augmentation notable du GLP-1 qui pourrait

alors avoir une action directe sur les tissus cibles, celui-ci est toujours dépendant des sensors
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entéro-portaux du glucose, li¢ a I’ « axe intestin-cerveau » et au gradient artério-veineux du

glucose.

Ainsi, des souris traitées par une administration orale de 40mg de sitagliptine, ne
présentent pas de pic hyperglycémique en réponse a une charge orale en glucose. En effet,
I’activit¢ de la DPP-IV est inhibée a 50% dans la lumiére intestinale, le sang portal et
systémique par rapport aux souris témoins ce qui représenterait une inhibition maximale. A
cet effet, la concentration plasmatique de GLP-1 actif est alors élevée. Néanmoins, la
sécrétion d’insuline n’est pas augmentée ; elle serait méme diminuée pour des temps
précoces. Les clamps hyperglycémiques réalisés par voie intragastrique nous montrent que
pour une méme hyperglycémie, la concentration plasmatique de GLP-1 dans le sang portal est
augmentée chez les souris traitées a la sitagliptine bien que la sécrétion d’insuline ne soit
toujours pas augmentée. L’absence de différence dans le flux de glucose administré chez les
souris traitées a la sitagliptine enléve donc I’hypothése d’un retard gastrique induit par le
GLP-1. Cette absence d’effet incrétine serait donc du au traitement a la sitagliptine.
L utilisation de I’antagoniste au récepteur au GLP-1, I’exendine 9, montre que le GLP-1 est
bien impliqué dans le contrdle de la glycémie en présence de sitagliptine. Le test de tolérance
au glucose réalisé par voie intraveineuse, alors que 1’agent pharmacologique est toujours
administré par voie orale, nous prouve que le récepteur au GLP-1 présent dans la veine porte
est largement impliqué dans le contréle de la glycémie méme en condition de forte dose de
sitaglitptine. En effet, selon ce protocole la sitagliptine est tout de méme associée une
sécrétion inattendue de GLP-1. Néanmoins, cette derniere a été inefficace pour réguler la
glycémie car par I’administration intraveineuse de glucose le gradient artério-veineux
physiologique de glucose n’est pas respecté. Or, le sensor portal du glucose dépendant du
récepteur au GLP-1 est dépendant du sens de ce gradient de glucose (101; 102). D’autre part,
le sensor portal du glucose en présence d’exendine 4 induit une hypoglycémie sans modifier
la sécrétion des hormones pancréatiques (101). Ceci suggére que méme a forte dose de
sitagliptine qui induit une augmentation de la concentration portale de GLP-1, le contréle de
la glycémie par cette hormone est dépendant de 1’axe « intestin-cerveau » et du systéme porte

qui induit une hypoglycémie indépendamment de la sécrétion d’insuline (Figure 2).

D’autre part, la perfusion cérébrale d’exendine 9 montre que 1’antagoniste ne réverse pas
I’effet non hyperglycémiant de la sitagliptine administrée a 40mg par voie orale. Le GLP-1

cerébral ne serait donc pas recruté ou aurait une action non décelable dans ce protocole. Ce
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résultat est donc conforme avec les travaux de Knauf et coll. qui démontrent que le GLP-1
cérébral est actif qu’en condition hyperglycémique (214). Ainsi, le réle insulinosécrétagogue
du GLP-1 cérébral et sa capacite a favorise le stockage hépatique de glucose aux dépends des
muscles sont évités. Physiologiquement, cette absence de recrutement du GLP-1 cérébral

serait nécessaire pour que 1’organisme ne tombe pas en hypoglycémie.
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Figure 2 : Schématisation des résultats obtenus avec une forte dose de sitagliptine (40mg).
L’activit¢é de la DPP-1V est inhibée, la concentration de GLP-1(7-37) est alors fortement
augmentée. Il active fortement les sensors au glucose de la veine porte qui diminue fortement
la glycémie. Le GLP-1 cérébral ne peut donc pas étre recruté pour stimuler la sécrétion
d’insuline.

D’aprés ces deux études faites par différents doses de sitagliptine, nous suggérons que
I’axe « intestin-cerveau » posséderait différents points de contréles qui anticipent une

dérégulation de I’homéostasie glucidique (Figure 3). L’activité de la DPP-IV qui régule la
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concentration et donc ’action hypoglycémiante du GLP-1 (7-37) semble donc étre un premier
point de contréle dans I’axe « intestin-cerveau ». Cette régulation fine de 1’effet du GLP-1 par
la DPP-IV permettrait dans un premier temps de ne pas induire une concentration trop élevee
de GLP-1 dans la veine porte qui alors induirait une amélioration trop efficace de la tolérance
au glucose voir une hypoglycémie. D’autre part, le contréle rapide de 1’effet hypoglycémiant
du GLP-1 (7-37) par la DPP-IV permet une détection systémique et/ou centrale
d’hyperglycémie qui permettrait le recrutement du GLP-1 cérébral. Ce dernier favoriserait
alors une sécrétion d’insuline et un stockage hépatique de glucose pour restaurer une glycémie
de 7mM. Le « feu vert » qui permet le recrutement du GLP-1 cérébral serait donc un signe du
bon fonctionnement de I’axe « intestin-cerveau » et de la régulation de la glycémie. Ainsi,
méme dans des situations de perte de contrdle de I’activité de la DPP-IV, il existerait ce
second point de contréle pour le maintien de la glycémie pour éviter la souffrance au moins

métabolique de 1’organisme.

En scindant au moins le GLP-1 actif, la DDP-IV stoppe 1’efficacité de cette molécule ce qui
permettrait d’éviter une hypoglycémie rapide di a 1’activation des sensors portaux au glucose
dépendant du GLP-1. D’autre part, la dégradation de cette molécule par la DPP-IV géneére le
dipeptide histidine-alanine. Celui-ci diminue la sécrétion d’insuline et augmente la sécrétion
de glucagon qui peut étre considéré comme un rétrocontrole de 1’effet incrétine du GLP-1. Ce
deuxieme effet de la DPP-1V serait donc un autre point de contr6le pour le maintien de
I’homéostasie glucidique. Le rdle « mécanistique » de la DPP-1V est donc un contréle précoce

dans la régulation de ’homéostasie glucidique.
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Figure 3 : Représentation des points de controle (étoile jaune) de 1’ « arc réflexe métabolique
anticipateur » : La dégradation du GLP-1 (7-37) par la DPP-1V, la génération du dipeptide
His-Ala, et le pic hyperglycémique qui permet ou non le recrutement du GLP-1 cérébral.

Les résultats avancés dans la seconde partie, montrent que les signaux provenant de
I’axe «intestin-cerveau » conditionneraient I’intégration du message nerveux central qui est
ensuite transmis aux organes périphériques. Ainsi, malgré une perfusion de 24 heures par une
solution de lipides, détectés seulement par le cerveau, les souris n’ont pas été intolérantes au
glucose lorsqu’il a été administré par voie orale. Ces souris ont aussi présenté une sensible a
I’insuline identique aux souris contrdles. En revanche, lorsque les souris ont été perfusées
pendant 24 heures par une solution de lipides, qui n’augmentent pas la concentration
plasmatique d’acides gras, elles présentent une intolérance au glucose et une perte de
sensibilit¢ a I’insuline. L’insulinémie des ces souris est augmentée et associée a une
augmentation de la concentration plasmatique de GLP-1. L hyperinsulinémie de ces souris
serait donc liée a une hypersécrétion de GLP-1 qui ne serait plus contrdlée par la DPP-1V car
I’activité de cette derniére pourrait inhibée par les lipides. Le phénotype diabétique de ces

souris est donc en accord avec notre concept de point clé de I’axe « intestin-cerveau »
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nécessaire a la régulation de la glycémie. Les lipides sont connus pour augmenter la sécrétion
du GLP-1 (160) alors que dans des conditions de diabete celle-ci est diminuée (338). Notre
protocole se place donc dans I’initiation d’un état d’insulinorésistance. L’intolérance au
glucose et I’insulinorésistance périphérique en réponse a la charge orale en glucose des souris

traitées aux lipides suggérent que le sensor entérique au glucose est altéré.

Les mécanismes par lesquels les lipides créent ce désordre métabolique seraient le
développement d’une inflammation et d’un stress oxydant. Or, aprés une perfusion
intragastrique de lipides, le contenue en acides gras du jéjunum est augmenté et les
entérocytes présentent de grosses gouttelettes lipidiques. Comme les adipocytes, les
entérocytes semblent donc étre capable de stocker les graisses. Les cellules intestinales ont
déja démontré des fonctions surprenantes. Les travaux de Mitthieux et coll. montrent que
I’intestin proximal est capable de stocker du glucose par activation d’enzyme de la
néoglucogenése (87; 89-91) . Lors de la chirurgie bariatrique, qui 6te la partie proximo-
médiale de I’intestin, les cellules intestinales de 1’iléon se « reprogrammeraient » pour
suppléer cette fonction métabolique perdue. Les entérocytes semblent donc est capable de
stocker de 1’énergie et avoir une plasticité cellulaire qui lui permettrait de pouvoir aussi se
comporter comme un adipocyte. Cette gouttelette lipidique suggeére donc qu’a I’image de
I’adipocyte capable d’induire une inflammation métabolique locale, I’entérocyte pourrait
induire un état inflammatoire. Les analyses par PCR quantitative ne montrent pas
d’augmentation des marqueurs de I’inflammation tels que TNFa, ILB et PAIL. De la méme
maniéere les marqueurs lymphocytaires comme CD3 et interféron y n’ont pas été augmentés.
Cependant I’intestin est un organe qui recrute 80% du systéme immunitaire. Le niveau basal
de I’expression de ces génes est peut étre déja élevé. L’effet de la perfusion des lipides ne
serait donc pas visible. Par immunohistochimie, le marquage F4/80 montre que le jéjunum des
souris perfusées par les lipides recrute moins de macrophages que les souris témoins. Ainsi,
les lipides présents dans I’intestin affaibliraient le systeme immunitaire. Par 1’importance
physique des gouttelettes lipidiques, nous pouvons supposer que cette diminution du nombre
de macrophages présents dans les cryptes intestinales serait du a un encombrement spatial.

On remarquera que I’effet des lipides est plus marqué dans le jéjunum que le duodénum alors
que ce dernier est connu pour étre aussi un segment intestinal qui est capable d’absorber des
lipides. Ceci peut s’expliquer par des prélévements de duodénum trop proche de 1’estomac et
ou donc le microenvironnement peut étre différent de 1’intestin proprement dit. D’autre part,
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la perfusion continue de lipides a pu modifier le pH de 1’estomac et de 1’intestin ce qui a pu

modifier la solubilité des acides gras des micelles et donc I’absorption de ces derniers.

Le deuxiéme parametre etudié est le stress oxydant induit par les lipides sur les cellules
intestinales. L’expression des ARNm de I’enzyme pro-oxydant, la NADPH oxydase est
augmentée par les lipides alors que I’expression de deux enzymes anti-oxydantes, la GST et la
catalase n’est pas modifiée. De plus, les lipides ont induit une peroxydation lipidique dans le
duodénum et le jéjunum de D’intestin alors que I’activité de 1’enzyme anti-oxydante, la
glutathion réductase est diminuée. La balance oxydante est donc positive pour un stress
oxydant. Cependant des souris nourries pendant un mois par un régime riche en lipide n’a pas
induit de peroxydation lipidique dans I’intestin, ni dans le foie et le tissu adipeux.
L’augmentation de la vitamine E dans ces organes a permis de prévenir de I’installation d’un
stress oxydant (339). Cette différence de résultat pourrait s’expliquer par le fait que la prise de
lipides sur un mois a été lente et adaptative ce qui a permis le développement du systeme anti-
oxydant. Le développement de la peroxydation lipidique dans notre protocole serait un
évenement antérieur au développement de I’intolérance au glucose puisqu’apres 6 heures de
perfusion de lipides, les souris ont une réponse au test de tolérance au glucose similaire a celle
des souris témoins. La sécrétion d’insuline a été augmentée. Celle-ci peut étre interprétée,
selon la théorie de I’évolution de I’insulinorésistance, comme une compensation de la cellule
B du pancréas. Apres 6 heures de perfusion, les souris développeraient donc un comportement
métabolique propice a I’insulinorésistance. Le stress oxydant et la peroxydation lipidique
pourraient donc étre a 1’origine de cette derégulation de la glycémie. En effet, lorsque la
peroxydation lipidique a été prévenue par le traitement par un anti-oxydant, I’aminoguanidine,
les souris ont amélioré leur glycémie en réponse a 1’administration orale de glucose. De plus,
leur sécrétion d’insuline a été diminuée et, elles présentent une meilleure sensibilité a
I’insuline. La peroxydation lipidique est donc une cause de la perte de controle de la
glycémie induite par les sensors entériques au glucose. Le stress oxydatif est développé dans
les neurones notamment dans les maladies neurodegénréatives (295-297). Cependant, les
mécanismes moléculaires par lesquels les lipides peroxydés altérent les mécanismes de
détection du glucose restent inconnus. Les neurones du nerf vagues qui communiquent avec
les cellules qui détectent le glucose sont probablement peroxydés ce qui perturberait le
message transmis par le nerf vague au cerveau. L’enregistrement de 1’activité du nerf vague

de souris perfusées par la solution d’intralipid nous révele que le message nerveux est modifié
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par rapport a celui des souris témoins. Le traitement a 1’aminoguanidine améliore le message
nerveux induit par le glucose. La peroxydation lipidique perturbe donc la transmission du

signal qui se propage de I’intestin vers le cerveau.

En conclusion, la détection entérique de glucose semble étre un mécanisme informatif
primordial et anticipateur pour la régulation de 1’homéostasie glucidique. Son maintien
conditionnera le message nerveux que transmet le cerveau aux organes périphériques.
Moléculairement, les cellules sensibles au glucose ou les cellules avec lesquelles elles
communiquent peuvent étre peroxydées ce qui perturbe la transmission du message nerveux
afférent au cerveau. Des points de contrbles pour le bon fonctionnement de la détection de
glucose dans I’intestin doivent donc étre établis et permettre une anticipation a tout

déréglement métabolique.
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Figure 4 : Schématisation des résultats obtenus lors de perfusion de lipides. Les signaux de
I’axe « intestin-cerveau » (trait haché gras) conditionnent les signaux de 1’axe « cerveau-
pancréas » (trait plein fin). Néanmoins, les lipides perturbent 1’activité du nerf vague. Les
lipides (rond orange) de I’intestin forment des gouttelettes dans les entérocytes. Ils pourraient
induire la peroxydation lipidique (éclair rouge) dans ces derniers ainsi que les terminaisons
nerveuses du nerf vague (étoile jaun
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summary

In response to a glucose load, the control the glucose homeostasis depends on a “metabolic
reflex”. The secretion of intestinal hormones and the activation of the vagus nerve are the first
events involved. The glucagon like peptide 1 (GLP-1), is secreted by the intestinal L cells in
response to the glucose. This hormone stimulates glucose-induced insulin secretion. However,
GLP-1 rapidly, within less than a minute, degraded by the dipeptidyl-peptidase-1V (DPP-1V)
in the entero-portal circulation and in the systemic blood. Therefore, a physiological
mechanism should be issued from such a short half life. To validate this hypothesis we used a
DPP4 inhibitor sitagliptine in vivo. We here showed that the entero-portal secretion of GLP-1
induces a relative diminution of the glycemia in response to an oral glucose challenge. To use
the antagonist of GLP-1 receptor, exendin 9, we have shown that the gut GLP-1-induced
relative diminution of the glycemia permits the recruitment of the brain GLP-1 to favor the
insulin secretion. The recording of the vagus nerve confirms the activation of the “gut-brain”
axis and the implication of the sitagliptine. On other hand, the dipeptide, generated by the
GLP-1 (7-37) degradation, histidine-alanine, decreases the insulin secretion and increases the
glucagon secretion to regulate the GLP-1(7-37) effects. In second time, the utilization of a
high oral dose of sitagliptine (40mg) increases the portal concentration of GLP-1 which
induces an important diminution of the glycemia to not recruit the brain GLP-1, and not
increase the insulin secretion. We have valided that the entero-portal GLP-1 receptors, no
insulin dependent, are implicated in the regulation of the glycemia. So, the control of the
levels of GLP-1 and DPP-IV seems to be necessary for the maintain of the glucose

homeostasis.

On the other hand, in physiopathology, the nutritional lipids are a cause of the development of
the type Il diabetes. However, their role and signaling on the intestine are to define. Thus,
mice are perfused with a lipid solution into the gut or through the carotid vein to compare the
importance of the lipid signal from the intestine in relation to the lipid signal toward the brain.
So, the intestinal lipids induce an insulin resistance state, associated to an intestinal oxidative
stress. The former should be an early factor to impact on the “intestine-brain” axis to perturb

the vagus nerve activity.
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En réponse a une charge orale en glucose, la régulation de 1’homéostasie glucidique
est dépendante d’un «arc réflexe métabolique anticipateur » dont la sécrétion d’hormones
intestinales et I’activation du nerf vague, sont les premiéres informations du statut énergétique
de I’organisme alors transmises au cerveau. Le glucagon like peptide-1 (GLP-1), sécrété par
I’intestin en réponse au glucose, est reconnu pour sa propriété insulinotropique mais dont le
mode d’action reste a définir. En effet, on observe paradoxalement que malgré son importance
biologique sur la sécrétion d’insuline ce peptide est trés rapidement (moins d’une minute)
dégradé par la dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) dans la sphere entéro-portale. Pour en
étudier la signification physiologique nous avons utilisé dans un premier temps une faible
dose d’un inhibiteur de la DPP-IV administrée par voie orale, la sitagliptine. Nous avons mis
en évidence que seule la sécrétion entéro-portale du GLP-1 permettrait une diminution
relative de la glycémie en réponse a une charge orale en glucose. Par utilisation de
I’antagoniste du récepteur au GLP-1, I’exendine 9, nous avons constaté que cette diminution
partielle de la glycémie par le GLP-1 intestinal permet alors le recrutement du GLP-1 cérébral
insulinotropique. La mesure de D’activité électrique du nerf vague démontre que 1’axe
« intestin-cerveau » est bien recruté. D’autre part, le dipeptide généré par la dégradation du
GLP-1 actif, I’histidine-alanine, induirait un rétrocontréle des effets du GLP-1 sur le pancréas
en diminuant la sécrétion d’insuline et en augmentant la sécrétion de glucagon. Dans un
second temps, 1’utilisation d’une forte dose orale de sitagliptine (40mg) pour laquelle Ia
concentration plasmatique de GLP-1 dans le sang portal est fortement augmentée, a induit une
diminution accrue de la glycémie qui n’a donc pas permis le recrutement du GLP-1 cérébral et
qui n’a pas favorisé la sécrétion d’insuline. Nous avons validé que les récepteurs entéro-
portaux du GLP-1, qui agissent indépendamment de la sécrétion d’hormones pancréatiques,
sont bien impliques dans la regulation de la glycémie par la sitagliptine. Ainsi, le contrdle des

taux de GLP-1 et de DPP-IV semblent nécessaire au maintien de I’homéostasie glucidique.

D’autre part, en physiopathologie, les lipides nutritionnels sont une cause de I’installation du
diabete de type Il. Néanmoins, leur réle et leur mode d’action sur I’intestin, reste a élucider.
Ainsi, sur des souris perfusées d’une solution riche en lipides par voie intragastrique ou
intracarotidienne, nous avons montré 1’importance de I’information provenant de I’intestin
par rapport aux signaux qui arrivent au cerveau. Les lipides perfusés par voie entérale
induisent alors un état d’insulinorésistance associé a un stress oxydant intestinal. Ce dernier
semble étre un facteur précoce dans I’installation du diabéte de type II et qui perturbe

I’activité nerveuse de 1’axe « intestin-cerveau ».
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