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Introduction

La prévalence de I'obésité et du diabéte ne cesse d’augmenter dans les pays
développés. Ces maladies représentent de réels problemes de santé publique,
amenant a une recherche intensive sur leurs causes et les possibilités d’intervention.
Ces derniéres années, la flore intestinale est devenue 'un des éléments phare de cette
recherche, dont le développement a été jusque-la limité par les technologies
disponibles.

Aujourd’hui, les progres en biologie moléculaire permettent une approche plus
spécifique, avec la mise en place d’une librairie génétique du microbiote intestinal’.
Cette thése examine les connaissances acquises et les hypothéses concernant le role
potentiel de la flore intestinale dans le développement du diabéte ainsi que les

eventuelles perspectives thérapeutiques.



Chapitre | Le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal, aussi appelé flore intestinale, est I'ensemble des micro-
organismes (archées, bactéries, protistes) qui se trouvent dans le tube digestif. Il ne
s'agit pas uniquement de bactéries intestinales, mais également de celles de I'estomac.
Le mot «bactérie» désigne un micro-organisme et son étymologie provient du grec
«petit baton». La flore intestinale est un bon exemple de mutualisme: coopération entre
différentes sortes d'organismes impliquant un avantage pour chacun. Le terme flore,
associé aux bactéries, provient du fait que les premiers scientifiques a s’intéresser a
ces micro-organismes étaient des botanistes. Le microbiote intestinal humain constitue
un écosystéme complexe, qui est maintenant bien reconnu pour son impact sur la santé
et le bien-étre de 'homme. Il contribue a la maturation du systéme immunitaire et
assure une barriere directe contre la colonisation par des agents pathogénes. Son
implication possible dans les maladies des sociétés modernes, dont la prévalence est
en augmentation, a été décrite. Ces maladies sont notamment les allergies, les
maladies inflammatoires de I'intestin et, peut-étre, des troubles métaboliques et
dégénératifs2. Son réle dans I'hnoméostasie du corps humain fait qu'il est considéré

comme un organe a part entiere.
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A composition

Le microbiote intestinal est composé de centaines de billions (10'*) de micro-
organismes, représentant dix fois plus de cellules que celles formant le corps humain.
Le microbiome (génome microbien) code ainsi un ensemble de génes dépassant de
150 fois le génome humain?®. Les bactéries sont la composante principale du microbiote
intestinal mais on peut également détecter des virus, des champignons et des
protozoaires. La composition étant obtenue par analyse métagénomique, elle sera donc
donnée selon la classification de Woese*, basée sur les différences d'un point de vue

moléculaire. On retrouve 3 domaines : les bactéries et les archées qui forment les
procaryotes et les eucaryotes (figure 1).

figure 1: Arbre phylogénique de la vie.
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A.1 Les eucaryotes et les virus

Le protozoaire Blastocyste sp peut étre retrouvé de fagon asymptomatique chez
'Homme. Des champignons comme Aspergillus et Rhizochaete peuvent également étre
retrouvés de facon transitoire dans l'intestin mais le plus souvent on retrouve la levure
Candida. Chez 'Homme la diversité fongique est moins importante que chez la souris.
En effet chez cette derniére 4 principaux phyla fongiques sont retrouvés: Ascomycota,
Basidiomycota, Chytridiomycota, et Zygomycota®. lIs participeraient a la digestion et
produiraient des composés immuno-modulateurs participant a ’lhoméostasie
microbienne®.La flore fécale humaine contient différents virus mais principalement des
bactériophages ou des prophages insérés dans certains génomes bactériens’, ainsi
que des virus a ARN de plantes?. La plupart des virus a ARN retrouvé dans l'intestin
sont des pathogénes de végétaux comme les légumes, les céréales et les fruits
suggerant une contamination via I'alimentation®. Le virus le plus abondant dans les
feces provenant de végétaux est le « pepper mild mottle virus » (PMMV) et le virus
eucaryote le plus fréquent est le picobirnavirus. L'étude des communautés virales est
en pleine expansion grace a I'’émergence de nouvelles techniques de séquencgage et il
semblerait qu’elles puissent jouer un réle dans le développement de pathologies
comme la mucoviscidose. L'étude du virome n’en est qu’a ses débuts et d’autres virus

pourront certainement étre reliés a d’autres pathologies.

A.2 Les archées

Les Archées font partie des micro-organismes procaryotes pouvant étre retrouvés dans
le microbiote intestinal humain. Ces organismes unicellulaires peuvent étre subdivisés
en plusieurs grands groupes définis par leurs capacités métaboliques mais seules les
archées halophiles et méthanogénes ont pu étre détectées dans l'intestin'. Ces
derniéres ont été les premiéres a pouvoir étre identifiées et isolées grace a des
techniques de culture et constituent la majeure partie des archées faisant partie du
microbiote intestinal. Les Methanobrevibacter et les Methanosphaera sont les genres
les plus représentés. Les especes Methanobrevibacter smithii et M. stadtmanae

auraient une prévalence respective de 95,5% et 29,4% dans l'intestin humain?2,
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A.3 Les bactéries

Le tractus gastrointestinal représente une surface de 200 a 300m? colonisé par 10" a
10" bactéries parmi 400 espéces et sous espéces différentes’s. Les bactéries
composant ce microbiote appartiennent a 6 principaux phyla du domaine Bacteria:
Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria, Fusobacteria, VVerrucomicrobia et
Actinobacteria. La majorité appartenant au Firmicutes et aux Bacteroidetes™. La plupart
des bactéries intestinales (99,9%) sont anaérobies'® et on observe une quantité
croissante de ce type de bactéries en descendant le tractus gastro-intestinal. En
particulier, les Bacteroidetes présentent une augmentation de leur représentation
depuis l'intestin gréle jusqu’au caecum, colon et féces'®. Une variation qualitative et
quantitative est donc observée le long du tractus gastro intestinal selon les conditions
physico-chimiques présentent dans le compartiment considéré+. De plus, des
différences de composition du microbiote sont également observées entre le lumen et la
surface de la muqueuse (Figure 2). Dans I'estomac, le duodénum et le jéjunum peu de
bactéries sont retrouvées en raison du pH acide. Ce compartiment héberge des
bactéries acidotolérantes, comme les streptocoques et les lactobacilles, pouvant
résister ; mais seules des bactéries anaérobies strictes résistantes peuvent s’y
implanter comme Helicobacter pilori**. L’iléon, région de transit de I'intestin, contient une
flore beaucoup plus diversifiée représentant 10’ a 102 CFU (Unités Formant
Colonies)/mL. Ce compartiment est constitué de bactéries anaérobies facultatives ou
anaérobies strictes des genres Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium ou encore
Enterobacteriaceae. Dans le cdlon le transit digestif est plus lent et par conséquent la
flore microbienne est plus abondante. Ce dernier compartiment contient 10 & 10"
CFU/mL, composées de 400 a 500 espéeces bactériennes. Enfin, la composition fécale
est identique a celle du colon terminal. (figure 2) La souris est I'animal modéle utilisé au
laboratoire. Le microbiote intestinal de la souris et de 'lHomme présente les mémes
phyla (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Cyanobacteria, TM7, Fusobacteria et Spirochaeates)(figure 3). Mais la plupart des
genres et espéces bactériennes trouveés chez la souris ne sont pas observés chez
'Homme'”. La majorité des bactéries (environ 80%) est non cultivable du fait de
I'absence de connaissances sur leurs besoins de croissance. Par conséquent, des

techniques d’identification par approche métagénomique sont réalisées a l'aide de
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méthodes de biologie moléculaire basées sur 'analyse des ADN et ARN 16S

ribosomiques bactériens.

Oesophagus

104-10% CFU/ml

Streptococcus Stomach
Prevotella <104 CFU/mi
Veilonella Streptococcus

Lactobacillus
Staphylococcus
Helicobacter pylori

Duodenum —0 L
103-104 CFU/mI

Similar as stomach

+ Veilonella Jejunum

+ yeasts 10%-10° CFU/ml
Similar as duodenum

Colon —

10101 01_1 CFU/ml lleum

Bg:g:ferordesl 107-108 CFU/ml

B;frdol;aprenum Bifidobacterium

Cfost_r;dfum Bacteroides

Ruminococcus Veilonella

Peptosm&jprococcus Clostridium

Eubactgnum . Enterobacteriacea

Faecalibacterium

Streptococcus

figure 2: Schéma représentant la variation qualitative et quantitative bactérienne le long du
tractus gastro-intestinal.

(Extrait de Kirsti Tithonen, Arthur C. Ouwehand, et Nina Rautonen, 2010)#*
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figure 3: Diversité bactérienne dans l'intestin distal de souris C57BL6.

0.1

(A) Arbre phylogénique de 5088 sequences ARNr 16 S retrouvées dans l'intestin distal de la
souris et de 11831 sequences ARNr 16S retrouvées dans le colon humain. Les données des
bactéries cultivées chez chaque hote ont été obtenues en utilisant des amorces du méme gene de
I'"ARNr 165 et des cycle de PCR. La barre représente 15% de divergence de séquence. (B) Arbre
phylogénique des bactéeries montrant les différentes divisions décrites. Les divisions détectées
dans cette étude sont représenté par le symbole de la souris et par le symbole de la téte humaine.
« H » symbolise les divisions supplémentaires présentes dans la flore fécale de I'homme d'apres
les données de GenBank. Les divisions dominantes chez I'homme et chez la souris sont en rouge,
celles qui sont plus rares sont en bleu alors que celles non détectées sont en noir. La barre
indique le pourcentage de différence au niveau nucléotidique. (C) Arbre phylogénique montrant
les especes de cyanobactéries en vert, en incluant les séquences des chloroplaste des
Eucaryotes. Les séequences détectées dans le tractus gastro intestinal des animaux sont en
marron et ceux détectées dans d'autres environnement sont en bleu.

(D'apres Ruth E. Ley et al., 2005)"?



B régulation de la composition du microbiote

B.1 Facteurs influengant la mise en place du microbiote au cours de

’enfance

Le foetus serait stérile lorsqu’il est dans l'utérus et serait colonisé par les bactéries au
moment de la naissance. Cependant, bien que cette idée soit largement acceptée par la
communauté scientifique, certaines études tendent aujourd’hui a prouver le contraire 8.
Quoi qu'il en soit, I'établissement du microbiote est un processus dynamique en
plusieurs phases qui permet, si elles sont réalisées, 'émergence d’'un microbiote stable
contribuant a ’lhoméostasie énergétique de I'individu et a un systéme immunitaire
pleinement fonctionnel. Pendant et juste aprés la naissance, 'enfant est exposé a un
grand nombre de sources environnementales de bactéries (vagin, peau, lait de la mére,
etc...). Ce microbiote initial évolue beaucoup au cours des premiers mois en raison de
I'exposition continuelle a des bactéries de I'environnement. Lors d’'une naissance par
voie basse, les nouveau-nés sont rapidement colonisés par les microbiotes vaginal et
fécal de leur mere, tandis que les enfants nés par césarienne sont quant a eux
initialement colonisés par les bactéries de I'air, des vétements et de la peau de leur
meére et du personnel soignant. En conséquence, les enfants nés par césarienne
présente un microbiote différent et ont une plus faible proportion de bifidobactéries et de
Bacteroides spp et sont plus souvent colonisés par Clostridium difficile que les enfants
nés par voie basse ce qui peut expliquer les différences de prédisposition aux infections
ainsi qu'aux allergies, a I'asthme et aux maladies autoimmunes®. Par ailleurs, les
microbiotes de jumeaux monozygotes ou dizygotes sont aussi proches entre eux, ce qui
suggeére que la colonisation du tractus digestif par un microbiote issu d’'une méme mére
est un facteur plus déterminant dans le devenir du microbiote adulte que I'empreinte
génétique de l'individu(?;2"). Le microbiote se diversifie au cours des deux premiéres
années ce qui coincide avec le passage d’'une alimentation liquide a base de lait riche
en lipides, a une alimentation solide, plutét riche en glucides. La composition du

microbiote adulte conserve alors un noyau stable au cours de la vie de 'individu?.
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B.2 Diversification alimentaire

L'alimentation constitue une partie du substrat énergétique du microbiote intestinal. Elle
module des processus physiologiques impactant le microbiote (sécrétion d’enzymes
digestives, de mucus, vitesse du transit, systéme immunitaire...). De ce fait,
I'alimentation est un des déterminants majeurs de la modulation du microbiote intestinal
et le régime alimentaire, qu'il soit bénéfique ou néfaste, est un sujet d'intérét trés
important dans les programmes de recherche internationaux.

Lors de la diversification alimentaire du nourrisson, les deux principaux phyla
Bacteroidetes et Firmicutes surpassent en nombre ainsi qu’en diversité les
Actinobacteria et les Proteobacteria implantés précédemment. Les études divergent sur
le moment (entre une et quatre années) ou le microbiote intestinal du nourrisson peut
étre considéré comme celui de I'adulte®. Ainsi certaines études ont montré que
'adolescent posséde un microbiote Iégérement différent de celui de I'adulte avec une
plus forte abondance des bactéries appartenant aux genres Bifidobacteria (phylum des
Actinobacteria) et des Clostridia (phyum des Firmicutes) que celui de I'adulte?*.

La mise en place du microbiote s’accompagne aussi de changements métaboliques. En
effet, alors que les capacités fermentaires du microbiote conduisent a une production
de lactate et d’acétate pendant les premiers mois de la vie, les concentrations de

butyrate et de propionate augmentent et se stabilisent dés la deuxiéme année de la vie.

B.3 Evolution de la flore au cours de la vie

Au cours des années, la composition du microbiote varie ; on observe une diminution
des sécrétions digestives et une augmentation du pH gastrique, donc une moins bonne
digestion. D’autre part, les habitudes alimentaires sont souvent modifiées (altération de
'odorat et du godt, isolement social, régime adapté a certaines pathologies liées a
'age, problemes de dentition...) et on observe une réduction globale des apports
alimentaires. Enfin, les personnes agées sont a risque d’hospitalisations répétées et de
traitement médicamenteux qui peuvent influencer I'état de leur flore intestinale.
Globalement, la plupart des études ont décrit une réduction du nombre et de la diversité

des bifidobactéries et une augmentation des bactéries de type anaérobie facultative,
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tout particulierement les Entérobactéries.

..ﬂ/\?H —

Nalssance Sevrage Adulte Vielllesse

figure 4: évolution de la flore bactérienne fécale (10 UFC par
gramme de selle) au cours de la vie.

(D'apres O. Goulet, 2009)'%

C Fonctions

L'utilisation de modéles axéniques (dépourvus de flore) et gnotoxéniques (dont la flore
est totalement identifiée) a permis d’étudier les fonctions physiologiques et
pathologiques de la flore intestinale. Les études utilisant ce type de modele ont suggéré
une implication de la flore intestinale dans le métabolisme et la digestion, la fonction
barriére intestinale, le contrdle de la prolifération et la différenciation des cellules
épithéliales, la maturation du systéme immunitaire ainsi que la régulation de

’'hnoméostasie intestinale.

C.1 Fonctions métaboliques du microbiote intestinal

Le cblon de 'homme héberge une communauté bactérienne extrémement dense et
diversifiée, composée de micro-organismes anaérobies stricts. Les principales sources
de carbone et d'énergie de cette microflore sont les glucides et les protéines non
digérées par la partie supérieure du tractus digestif, ainsi que par des sécrétions

endogenes (mucopolysaccharides, débris cellulaires, enzymes...). La nature et la
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quantité de ces différents substrats varient, pour une large part, en fonction du régime
alimentaire. La quantité totale de glucides fermentescibles varie de 10 a 60 g par jour,
alors que celle des composés azotés, dont 1 a 2 g provient de I'effluent iléal, est
estimée entre 6 et 18 g/jour. Le métabolisme des glucides est ainsi quantitativement
plus important que celui des protéines, en particulier dans le célon proximal ou la
disponibilité en substrats fermentescibles est importante. Les polymeéres complexes
sont dégradés par une grande variété d'hydrolases (polysacharidases, glycosidases,
protéases et peptidases) en fragments plus petits (oses, acides aminés) assimilables
par les bactéries. La fermentation de ces substrats conduit ensuite a la production de
divers métabolites comme les acides gras a chaine courte (AGCC), les gaz et
I'ammoniaque. Ces réactions de fermentation permettent aux bactéries d'obtenir
I'énergie nécessaire a leur croissance et au maintien de leurs fonctions cellulaires. Ces
activités sont également importantes pour I'héte car les métabolites formés sont pour la

plupart absorbés et utilisés par I'organisme.

a Métabolisme des glucides par le microbiote intestinal

Les glucides complexes non digestibles parvenant au colon sont majoritairement
constitués d’amidon résistant aux a-amylases de I'héte, de polysaccharides végétaux
(cellulose, hémicelluloses et certaines pectines) ainsi que quelques autres types de
glucides (certains édulcorants, oligosides, etc.)?. La fermentation de ces composés
implique différents groupes bactériens aux activités enzymatiques complémentaires et
posseédant des enzymes non produites par I'h6te?s. Les polyméres sont tout d’abord
hydrolysés par certains groupes bactériens en oses ou oligosaccharides (microbiote
hydrolytique), qui peuvent alors étre assimilés par d’autres groupes bactériens ne

possédant pas ces hydrolases (microbiote glycolytique) (Figure 5).
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figure 5: Schéma global de la chaine trophique de dégradation et de
fermentation des glucides par la microflore colique

Malgré la diversité des glucides disponibles issus de cette premiére étape d’hydrolyse
et des especes susceptibles de les fermenter, les substrats glucidiques sont catabolisés
par le microbiote selon un nombre relativement restreint de voies métaboliques. La
majorité des especes du microbiote utilisent la glycolyse pour convertir ces glucides en
pyruvate, qui est ensuite transformé en AGCC (acides gras a chaine courte : acétate,
propionate et butyrate) et en gaz selon différentes voies métaboliques (figure 5).
Certaines espéces libérent des métabolites intermédiaires tels que le succinate, le
lactate ou le formate qui sont métabolisés par d’autres espéces bactériennes?’. La

fermentation de ces glucides non digestibles constitue une source d’énergie non
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négligeable pour I'héte puisque les AGCC permettent a I’'héte de récupérer jusqu’a 10%
d’énergie supplémentaire. Les produits finaux de la fermentation sont rapidement
absorbés par I'épithélium intestinal et métabolisés in situ ou dans d’autres organes
(foie, muscles, cceur). Dans l'intestin, les AGCC contribuent ainsi au maintien des
fonctions de la barriére épithéliale notamment par la régulation de la prolifération
cellulaire de I'épithélium et la modulation de la réponse immunitaire?. Le butyrate est
également utilisé au niveau de I'épithélium colique en tant que substrat énergétique du
métabolisme cellulaire ou il est oxydé en corps cétonique et CO,. Par ailleurs le
butyrate peut influer sur I'expression de génes dans les cellules de I'épithélium colique,
en agissant comme un inhibiteur des histones désacétylases. Les AGCC régulent
également la balance entre la synthese et 'oxydation des acides gras ainsi que la
lipolyse. L'oxydation des acides gras est activée par les AGCC tandis que la synthése
de novo et la lipolyse sont inhibées. Il en résulte une diminution de la concentration
d’acides gras plasmatiques?®. Les AGCC favorisent I'activité de 'AMPK dans le muscle
et dans le foie¥®. L’activation de '’AMPK déclenche I'expression du cofacteur PGC-1a,
qui contréle I'activité de facteurs de transcriptions tels que PPARa, PPARS ou encore
PPARYy?3' qui interviennent dans la régulation du métabolisme du cholestérol, des lipides
et du glucose. Enfin, les AGCC interviennent dans la régulation de I'expression de
génes en se liant a des récepteurs couplés a des protéines G: GPR41 (ou FFAR3) et
GPR43 (ou FFAR2). Des expérimentations in vitro ont montré que le butyrate se fixe
préférentiellement sur GPR41, I'acétate sur GPR43 et le propionate se fixe
indifféeremment sur les deux récepteurs®. Les voies de signalisations qui découlent des
interactions entre les AGCC et GPR43 au niveau des granulocytes neutrophiles
participent ainsi a la modulation de la réponse inflammatoire(®3;3*). Ces interactions
modulent également la sécrétion de ’hormone GLP-1 (hormone hypoglycémiante qui
favorise la sécrétion d’insuline) au niveau des cellules L (cellules endocrines) de
l'intestin?®. GPR43 intervient dans le stockage des lipides dans le tissu adipeux. Des
souris GPR43-/- sont obéses sous un régime contréle tandis que des souris
surexprimant GPR43 dans le tissu adipeux sont protégées d’une obésité induite par un
régime hyperlipidique?. Ces résultats mettent en avant GPR43 dans un réle de capteur
d'énergie alimentaire excessive, contrélant ainsi I'utilisation de I'énergie du corps tout en
maintenant I'noméostasie métabolique. L’hypothése mécanistique proposée est que
'activation de GPR43 dans le tissu adipeux par les AGCC supprimerait la signalisation

insulinémique ce qui inhiberait le stockage des lipides dans le tissu adipeux et favorise
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le métabolisme du glucose et des lipides dans d’autres tissus. Une infusion d’acétate
diminue le taux d’acides gras libres circulants chez la souris conventionnelle et la souris
ob/ob?® mais ces effets antilipolytiques sont abolis chez des souris Gpr43-/-, ce qui
suggeére que l'activation de GPR43 par I'acétate est un mécanisme de régulation
contrdlant la lipolyse et la concentration des acides gras libres circulants. Les souris
Gpr43+/+ sont résistantes a I'obésité et a I'insulinorésistance induites par un régime
hyperlipidique, ceci étant au moins partiellement dd a 'action régulatrice de GPR43 sur
la dépense énergétique?. De plus, la stimulation de Gpr43 par les AGCC limite
linflammation dans des modéles de colites, d’arthrite et d’asthme®. Dans ces modéles,
Maslowski et coll. ont montré que les souris axéniques, n’ayant pas d’AGCC compte
tenu de I'absence de fermentation dans leur systéme digestif, présentent des niveaux
d’'inflammation comparables a ceux de souris GPR43 KO. La voie GPR43 semble étre
donc un des liens entre microbiote intestinal, régime alimentaire et systéme
immunitaire. Par ailleurs, les interactions entre les AGCC et GPR41 induisent la
sécretion de PYY, une hormone impliquée dans la sensation de satiété, ce qui a pour
effet de ralentir le transit intestinal et donc d’améliorer 'absorption des nutriments.
L'inactivation du gene codant pour GPR41 chez des souris axéniques n’affecte pas la
prise de poids. Chez les souris conventionnelles, cette inactivation entraine une
diminution de la prise de poids par rapport aux souris sauvages. Cette diminution est
aussi retrouvée chez des souris axéniques colonisées avec Bacteroides
thetaiotaomicron et Methanobrevibacter smithii, deux especes bactériennes
couramment rencontrées dans le microbiote intestinal et produisant des AGCC?3¢. Ceci
est associé a une forte diminution de I'expression de PYY, un transit intestinal plus
rapide et une efficacité d’extraction de I'énergie a partir des aliments moindre. Il a
également été montré que GPR41 est un médiateur de la synthése de leptine induite
par les AGCC?¥. La supplémentation d’'un régime hyperlipidique en butyrate® ou en
acétate supprime le gain de poids sans diminution de la prise alimentaire et améliore
l'insulinorésistance chez le rongeur. Par ailleurs, le propionate a été signalé comme
diminuant la prise alimentaire chez ’'homme mais les médiateurs moléculaires n’ont pas
été identifiés a I'heure actuelle. Le butyrate et le propionate réguleraient le poids
corporel au moins partiellement par l'inhibition de la prise alimentaire, conformément a
leurs effets stimulants sur les hormones intestinales anorexigénes. En revanche,
I'acétate inhibe le gain de poids sans diminuer la prise alimentaire et sans avoir une

action clairement définie sur les hormones gastro-intestinales?®. L’équilibre entre les
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différentes espéces bactériennes influe sur les quantités et les proportions AGCC
produits par la fermentation d’'un méme substrat. L’acétate, par exemple, est synthétisé
par la majorité des espéces dominantes du microbiote (Bacteroides, Clostridium,
Bifidobacterium, Ruminococcus, Fusobacterium...). Le propionate quant a lui, est
principalement produit par les espéces du genre Bacteroides. Les espéces productrices
de butyrate ont été identifiées plus récemment et appartiennent aux genres
Eubacterium, Coprococcus, Roseburia et Faecalibacterium. Le lactate est produit par
ce qu’'on appelle communément les bactéries lactiques : Lactobacillus, Streptococcus,

Bifidobacterium et Enterococcus.

b Métabolisme des protéines par le microbiote intestinal

Al'opposé de la fermentation des glucides, la dégradation des protéines dans le cblon
géneére de nombreux métabolites potentiellement toxiques pour I'héte (phénols, indoles,
ammoniaque, amines)(figure 6). Cette biodégradation fait également intervenir un
nombre important d’interactions bactériennes, les espéces impliquées possédant des
activités complémentaires (protéases, désaminases, transaminases...). Les protéines et
les peptides étant la principale source azotée dans le célon, les bactéries doivent
hydrolyser ces polyméres pour disposer des carbones et de I'azote qui les composent.
Un nombre important d’espéces coliques est capable d’utiliser les acides aminés. Parmi
celles-ci, certaines especes des genres Veillonella, Peptococcus, Fusobacterium,
Acidaminococcus, Clostridium et Eubacterium utilisent les acides aminés comme
source principale d’énergie, ces bactéries ne fermentant pas les glucides. Toutefois, de
nombreuses especes glycolytiques utilisent les acides aminés et les peptides
uniquement comme source d’azote. La principale voie de fermentation des acides
aminés dans le cblon est la désamination, conduisant a la production ’AGCC et
d’ammoniaque. La plus grande partie de 'ammoniaque produit est rapidement
absorbée, métabolisée en urée par le foie et excrétée dans l'urine. L'ammoniaque est
un composeé potentiellement toxique pour I'héte et pourrait en particulier étre impliqué
dans les mécanismes d’initiation du cancer colique. La concentration en ammoniaque
dans le célon résulte d’'un équilibre entre la désamination des acides aminés par les
bactéries et I'utilisation du NH3 libéré par les cellules pour leurs biosynthéses. La

fermentation des glucides, en stimulant la protéosynthése bactérienne, contribue, avec
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'absorption par la muqueuse, a la diminution de la concentration intraluminale de NH3.
La désamination des acides aminés aromatiques conduit a la production de composés
phénoliques tels que le phenylpropionate (issu de la tyrosine), le phenylacétate (issu de
la phénylalanine), et I'indole et le propionate (issus du tryptophane). Les composés
phénoliques sont absorbés et détoxifiés par les cellules coliques, puis excrétés dans les
urines. Les bactéries responsables de ces transformations sont les bactéries

appartenant aux genres Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium et Lactobacillus®.

Protéines
i hydrolyse
Peptides
i hydrolyse
Acides aminés
ecarboxylation , o
J désamination
phénols
H2
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Acid ifig
cides ramifiés COZ
. N
CO2 NH3 Urée
\ 4
Amines S
polyamines
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figure 6 Principales voies du métabolisme des protéines dans le colon
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c Meétabolisme des lipides par le microbiote intestinal

Les acides gras alimentaires sont essentiellement absorbés dans l'intestin gréle
humain. On estime que la quantité de lipides totaux qui parviennent dans le célon en
conditions physiologiques se situe entre 5 et 8 g par jour, auxquels il faut rajouter les
lipides bactériens et ceux provenant de la desquamation des colonocytes. Les acides
gras parvenant dans le cblon subissent alors de multiples transformations (hydrolyse,
oxydation, réduction, hydroxylation...) grace a I'action de bactéries du microbiote
intestinal. De nombreuses espéces bactériennes possedent ainsi des lipases
permettant d’hydrolyser les triglycérides a chaines longues. Cependant, tous les acides
gras ne subissent pas ces transformations puisque les acides gras insaturés a 18
carbones sont réduits par le microbiote intestinal, tandis que les acides gras a 20 ou 22
carbones ne seraient pas métabolisés ou du moins de fagon bien moins efficace°.
Enfin, certaines bactéries Gram positives, possédent des activités phospholipasiques
leur permettant d’hydrolyser les phospholipides différant par la spécificité de leurs
substrats (lipides endogénes provenant de la bile ou provenant des colonocytes) et par
leurs produits d’hydrolyse. Certains de ces produits, tels les diglycérides et les inositol
triphosphates, peuvent pénétrer dans les cellules de I'hGte et agir comme messagers
intracellulaires, en particulier au sein de voies de signalisation qui contrélent
'expression de génes*'. Par ailleurs, le cdlon regoit jusqu’a 1 g par jour de cholestérol
dont 70 % provient de la bile, 20 % de la fraction de I'alimentation non absorbée au
niveau de l'intestin gréle et les 10 % restants de la desquamation des muqueuses
intestinales. Le microbiote est capable de convertir le cholestérol en coprostanol, non
absorbé au niveau intestinal et éliminé dans les féces. Chez la majorité des individus,
70% du cholestérol est métabolisé par le microbiote, par contre, chez une minorité de
personnes, celui-ci est trés peu métabolisé (moins de 20%)*2. Il a récemment été
montré que ces différences individuelles s’expliquaient par des différences de niveaux
de population de bactéries capables de réduire le cholestérol*:. Cependant les bactéries
responsables de ce métabolisme restent peu connues. En 2007, la premiére souche
bactérienne issue du microbiote fécal humain capable de métaboliser le cholestérol a
été isolée et caractérisée. Cette souche est étroitement apparentée a I'espéce
Bacteroides dorei**. Au final, si ce métabolisme pouvait limiter 'absorption du

cholestérol et donc le risque de maladies cardiovasculaires, 'impact réel du
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métabolisme microbien intestinal du cholestérol sur la santé humaine n’a jusqu’a
présent fait I'objet d’aucune étude. Les acides biliaires sont synthétisés par le foie a
partir du cholestérol (acides biliaires primaires) et sont ensuite conjugués a la glycine ou
a la taurine. lls sont alors absorbés par I'iléon puis transportés par la veine porte au foie
ou ils sont a nouveau excrétés dans la bile (C’est le cycle entéro-hépatique). lIs
participent a la fragmentation des lipides alimentaires conduisant ainsi a la formation de
microgouttelettes (micelles). Cette émulsion facilite alors la digestion des lipides par la
lipase pancréatique au niveau du duodénum. Environ 5% des sels biliaires échappent a
ce cycle et parviennent au cdlon ou ils sont métabolisés par le microbiote en acides
biliaires dit secondaires (*4;*%). Plus de 20 acides biliaires ont ainsi été mis en évidence
dans les féces humaines, ce qui démontre la grande variété de conversions possibles

des acides biliaires par le microbiote intestinal.

d Synthése de vitamines

Les vitamines sont des micronutriments nécessaires en faible quantité au métabolisme
d'un organisme vivant, et qui ne peuvent étre synthétisées en quantité suffisante par
'organisme. Il est maintenant reconnu que les bactéries intestinales sont une source
importante de vitamines pour ’'Homme, en particulier la vitamine K et plusieurs
vitamines du groupe B telles que la thiamine (vit B1), la riboflavine (B2), la piridoxine
(B6), la biotine (B8), I'acide folique (B9) ou la cobalamine (B12)46.

C.2 interactions avec le systéme immunitaire

Le systéme immunitaire intestinal joue un réle trés important dans la physiologie des
mammiféres: il empéche I'invasion des tissus par les micro-organismes résidents et est
donc d’une importance fondamentale pour la préservation de la nature symbiotique de
ces interactions. Ce systéme fait face a une grande charge microbienne continuelle trés
diverse combinée a une vaste surface d’échange. Son réle étant de maintenir
’homéostasie intestinale, ceci implique:

*Une réponse immunitaire forte contre les virus, bactéries et parasites

pathogénes.
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*Une tolérance vis-a-vis des bactéries du microbiote intestinal tout en modulant
la composition de ce dernier.
Pour ce faire il doit d’abord développer des réponses protectrices humorale et cellulaire
dirigées contre les virus, les bactéries ou les parasites entéro-pathogénes+.
Parallelement a cette fonction protectrice, le systéeme immunitaire intestinal doit
également empécher I'induction de réponses immunes envers les composants des
aliments et des bactéries commensales présentes dans le tube digestif. Ce phénoméne
est nommé la tolérance orale®. L'influence du microbiote intestinal sur le systéme
immunitaire de I'héte a initialement été mise en évidence grace a I'étude de rongeurs
dépourvus de microbiote intestinal. L’étude de ces rongeurs a ainsi permis d’élucider
quelques-uns des mécanismes par lesquels le microbiote intestinal participe a la
maturation et a la modulation du systéme immunitaire. Les animaux axéniques
(dépourvus de flore) présentent en effet de nombreuses anomalies au niveau du
systéme immunitaire intestinal: hypoplasie des plaques de Peyer®, nombre de
lymphocytes intraépithéliaux réduits, concentration d’'immunoglobulines sériques et
production de cytokines limitées*. Les anomalies observées ne se limitent cependant
pas a I'épithélium intestinal, puisque la rate et les ganglions lymphatiques des animaux
axéniques sont non structurés et présentent des zones lymphocytaires atrophiées<.
L'ensemble de ces anomalies peut étre réparé en quelques semaines en inoculant un
microbiote de souris conventionnelles a ces souris axéniques. Par ailleurs, le microbiote
participe a I'inflammation dite physiologique de l'intestin, qui se traduit par la présence
continue de cellules inflammatoires dans la paroi intestinale et la production de
cytokines. Le microbiote régule le niveau de cette inflammation physiologique: par
exemple, un traitement antibiotique entraine une augmentation du niveau
inflammatoire®; il a été également démontré que le butyrate produit par des bactéries
commensales était capable de moduler la voie NFkB en inhibant la dégradation de son
inhibiteur IkB. Ceci diminue la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-8,
TNF-a) et permet le maintien de 'lhoméostasie®'. Certains des mécanismes mis en jeu
ont été établis et il a par exemple été montré que le polysaccharide A de Bacteroides
fragilis était capable, a lui seul, d’induire la maturation du systéme immunitaire de souris
axéniques®?; ou encore que le peptidoglycane des bactéries Gram positives induit la
formation de follicules lymphoides®® au niveau de I'épithélium intestinal. Cependant,
certaines espéces du microbiote intestinal possedent également la capacité de susciter

inflammation sous certaines conditions*. Le microbiote a donc la possibilité de
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commander des réponses pro et anti-inflammatoires et la composition du microbiote
intestinal est associée au bon fonctionnement du systéme immunitaire(%4;%). Une
altération de la composition du microbiote augmente le risque de pathologies
inflammatoires ou d’infections. Ainsi, dans le cas des maladies inflammatoires de
l'intestin telles que la maladie de Crohn ou le syndrome de l'intestin irritable, la
comparaison du microbiote de sujets saints et de patients atteints montre une différence
de composition avec une proportion plus grande de bactéries appartenant aux phyla
des Bacteroidetes® et des Protéobactéries®” et une plus faible proportions de bactéries
appartenant au phylum des Firmicutes et plus précisément de I'ordre des Clostridiales
et des Lachnospiraceae ainsi que du genre Faecalibacterium®®. Le microbiote intestinal
participe a cette modulation de la réponse immunitaire et contribue a protéger I'hote
contre les pathogénes : les bactéries commensales bloquent I'accrochage des bactéries
pathogénes sur les sites de liaison de I'intestin, premiére étape de la pathogénicité®.
De plus, la production d’IgA par les lymphocytes B, induite par l'interaction entre les
bactéries commensales et les cellules dendritiques, limite la pénétration des bactéries,
et donc notamment des pathogénes, dans la muqueuse (immunité humorale)?® (figure
7). D’autre part, les lymphocytes intraépithéliaux permettent de maintenir 'intégrité de

I'épithélium intestinal (immunité cellulaire) (figure 8).
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figure 7: Production d’IgA par le systeme immunitaire.

La reconnaissance des antigenes par les Tolllike Receptors, récepteurs présents sur la
membrane des cellules épithéliales, entraine une libération de cytokines (B Cell Activating
Factor (BAFF) et Proliferation Inducing Ligand (APriL)) qui, a leur tour,activent la production
d’IgA par les ymphocytes B. Les IgA sont alors libérés dans le mucus ou ilsforment des
complexes immuns qui empéchent la pénétration des bacteries.

(Extrait de Nadine Cerf-Bensussan et Valérie Gaboriau-Routhiau, 2010)"!
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figure 8: Modulation de la réponse immunitaire par le microbiote intestinal.

La reconnaissance des antigenes bactériens par les Toll Like Receptor (TLR), récepteurs
preésents sur la membrane des cellules épithéliales et des cellules dendritiques est surtout
réalisée dans les plaques de Peyer, structures lymphoides composées de lymphocytes associés a
des cellules épithéliales particulieres. les cellules M. Ces cellules réalisent I’échantillonnage des
antigenes bactériens. Les [ymphocytes et les cellules dendritiques activés dans les plaques de
Payer migrent ensuite vers les organes lymphoides mésentériques ou ils activent, a leur tour, la
réponse immunitaire. 1l a également été suggeré que les cellules dendritiques aillent directement

au contact des bactéries et réalisent ainsi un transfert d’antigene (mais ces résultats sont
controversés a [’heure actuelle).

(Extrait de Cerf-Bensussan et Gaboriau-Routhiau, 2010)"!
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Chapitre Il Le diabete

Le diabéte est une maladie chronique touchant le métabolisme glucidique et entrainant
un défaut du maintien de 'homéostasie glucidique dans I'organisme. Ce défaut de
régulation conduit a une hyperglycémie (élévation du taux plasmatique de glucose). Le
diabéte chez 'homme est défini biologiquement par la présence de 2 glycémies
veineuses a jeun supérieures a 1.26 g/l (7 mmol/l) ou une glycémie supérieure a 2.00
g/l (11.1 mmol/l) 2 heures aprés une hyperglycémie provoquée par voie orale a 75 g de

glucose.

A Epidémiologie

(données de l'institut de veille sanitaire (InVS))

A.1 Prévalence

La prévalence du diabéte traité pharmacologiquement en France est estimée a 4,6 %
en 2012, tous régimes d’Assurance Maladie confondus (BEH 2014 n°30-31), et a été
actualisée a 4,7% en 2013, soit plus de 3 millions de personnes traitées pour un
diabéete. Une augmentation de la prévalence du diabete est observée depuis 2000.
Toutefois, cette progression enregistre un ralentissement : le taux de croissance annuel
moyen (TCAM) était de 5,1% sur la période 2006-2009, et de 2,4 % sur la période
2009-2013. (Figure 9). Ce ralentissement a également été observé récemment aux
USA.
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ﬁgitre 9: Evolution de la prévalence du diabete traité pharmacologiquement de
2006 a 2013, France.

(Institut de veille sanitaire, 2009)

Un pic de prévalence est observe entre 75 et 79 ans: 20 % des hommes et 14 % des
femmes de ce groupe d’age sont traités pour un diabéte. La prévalence du diabéte est
toujours plus élevée chez les hommes que chez les femmes, sauf en Outre-mer. La
prévalence du diabéte traité est la plus élevée dans les départements d’'Outre-mer,
jusqu'a deux fois plus élevée que la moyenne nationale. Elle est plus élevée dans
certaines régions de métropole, en particulier dans le Nord et le Nord-est et dans
certains départements d’lle de France, mais elle est moins élevée en Bretagne. La
prévalence du diabéte est plus élevée dans les communes les plus défavorisées socio-
économiquement, chez les personnes d’un niveau socio-économique moins favorisé et

dans certaines catégories socio-professionnelles.

A l'estimation de la fréquence du diabeéte traité pharmacologiquement, il faut ajouter la
prévalence du diabéte diagnostiqué et non traité pharmacologiquement. Cette
prévalence a été estimée par I'Etude Nationale Nutrition Santé (ENNS) a 0,6 % chez les
personnes agées de 18 a 74 ans vivant en France métropolitaine en 2006-2007. Cette
méme étude a permis d’estimer pour la méme classe d’age, au moyen d’'une unique
glycémie veineuse a jeun, que la fréquence du diabéte non diagnostiqué s’élevait a 1 %
(glycémie >= 7 mmol/L). Cette valeur implique que, parmi les 18-74 ans, environ 20 %

des personnes diabétiques ne seraient pas diagnostiquées. Mais cette proportion
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diminue fortement avec I'dge passant de 30 % chez les 30-54 ans a 13 % chez les 55-
74 ans. Le dosage de la glycémie a jeun, recueilli par ENNS, a également permis
d’estimer la fréquence de I'’hyperglycémie modérée a jeun dans la population des 18-74
ans vivant en France métropolitaine en 2006-2007 : 5,6 %. L’hyperglycémie modérée a
jeun (6.1 =< glycémie <7 mmol/L) est en effet un stade précurseur du diabéte. La
fréquence de 'hyperglycémie a jeun augmente régulierement avec I'age (1,5 % chez
les 18-29 ans, 5,2 % chez les 30-54 ans et 9,5 % chez les 55-74 ans) et est environ

deux fois plus élevée chez les hommes que chez les femmes (7,9 % versus 3,4 %)

A.2 Incidence

En France, l'incidence du diabéte est mal connue. Toutefois, il est possible d’approcher
l'incidence du diabeéte par I'incidence des Affections de Longue Durée (ALD) pour
diabéte. En effet, les personnes diabétiques bénéficient d’une prise en charge pour
ALD, permettant 'exonération du ticket modérateur (appelée communément « prise en
charge a 100 % »). Cette prise en charge n’est accordée que sur demande du médecin
traitant auprés d’un médecin-conseil de I’Assurance Maladie. |l faut bien noter que
l'incidence des ALD-diabete ne peut pas étre assimilée a l'incidence réelle du diabéte.
Toutefois, les caractéristiques et les évolutions au cours du temps de l'incidence des

ALD-diabéte peuvent apporter des informations extrapolables a I'incidence du diabéte.

Une étude a été réalisée a partir des données des trois principaux régimes de
I’Assurance Maladie afin de dénombrer les nouveaux cas de prise en charge pour ALD-
diabéte, d’estimer I'incidence de 2000 a 2006 et de la décrire par age, sexe, région

(région d’affiliation) et catégorie socio-professionnelle a partir des données.

En 2006, environ 178 000 personnes ont été admises en ALD-diabéte en France
métropolitaine. Globalement, le nombre d’admissions a augmenté de 2000 a 2006 (+ 32
%), quels que soient I'age et le sexe. Le taux standardisé d’admissions en ALD-diabete
a également augmenté, de 236/100 000 en 2000 a 286/100 000 en 2006. Ce taux était

plus élevé chez les hommes que chez les femmes.

En 2006, le taux standardisé d’incidence atteignait 230/100 000 au sein de la population

couverte par le régime général. Les taux étaient trés élevés chez les commergants
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(358/100 000), chez les salariés agricoles (326/100 000) et chez les artisans (305/100
000). ATlinverse, le taux d’incidence était faible chez les personnes exergcant une
profession libérale (161/100 000).

Sur la période 2000-2006, les taux d’incidence, calculés globalement sur la période,
étaient minimum a I'ouest de la métropole et élevés dans le nord-est, la région Centre
et le bassin méditerranéen. Les taux standardisés étaient bien supérieurs en outre-mer
qu’en métropole : 558/100 000 en Guadeloupe, 517/100 000 a la Réunion, 366/100 000
en Martinique et 307/100 000 en Guyane.

Environ 2 700 enfants et adolescents de moins de 20 ans ont été admis annuellement
en ALD-diabéte en France de 2003 a 2006. En 2006, les taux d’incidence étaient de
10/100 000 enfants agés de 0 a 4 ans, 15/100 000 enfants de 5 a 9 ans, 21/100 000
jeunes de 10 a 14 ans et 17/100 000 jeunes de 15 a 19 ans. Entre 2003 et 2006, les

taux d’incidence d’admissions en ALD-diabéte avant 20 ans étaient stables.

B Physiopathologie

Le diabéte regroupe plusieurs pathologies de pathogénies différentes ayant pour origine
un trouble de la sécrétion et/ou de I'action de I'insuline, hormone hypoglycémiante de
'organisme. On distingue principalement le diabéte de type 1 (DT1) et le diabéte de
type 2 (DT2), anciennement appelés diabéte insulinodépendant et diabete non-
insulinodépendant. Ce dernier est le plus répandu ; les diabétiques de type 2

représentent environ 85% du nombre total de diabétiques.
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B.1 diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 représente environ 10 % des cas de diabéte observés dans le
monde,bien loin derriére le DT2 (non insulinodépendant). LOMS estime a 10 a 15
millions le nombre de diabétiques de type 1 dans le monde. De plus, pour des raisons
pas encore trés bien comprises mais probablement liées aux modifications du mode de
vie, l'incidence du diabéte de type 1 augmente chaque année de 3 a 4% par an®°.

Le DT1 est une maladie auto-immune caractérisée par une réaction d’inflammation
locale qui a lieu dans et autour des ilots de Langerhans. L'inflammation des filots ou
insulitis est suivie par une destruction des cellules B sécrétrices d’insuline par les
lymphocytes T. La destruction de ces cellules pancréatiques a pour conséquence une
insulinopénie a I'origine de I'hyperglycémie. Elle apparait lorsqu’il ne reste que 10-20%
des cellules B fonctionnelles. La maladie apparait souvent chez des sujets jeunes (une
fois sur deux avant 20 ans). Le facteur déclenchant de la maladie n’est actuellement
pas bien identifié, méme si les mécanismes immunitaires complexes conduisant a la
destruction des cellules sont de mieux en mieux connus. Le DT1 survient sur un terrain
génétique prédisposant. Plus de 20 génes ont été retrouvés, une estimation
probablement basse. Le plus important est localisé dans le systéme HLA (une région
geénétique qui contrdle le rejet des greffes, une autre conséquence de I'activation des
lymphocytes T). Des facteurs environnementaux, par exemple des virus, sont
probablement impliqués dans le déclenchement de la maladie qui conduit a I'activation
initiale des lymphocytes T. Mais aucun n’a a ce jour été clairement identifié. D’autres
facteurs d’environnement, en particulier infectieux, semblent paradoxalement avoir un
effet protecteur vis-a-vis du diabéte. Par exemple, en Europe, les gradients Nord-Sud
d’incidence du diabéte de type 1 et de I’hépatite A sont inverses, ce qui suggére un role
protecteur de certains agents infectieux. D’autres agents infectieux, en particulier les
mycobactéries, pourraient avoir le méme effet protecteur®’. Il n’existe actuellement pas
de traitement définitif du diabéte de type 1 permettant la guérison. Plusieurs essais
thérapeutiques ont tenté de prévenir la maladie mais ont pour I'instant échoué®. C’est

donc une maladie chronique, nécessitant un traitement a vie par insuline.
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B.2 diabéte de type 2

L'incidence du DT2 est croissante et on parle actuellement de véritable épidémie tant
les prévisions de prévalence sur les prochaines années sont alarmantes. Le DT2 est en
effet un probléme de santé grave et répandu dans 'ensemble des pays du monde.
Cette explosion des cas de DT2 s'explique par des raisons sociologiques: mode de vie,
alimentation, obésité, des facteurs de risques propres aux sociétés industrialisées, mais
aussi par des raisons démographiques: allongement de I'espérance de vie, meilleur
dépistage de la maladie. Le DT2 survient sur un terrain prédisposé, sous l'influence de
facteurs environnementaux et donc souvent aprés 50 ans. Il est souvent associé a
d’autres facteurs de risque cardiovasculaires dont il partage certaines causes comme
I'hypertension artérielle et la dyslipidémie. La pathogenése du DT2 est plus complexe
que celle du DT1 car elle implique de nombreux tissus et de nombreux mécanismes
physiopathologiques. Le DT2 posséde schématiquement deux composantes
principales: une insulinorésistance, nécessitant des besoins accrus en insuline pour
maintenir une glycémie normale, et un trouble de l'insulinosécretion, qui ne permet pas
a 'organisme de compenser 'augmentation des besoins. Il existe donc une
inadaptation de la production d’insuline (défaut des cellules du pancréas) par rapport
aux besoins des tissus cibles qui ont augmentés car devenus résistants a I'insuline
(insulinorésistance). Autrement dit, l'insuline continue a étre sécrétée par les cellules du
pancréas, mais en quantité insuffisante face a une demande accrue. La résistance a
I'action de l'insuline explique que ’hormone ne parvienne plus a assurer I'entrée du
glucose dans les cellules et son utilisation. Il en résulte des dysfonctionnements
cellulaires, le glucose étant le principal substrat énergétique des cellules dans les
conditions habituelles de vie. Les mécanismes a I'origine de l'insulinorésistance et du
déficit d’insulinosécretion sont complexes, multiples et partiellement compris.
L'insulinorésistance résulte de 'interaction entre une susceptibilité génétique et des
facteurs d’environnement (augmentation des apports caloriques et lipidiques et
diminution de l‘activité physique). Ces facteurs environnementaux sont responsable de
'accumulation de lipides dans le tissu adipeux viscéral, le foie, le muscle et le pancréas,
a l'origine de phénomeénes cellulaires délétéres (inflammation, stress du réticulum
endoplasmique, stress oxydant,...) conduisant a la fois a une diminution du signal

insulinique au niveau des organes cibles (foie, muscle, tissu adipeux) et a une toxicité
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sur les cellules entrainant des troubles de sécrétion de I'insuline au niveau
pancréatique. La capacité des cellules a répondre a ce stress métabolique
(augmentation des besoins, toxicité cellulaire) est déterminée génétiquement. Ainsi la
combinaison de I'augmentation des besoins en insuline et un environnement toxique
entrainent sur des cellules « fragiles » génétiguement, un dysfonctionnement et une
diminution de leur masse. L'ensemble de ces phénoménes conduit progressivement a

une intolérance au glucose, puis, finalement, au développement du DT283,

C Complications

Les perturbations du métabolisme glucidique représentent le fondement biologique
essentiel de la maladie diabétique. L'hyperglycémie est a I'origine d’une toxicité pour un
grand nombre de tissus. L’hyperglycémie chronique est ainsi associée a terme a des
complications organiques spécifiques. La gravité du DT2 est ainsi liée a ces
complications. En effet, I'hyperglycémie chronique est extrémement délétere a long
terme pour la cellule, entrainant de nombreux mécanismes adaptatifs délétéres pour le
fonctionnement des organes atteints. La principale cible des complications de
I'hyperglycémie chronique est 'endothélium vasculaire, tissu en interface constante
avec le plasma hyperglycémique. Ainsi on sépare schématiquement les complications
du diabéte en deux types en fonction du diamétre des vaisseaux atteints: micro et
macro-vasculaires. Les complications micro-vasculaires touchent la rétine, le rein. Les
complications macro-vasculaires sont celles de I'athérosclérose et touchent donc les
coronaires, les artéres a visée cérébrale et les artéres des membres inférieurs. Le
diabéte touche également les nerfs conduisant a la neuropathie diabétique. Celle-ci est
traditionnellement classée avec les complications micro-vasculaires méme si les
anomalies qui en sont a l'origine n’'impliquent pas le vaisseau mais directement les
différents types de cellules nerveuses.

Le risque de survenue des complications du diabete, surtout des complications micro-
vasculaires, est dépendant de la durée d’exposition et de la sévérité de I'hyperglycémie.
Il a bien été montré que le risque de complications augmente avec le temps et avec le

taux d’hémoglobine glyquées“.
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Chapitre lll Microbiote et diabete

Le diabéte est une maladie inflammatoire chronique lié a I'équilibre glucidique de
l'organisme. La flore microbienne intestinale jouant un réle essentiel dans le
métabolisme énergétique ainsi que dans l'inflammation, elle a donc récemment été
proposée comme facteur environnemental dans le développement de maladies

métaboliques tel que le diabéte.

A Role du microbiote dans le diabéte de type 2

A.1 Composition

La composition de la flore microbienne intestinale pourrait étre directement impliquée
dans la survenue d'inflammation de bas grade associé au diabéte de type 2 en réponse
a un régime riche en graisse®. Dans le but de déterminer les bactéries impliquées dans
le développement du diabéte de type 2, une étude comparant la flore intestinale des
sujets sains par rapport a celles de sujets diabétiques a été réalisée. Une analyse
moléculaire des bactéries fécales de seize diabétiques de type 2, comparativement a
douze sujets sains, a montré que la composition bactérienne était relativement similaire
au sein de chaque groupe mais différente entre les 2 groupes. Le groupe diabétique ne
différait pas significativement du groupe sain au niveau de la diversité bactérienne mais
quantitativement les genres Bifidobacterium et Bacteroides vulgatus étaient moins
représentés dans la flore des patients diabétiques®®. L’analyse de la composition du
microbiote intestinal chez 30 patients obéses dont sept patients diabétiques de type 2,
comparativement a treize sujets de poids normal, a montré que I'espéce
Faecalibacterium Prausnitzii était négativement corrélée avec le degré de résistance a
linsuline. En effet, plus la flore des patients est riche en Faecalibacterium Prausnitzii
moins ils présentent de résistance a l'insuline. Ces bactéries semblent moduler

'inflammation et le diabéte chez l'individu obése®”. Cependant ces données ne
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permettent pas de définir si la composition de la flore intestinale est responsable de la
survenue de I'obésité et du diabéte ou si elle en est la conséquence. En greffant la flore
de souris obéses et de souris minces a des souris axéniques puis en les nourrissant de
la méme fagon pendant 2 semaines, on constate une prise de poids plus importante
chez les souris ayant recu la flore de souris obéses. Ces données suggérent que les
caractéristiques de la flore des souris obéses participent au développement de
I'obésité®. Cependant, ces études montrent qu'il y a une différence entre la flore
d'individus obeses et celle d'individus sains alors que le diabéte est généralement
considéré comme un attribut de I'obésité. Pour cibler plus spécifiquement le diabéte de
type 2 une étude a été réalisée entre des individus diabétiques de type 2 et des
individus sains disposant d'une large gamme d'indices de masse corporel (IMC) allant
de 23 a 48. Dans cette étude incluant dix-huit patients diabétiques et dix-huit sujets non
diabétiques, la proportion du phylum Firmicutes était significativement abaissée chez
les patients diabétiques, et le rapport Bacteroidetes/Firmicutes était positivement
corrélé avec la glycémie a jeun, indépendamment de l'indice de poids corporel®.
(figure 10)
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figure 10 : corrélation entre l'indice de masse corporel(BMI) ou le glucose plasmatique apres
test de tolérance oral au glucose (OGTT) et la composition bactérienne intestinale.

(Extrait de Nadja Larsen et al., 2010)'"

A.2 Réactions inflammatoires et insulinoresistance

Les maladies métaboliques diabéte et obésité sont associées a une réaction

inflammatoire tissulaire de bas niveau et définies comme suités. La concentration de

cytokines telles que les interleukines 1 et 6, le TNFaq, et le PAI-1 est |égérement

augmentée dans le sang circulant ce qui témoignerait d’'un état inflammatoire de bas

niveau. D’autre part des cellules du systéeme immunitaire inné et acquis, notamment les

lymphocytes™, envahissent les tissus et parmi eux le tissu adipeux, le muscle et le
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foie”'. En présence d’antigénes, ces derniers étant mal définis, les cellules immunitaires
y sécretent des cytokines inflammatoires dont I'action moléculaire a, entre autres
conséquences, d’'inactiver le récepteur a l'insuline du muscle et du foie. Cet effet
moléculaire contribue a la réduction de l'utilisation du glucose par ces tissus notamment
au cours d’un repas (7%42°) (Figure 11). Cette insulino-résistance induite par les cytokines
inflammatoires est donc une composante confondante de l'induction du diabéte. Une
question essentielle concerne l'origine des antigénes qui déclenchent cette réaction
inflammatoire métabolique. Pour répondre a cette question Cani et al. ont étudié des
souris rendues diabétiques par un régime riche en graisses et ont montré que ce
régime induit un changement profond de I'écologie de la flore intestinale™. Ce
changement se traduit par une augmentation de I'absorption intestinale d’antigénes
bactériens dans le sang circulant tels que les Lipopolysaccharides, ce qui définit une

«Endotoxémie Métabolique».
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figure 11: flore intestinale: un facteur de risque des maladies métaboliques.

(Extrait de Rémy Burcelin, 2013)7

a Endotoxémie métabolique

Les lipopolysaccharides (LPS), appelés couramment endotoxines, sont des molécules
faisant partie intégrante de la paroi des bactéries Gram négatif (figure 12). lls sont

constitués d’'une partie lipidique complexe, appelée le lipide A, qui a la particularité de
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contenir des acides gras hydroxylés, et d’'une partie polysaccharidique, elle méme
composée d'un noyau et d'une chaine O spécifique (figure 12). Le lipide A est
responsable du pouvoir toxique inflammatoire des LPS tandis que la partie
polysaccharidique est responsable de la spécificité antigénique O (Antigéne O). Ces
deux éléments de structure moléculaire varient en composition selon la souche/espéce
bactérienne considérée ; il existe ainsi une multitude de molécules de LPS différentes,
dont l'activité biologique différe du fait de leur structure, expliquant pourquoi certaines
bactéries sont plus ou moins virulentes. Différentes revues traitent de ce sujet de
maniere exhaustive et relatent les différentes techniques analytiques mises en ceuvre
pour la détection des espéces moléculaires de LPS(7%;¢). En pratique, la quantification
globale de la présence de LPS dans un échantillon est effectuée par une mesure
d'activité biologique, exprimée en UE ou unité d'endotoxines (Pharmacopée
Européenne 2001). Les LPS, présents dans le tractus du fait de la lyse des bactéries
Gram négatif résidentes, sont capables de rejoindre la circulation sanguine par
différents moyens. lls peuvent étre absorbés au niveau de la muqueuse intestinale, au
moment de I'absorption des lipides. En effet, certaines études ont montré la corrélation
entre endotoxémie et lipémie suite a un régime riche en graisses, suggérant que
I'absorption des LPS serait favorisée par I'absorption lipidique (77;’8). Le mécanisme de
cette coabsorption a été débattu pendant plusieurs années. Ghoshal et ses
collaborateurs ont été les premiers a démontrer que la formation de chylomicrons
engendre I'absorption de LPS™. lIs ont, en effet, mis en évidence que des cellules
Caco-2 incubées avec de l'acide oléique (AG stimulant la production de chylomicrons)
sécrétaient plus de LPS que celles incubées avec de I'acide butyrique (AG a courte
chaine, ne stimulant pas la formation de chylomicrons). De plus, I'effet de I'acide
oléique sur la sécrétion de LPS est supprimé lors de I'ajout de Pluronic-81 (inhibiteur
spécifique de la formation de chylomicrons). Parallélement, ces auteurs ont gavé des
souris invalidées pour le géne des LDL (dont la clairance des chylomicrons est
retardée, leur permettant d’avoir une quantité de chylomicrons plus importante) avec
des LPS radioactifs puis avec de la trioléine (triester de I'acide oléique) en présence ou
non de Pluronic-81 ; une fois de plus, I'absorption des LPS était favorisée par la
trioléine et atténuée par l'inhibiteur. Enfin, les nceuds lymphatiques mésentériques des
souris présentaient un taux de radioactivité supérieur suite a l'ingestion de trioléine et
réduit en présence de Pluronic-81, démontrant ainsi le transport des LPS au travers des

nceuds lymphatiques par des chylomicrons naissants. En outre, les travaux récents ont
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confirmé, par colocalisation en microscopie électronique, la présence de molécules de
LPS sur des chylomicrons humains, obtenus aprés digestion d'un repas gras®.
Parallelement, la théorie d'un passage facilité des LPS par diffusion passive est
également avancée. En effet, selon les régimes, la perméabilité intestinale peut varier
laissant alors passer plus ou moins de LPS (passage paracellulaire). Lors d'un régime
gras chez la souris, I'endotoxémie est associée a une diminution de I'expression des
geénes codant pour des protéines de jonction, telles que les occludines (notamment
zonula occludens 1, ZO1)8'. Enfin, un autre transport alternatif a également été décrit: la
translocation bactérienne. Elle réside dans le passage de bactéries viables d’origine
digestive a travers la barriere de la muqueuse intestinale vers les ganglions
mésentériques et, de |3, vers les organes périphériques®?. Les LPS, portés par ces
bactéries, passeraient ainsi la barriere mais ce phénomeéne de translocation reste
généralement observeé lors d'«agressions» de la muqueuse intestinale. Suite a ces
phénomeénes, la présence de LPS dans la circulation sanguine génére une cascade
pro-inflammatoire en cas d'infection, mais également en situation non septique ou le

niveau d'inflammation reste sub-clinique, comme en cas d'obésité.
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figure 12: structure d'un lipopolysaccharide

(D'apres E. Schneck et al., 2009)'%
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b LPS et inflammation

La causalité des LPS bactériens dans l'induction du diabéte a été montrée en utilisant
des souris dépourvues des genes dont les protéines correspondantes composent le
récepteur aux LPS que sont le CD1483 et le TLR484. Ces souris mutantes ne
développaient pas le diabéte ni méme I'obésité lorsqu’elles étaient nourries par un
régime gras. De maniére importante la stéatose hépatique et le développement du tissu
adipeux étaient aussi totalement prévenues chez ces souris. Inversement, la perfusion
continue pendant un mois de faibles débits de LPS par voie sous cutanée induisaient
une endotoxémie métabolique constitutive ce qui générait 'ensemble des
caracteristiques métaboliques liées au développement du diabéte, telles que
I'intolérance au glucose, l'insulino-résistance hépatique et le stockage des lipides dans
le foie.

Un régime riche en graisses change la flore intestinale ce qui contribue au passage de
facteurs bactériens de type Lipopolysaccharides dans le sang (figure 11). Ces derniers
déclenchent une réaction inflammatoire en activant les cellules immunitaires de
l'intestin, puis du stroma vasculaire des dépbts adipeux et du foie. Les cytokines
générées induisent une insulino-résistance et le développement du tissu adipeux. Des
bactéries entiéres peuvent étre transloquées par des cellules immunitaires jusqu’aux
tissus. Des récepteurs (NOD1/NOD2/ TLR4/mCD14/MD2) reconnaissent les
déterminants bactériens ce qui active I'adaptateur Myd88 et contribue a I'initiation de la
production de cytokines inflammatoires. La leptine contribuerait a la régulation du
systéme immunitaire et donc au contréle de la réaction immuno-inflammatoire
prodiabétogene. Ces résultats démontraient la causalité moléculaire de ces LPS dans
l'initiation de la maladie métabolique. Dés lors les LPS sont considérés comme des
vecteurs moléculaires capables d’initier la réaction inflammatoire et ainsi
l'insulinorésistance, puis le diabéte. Cette découverte a été conforté par le fait qu'en
manipulant la flore intestinale a I'aide de fibres alimentaires ou d’antibiotiques, le statut
du métabolisme énergétique variait en fonction des changements de flore
intestinale(8';8%). Le régime diabétogéne réduisait notamment le nombre de
Bifidobactéries or le traitement de ces souris par des fibres alimentaires inversait le
processus. Ainsi, la proportion de Bifidobactéries intestinales était restaurée de maniere
concomitante avec I'amélioration métabolique?®. Enfin, la réplétion intestinale en

Bifidobactéries par un traitement quotidien aux probiotiques Bifidobacterium lactis B420
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améliorait I'équilibre métabolique et particulierement I'insulino-résistance et ainsi le
contrdle glycémique?’. Les effets métaboliques étaient associés a la réduction de
linflammation métabolique. Le réle de la flore intestinale dans le contréle du poids a
également été démontré chez des souris ob/ob dépourvues du géne de la leptine. Ce
défaut moléculaire provoque un changement de I'écologie de la flore intestinale avec
notamment une augmentation du nombre des bactéries appartenant au phylum des
Firmicutes et une diminution de celles appartenant aux Bacteroidetes®. Ce changement
d’écologie microbienne conférait a 'organisme la capacité de dégrader plus
efficacement les fibres intestinales et favorisait ainsi la récupération énergétique par
'héte et donc 'augmentation du poids. Cette hypothése n’expliquait cependant pas
I'endotoxémie métabolique et les mécanismes moléculaires de l'inflammation associée.
Or nous avions recemment observé qu’un régime gras, ainsi que I'absence de leptine
augmentait 'adhérence de certains groupes bactériens a la muqueuse intestinale
notamment de I'iléon?®”. Les cellules du systéeme immunitaire inné, tel que les cellules
dendritiques, phagocytent les bactéries adhérant a la muqueuse puis les transportent
vers les ganglions mésentériques et le stroma vasculaire du tissu adipeux et du foie.
L'arrivée des antigenes bactériens dans les tissus induit une réaction inflammatoire qui
pourrait contribuer a I'insulino-résistance et le développement du tissu adipeux. Les
récepteurs aux fragments bactériens tel que le CD14 (récepteur aux LPS), le Nuclear
Oligomerization Domain 1 (NOD1) contrélent la translocation bactérienne et favorisent
l'induction du diabéte par un régime gras. La régulation de ce processus de
translocation bactérienne était également contrdlée par une hormone adipocytaire, la
leptine?®”. Des résultats supplémentaires montraient qu’'un gavage quotidien par un
probiotique génétiquement modifié, afin de produire la leptine directement dans
l'intestin, réduisait 'impact d’'un régime gras sur le développement du diabéte et de
'obésité?”. Les mécanismes moléculaires par lesquels la leptine contréle la
translocation bactérienne ne sont pas connus mais pourraient étre en relation avec

I'effet de cette hormone sur la maturation du systéme immunitaire.
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En résumé, une alimentation riche en lipides conduirait a un déséquilibre au niveau de
la flore intestinale. L'altération de la flore entrainerait une diminution de la production de
protéines de jonction (les occludines) ce qui aurait pour conséquence une augmentation
de la perméabilité de la barriére intestinale et un passage accru d'endotoxines appelés
LPS (les passages de LPS via les chylomicrons ou par translocation bactérienne sont
d'autres hypothéses possibles). Enfin le passage d'endotoxines suite a une cascade de
réactions serait responsable d'inflammations de bas grade et du développement de

maladies métaboliques telles que le diabete.(figure 13)
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figure 13: Role du microbiote dans le développement de maladies métaboliques liées a l'obésité.

(D'apres Patrice D. Cani et Nathalie M. Delzenne, 2011)'%
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B Role du microbiote intestinale dans le diabéte de type 1

Tres recemment, il a été démontré que 'incidence du diabete de type 1 chez des souris
non obéses était également influencée par la flore intestinale. Ceci pourrait suggérer un
lien entre le systéme immunitaire, la flore intestinale et le développement du diabéte de
type 1. Wen et coll.®® ont étudié I'effet du changement de I'environnement microbien des
souris diabétiques non obéses rendues déficientes en immunité innée. Les souris non
obeses et immuno-déficientes (manque d’'une protéine MyD88) ne développent pas le
diabéte de type 1 quand elles se trouvent dans un environnement sans pathogéne. Les
souris non obéeses, immuno-déficientes et axéniques, développent le diabéte de type 1
plus facilement. L'exposition de ces souris, a la flore normalement présente chez
I'humain, réduit I'incidence du diabete de type 1. La déficience de la protéine MyD88 a
une influence sur la flore intestinale. Par conséquent, la MyD88 pourrait influencer la
prolifération d’'une certaine flore intestinale et la perte de ce mécanisme pourrait bloquer
le développement du diabéte de type 1. Cependant, les récepteurs et les voies de
signalisation impliqués dans la prévention ou la facilitation de la maladie demeurent
inconnus. Les signaux protecteurs déclenchés par le microbiote ont été révélé en
testant les souris NOD (non-obeses diabetic) déficientes en MyD88 combiné a une
déficience a de multiples composants de I'immunité innée nécessaires au
développement du diabéte de type 1°. Seules les souris déficientes en MyD88 et en
adaptateur TRIF(TIR-domain containing adapter inducing IFN (3) ont développé la
maladie. Par conséquent, les voies de signalisation impliquant TRIF (probablement en
aval de TLR4) font partie des voies induites par le microbiote responsable de la
tolérance vis a vis de la maladie. D'autre part, un autre TLR (TLR2) induit un signal
diabétogéne en contrélant la flore microbienne. En effet, chez les souris TLR2-
possédant une flore normale, on constate que l'incidence du diabéte de type 1 est
réduit alors que cet effet est inversé chez les souris TLR2- axéniques. Ces résultats
soutiennent I'hypothése qu'il y a un équilibre entre les voies qui favorisent et celles qui
inhibent 'auto immunité via des récepteurs, en particulier les récepteurs de la famille
des TLR. Ces résultats suggerent une nouvelle voie dans la prévention et le traitement

du diabéte de type 1. Ci dessous les voies de signalisation des TLR (Toll Like Receptor)
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B.1 Composition

Une étude récente utilisant le modéle de la souris a montré que l'incidence du diabéte
pouvait étre significativement retardée ou accélérée en fonction des populations
bactériennes présentent au niveau de la flore intestinale®'. Dans une autre étude,
I'nypothése était que le diabéte de type 1 chez I'homme pourrait aussi étre lié a une
flore microbienne spécifique®. En comparant la flore d'enfants diabétique de type 1
avec celle d'enfants sains, on constate un différence significative. Une altération
importante au niveau des quantités de Bifidobacterium, Lactobacillus et Clostridium
ainsi que du ratio Firmicutes/Bacteroidetes pourrait étre impliqué dans la glycémie des
enfants diabétiques de type 1. En effet, Les quantités de Bifidobaterium, de
Lactobacillus ainsi que le ratio Firmicutes/Bacteroidetes sont diminuées alors que celle
des Clostridium est augmenté chez les individus diabétiques de type 1 par rapport aux
individus sains. D'autre part les bactéries productrices d'acide lactique, les bactéries
productrices de butyrate et les bactéries dégradant la mucine, essentielles au maintien
de l'intégrité de la flore, sont significativement moins nombreuses chez les enfants
diabétiques par rapport aux enfants sains. Ces différences de compositions pourraient
étre responsables de l'altération de la perméabilité intestinale chez les individus atteints

de diabéte de type 1.

B.2 Mécanisme moléculaires du diabéte de type 1

Pour expliquer le lien entre le diabéte de type 1 et la flore intestinale, il est nécessaire
d'étudier le microbiote comme un organe a part entiére. L'alimentation fournit différents
substrats qui peuvent aboutir a différents produits au cours des processus de
fermentation. Les changements liés a I'alimentation dans la structure du microbiote sont
dus au fait que certaines communautés bactériennes sont génétiquement mieux
équipés pour métaboliser ces substrats. D'autre part, un méme substrat peut étre utilisé
dans différentes voies métaboliques en fonction des types bactériens qui colonisent
I'intestin ou en fonction de leur abondance et de leur disponibilité®. Par exemple, le
lactate est un substrat qui peut étre transformé en butyrate ou en acides gras a chaine

courte tel que I'acétate, le succinate et le propionate au cours de la fermentation
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bactérienne anaérobie en fonction du type de flore bactérienne®. Le modéle du lactate
apparait comme une des explications les plus plausibles pour comprendre le lien entre
le diabéte de type 1 et la dysbiose (figure 15). Selon ce modéle la présence de
bactéries productrices d'acides lactiques et de butyrate telles que Prevotella et
Akkermansia aide a maintenir I'épithélium sain. Ceci est due au fait que le butyrate
contribue a la synthése de mucine et a I'assemblage des jonctions serrées®. De plus, le
butyrate peut contribuer a maintenir une réponse anti inflammatoire en inhibant
I'activation de NF-kB, qui signale par l'intermédiaire de récepteurs couplés a une
protéine G et qui conduit a I'expression de cytokines inflammatoires(®;°7). Les régimes
riches en fibres diminuent les risques de maladies inflammatoires liées a l'immunité.
Toutefois, nous ignorons si cet effet est du au butyrate lui méme ou s'il est associé au
profil microbien®. Le butyrate améliore également la différentiation extra thymique de
lymphocytes T régulateurs (Treg), tandis que d'autres acides gras a chaines courtes
tels que l'acétate, bloquent ce processus®. La différenciation de Treg semble étre liée a
I'acétylation des histones dans le promoteur du locus Foxp3 lui aussi régulé par le
butyrate®”. Ces éléments suggérent que les produits dérivés de la flore microbienne
agissent comme des médiateurs dans la communication entre les bactéries et le
systeme immunitaire de I'héte et conduisent a des réponses pro ou anti
inflammatoires®, et peuvent étre un facteur responsable de I'auto immunité cellulaire et
intervenir dans le diabete de type 1. Les effets systémiques du butyrate intestinal dans
la régulation de la réponse immunitaire se produisent aussi au niveau pancréatique. Le
butyrate joue un réle dans I'expression d'un peptide antimicrobien lié aux cathélicidines
(CRAMP) dans les cellules de souris NOD (non obeses diabetic). Ce peptide a montré
un effet protecteur contre le diabéte de type 1 en introduisant une réponse qui régule ou
supprime le processus inflammatoire dans les ilots pancréatiques des souris pré-
diabétiques®. Le récepteur 2 aux acides gras libres (FFAR2) est I'un des récepteurs
couplé a une protéine G qui peut étre activé par le butyrate produit par le microbiote. Ce
récepteur est impliqué dans la régulation stimulée par l'insuline dans le tissu adipeux et
dans le maintien de I'homéostasie énergétique. Son activation favorise la sécrétion de
GLP-1 dans l'intestin, la suppression de I'accumulation de graisse et augmente la
sensibilité a l'insuline’. Ce mécanisme est intéressant car, bien que la résistance a
l'insuline ne soit pas le principal probleme dans le diabete de type 1, elle joue un réle
dans la théorie d'accélération du diabéte. Cette théorie suggeére qu'au cours du diabéte

de type 1, la corpulence, la résistance a l'insuline et 'auto-immunité seraient des
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processus qui accélerent la perte de cellules B par apoptose@'. Cette théorie se
confirme lorsque I'on observe que les enfants ayant une plus forte résistance a l'insuline
évoluent plus rapidement vers un diabéte de type 1'%, Ainsi, un baisse de production du
butyrate chez les enfants avec un bas niveau de Prevotella dans leur flore intestinale
pourrait contribuer au développement du diabéte de type 1. Selon Kostic et al'%, dans
I'étude DIABIMMUNE, des enfants avec une forte prédisposition génétique au diabéte
de type 1 sont suivis depuis leur naissance. Leurs résultats montrent des associations
entre les communautés bactériennes et le profil métabolique chez les jeunes enfants,
tel que le niveau de Blautia avec les triglycérides a longues chaines ou encore les
Ruminococcus avec les triglycérides a chaines courtes. En outre, ces deux micro-
organismes sont abondants chez les enfant progressant vers un diabéte de type 1 et
sont positivement corrélé avec la présence d'acides aminés ramifiés comme la valine,
l'isoleucine et la leucine. Entre temps, Oresic et al'® ont découvert que la dérégulation
du métabolisme des lipides et des acides aminés précede l'apparition de I'acide
glutamique décarboxylase et d'anticorps anti insuline chez les enfants qui

développeront plus tard un diabéte de type 1.
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figure 15: Mécanismes associés au microbiote et a l'alimentation dans le développement de
l'autoimmunité et du diabeéte de type 1.
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Chapitre IV Perspectives thérapeutiques

A le microbiote comme marqueur prédictif du diabéte

Les patients obéses ou en surpoids ayant une diversité de leur flore digestive réduite,
présentent des anomalies métaboliques et des manifestations inflammatoires plus
marquées que ceux ayant une diversité normale de la flore?°. De maniéere intéressante,
aprés intervention diététique introduisant une alimentation riche en fibres, cette diversité
s’améliore. Néanmoins, les patients qui présentaient de facon basale une flore
appauvrie et des complications métaboliques, restent plus «métaboliqguement malades»
a la fin de l'intervention et perdent moins de poids que les patients dont la flore est
normalement riche. Cela suggére que I'étude de la flore intestinale pourrait jouer un role
prédictif dans la réponse a une intervention. Dans le méme esprit, la cohorte DESIR a
suivi plus de 3 000 patients non diabétiques pendant 9 ans et a évalué le nombre de
nouveaux cas de diabéte au cours du suivi. Les auteurs ont quantifié 'ADN bactérien
systémique circulant, qu’ils ont retrouvé augmenté chez les patients ayant déclaré un
diabéte au cours du suivi'®. Ces données mettent encore une fois en exergue le role de
la flore bactérienne comme un outil prédictif, afin de mieux poser les indications d’une
intensification des traitements préventifs. Sur le plan mécanistique, les résultats des
études murines suggerent qu’au cours de I'obésité et avec une alimentation riche en
graisses, la perméabilité intestinale est accrue et est responsable d’'un passage des
bactéries ou de certains de leur composants, induisant une endotoxémie elle méme a
I'origine des anomalies métaboliques rencontrées (insulino-résistance et diabéte)s.
chez certains patients a risque. Le microbiote intestinal pourrait jouer un réle prédicitif
pour évaluer le risque de développer une pathologie métabolique tel que le diabéte sur
le long terme ou pour prédire la réponse a une intervention diététique. Pour
diagnostiquer un déséquilibre au niveau de la flore intestinale (dysbiose), on peut

effectuer un examen bactériologique ou étudier les métabolites de la microflore.
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A.1 Examen bactériologique

Le microbiote intestinal humain peut maintenant étre caractérisé en détail par une
approche basée sur le séquencage a haut débit de I'ADN total des selles appelé
métagénomique quantitative.Cette méthode est la plus fiable actuellement car la plupart
des espéces bactériennes présentes dans l'intestin ne sont pas cultivables. Le coeur de
I'approche est un catalogue qui répertorie tous les génes des microbes intestinaux qui
sont connus soit plus de 9,9 millions, identifiés par I'analyse de 1267 échantillons de
selles. Au-dela de la liste des génes, les unités génétiques qui les portent commencent
a étre connues : beaucoup d'entre elles correspondent a des espéces bactériennes qui
n'ont jamais été isolées et encore moins cultivées. La métagénomique quantitative
permet de développer des algorithmes puissants pour diagnostiquer une maladie, de
surveiller des patients, ainsi que d'identifier les personnes qui présentent un risque de
développer une maladie. Cela jette les bases du développement de nouvelles
approches pour mieux restaurer et méme préserver la santé par modulation d'un

microbiote altéré qui contribue a favoriser ou aggraver une maladie®”.
Pour caractériser le microbiome intestinal le protocole est le suivant (figure 16) :

L'ADN total est extrait des selles puis séquencé pour générer des millions de lectures.
Les lectures sont mappés a un catalogue qui référence tous les génes microbiens
connus de l'intestin. Un décompte des génes est généré sous forme de tableau pour
chaque échantillon. Ce tableau permet d'obtenir un profil génétique qui sera lui méme
associé aux données cliniques. Le profil génétique de la flore pourrait donc servir de

marqueur prédictif dans des pathologies telles que le diabéte.
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figure 16 : la métagénomique quantitative pour caractériser le microbiome intestinal humain.
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(D'apres Stanislav Dusko Ehrlich, 2016)'"

A.2 Examen métabolique de la microflore

Afin de déterminer la composition du microbiote un test respiratoire appelé : « Hydrogen
breath test »'% peut étre utilisé. Ce test consiste a mesurer les métabolites (en
particulier I'nydrogéne et le méthane) expirés suite a l'ingestion d'une quantité connue
d'un glucide non digestible:le lactose (2g par kg de poids corporel et 50 g max)

(figure 17). Il est également nécessaire d’étre a jeun le jour de I'examen et d'avoir suivi
un régime particulier au cours des 2 semaines précédant I'examen'®. Les résultats
obtenus traduisent l'intensité de la fermentation dans le tractus digestif.

On mesure essentiellement 5 types de composés organiques volatils (COV) :

—I’hydrogéne (H2)

— le méthane (Isobutyléne)

— le méthylacétate : le plus acidifiant de tous (sorte de vinaigre), propice entre autres
aux candidoses

— I’hydrogéne sulfureux : trés rare, indique un état inflammatoire (H2S)

— le monoxyde d’azote (NO)

Mais en pratique on mesure essentiellement I'nydrogene et le méthylacétate.

Ce test est utilisé pour diagnostiquer certaines pathologies liées a des déseéquilibres au

niveau de la flore intestinale (dysbioses) (cf Tableau 1).
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figure 17: Schéma de I'hydrogen breath test.
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*SIBO : small intestinal bacterial overgrowth ; ppm:parties par millions

(Extrait de Uday C Ghoshal, 2011)'%”

Nom du test Substrat Intérét

Glucose hydrogen breath test |Glucose prolifération bactérienne dans l'intestin gréle
Estimation de la durée du transit oro-caecal

Lactulose hydrogen breath test |Lactulose IRT — . : -
prolifération bactérienne dans l'intestin gréle

Lactose hydrogen breath test |Lactose Malabsorption du lactose

Fructose hydrogen breath test |Fructose Malabsorption du fructose

Tableau 1: Les différents "hydrogen breath test" et leur utilités cliniques.

(D'apres Ghoshal, 2011)!%”
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B Le microbiote comme cible de traitement

De nombreuses maladies sont liées a la flore intestinale, en particulier les maladies
inflammatoires. En traitant la flore, il serait donc possible de prévenir, de guérir ces
maladies ou d'en soulager les symptédmes. Pour y parvenir, de nombreuses méthodes

sont possibles notamment I'utilisation de prébiotiques ou de probiotiques.

B.1 probiotiques et prébiotiques

L'étude des prébiotiques et probiotiques est un domaine en pleine expansion: les cibles
des prébiotiques et probiotiques peuvent étre liées a la prévention et au traitement de
pathologies.

Les probiotiques sont définis comme des «suppléments alimentaires apportant
des micro-organismes vivants bénéfiques pour I'héte par leurs effets dans les voies
digestives». Les bifidobactéries et les lactobacilles sont classiquement les probiotiques
le plus souvent utilisés dans des interventions nutritionnelles. On a montré que des
interventions par probiotiques ont réduit I'intolérance au lactose, renforcé I'immunité
chez des nourrissons et diminué le risque de diarrhée a rotavirus'°. Une
supplémentation en probiotiques a également amélioré des troubles diabétiques dans
des modéles animaux de diabéte de type 1 et de type 2. L'ingestion de Lactobacillus
casei a retardé la survenue d’un diabéte chez des souris diabétiques non obéses ou
chez des souris présentant un diabéte alloxanique ('*;''2). Comme l'alloxane, la
streptozotocine (STZ) induit un diabéte insulinodépendant chez le rat et la souris en
raison de sa toxicité pour les cellules pancréatiques béta. Une alimentation contenant
Lactobacillus rhamnosus peut retarder la survenue d’un diabéte a la suite d’'une
injection néonatale de STZ chez le rat's. De plus, 'administration de dahi, produit laitier
fermenté indien contenant Lactobacillus acidophilus (NCDC14) et L. casei (NCDC19),
améliore la tolérance au glucose et réduit la cholestérolémie totale, les LDL et les VLDL
et la triglycéridémie chez le rat traité par STZ'"4. L'administration orale de L. casei
diminue significativement la glycémie, I'insulinémie et le poids corporel malgré des
apports alimentaires similaires''® dans un modeéle de diabete de type 2 chez la souris
KK-Ay, qui présente une obésité et une insulinorésistance dues a une mutation du géne

Ay. L'administration de dahi a également retardé la survenue d’une insulinorésistance
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induite par une alimentation riche en fructose dans un modéle animal de diabéete
d’origine non génétique“.

Les prébiotiques sont définis comme des «substances non digestibles apportées
par I'alimentation et qui exercent des effets bénéfiques chez I'héte en stimulant
sélectivement la croissance et/ou I'activité d’'une bactérie colique ou d’un petit nombre
de bactéries de ce type» ', Les fibres alimentaires sont un exemple de ce type de
substance. Des auteurs ont suggéré que la consommation de polysaccharides non
digestibles pourrait réduire le risque de diabete, probablement a la fois par leurs
propriétés physiques et par les proportions d’acides gras a courtes chaines produits par
la fermentation colique des fibres'6. La consommation de prébiotiques a également
amélioré le diabéte induit par une alimentation riche en lipides chez la souris. Cani et
coll’” ont observé que, dans ce modéle animal, une supplémentation en oligofructose
avait amélioré la tolérance au glucose et réduit le taux plasmatique des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-1. |l est intéressant de noter que 'alimentation riche en lipides
module la composition du microbiote caecal, réduisant notamment la population des
bifidobactéries. L’ajout d’oligofructose, mais non de cellulose, augmente le nombre des
bifidobactéries a une valeur proche de celui observé chez les animaux témoins™. La
corrélation négative entre le nombre des bifidobactéries intestinales et
I'insulinorésistance souleve la question de I'importance de I'impact de ces bactéries
dans le diabéte. De nouvelles études sont nécessaires afin de déterminer si
'augmentation de la population des bifidobactéries intestinales pourrait étre une
stratégie thérapeutique dans le diabéte. Outre les fibres non digestibles, d’autres
composants de I'alimentation pourraient également influencer la composition et les
fonctionnalités du microbiote intestinal. Les acides chlorogénes présents dans les
boissons caféinées et le thé sont intensivement métabolisés par le microbiote intestinal
"7 Taguri et coll.”® ont démontré que I'épigallocatéchine-3-gallate, polyphénol présent
dans le thé, exercait des activités antimicrobiennes en inhibant in vitro la croissance de
nombreuses bactéries pathogenes apportées par I'alimentation. Reste a savoir si les
activités antimicrobiennes de I'épigallocatéchine-3-gallate concernent le microbiote
intestinal commensal, auquel cas, la consommation habituelle d’aliments contenant des
composeés de ce type pourrait modifier la composition et les fonctionnalités des
populations bactériennes intestinales. Le microbiote intestinal fait partie intégrante de
'organisme humain, mais ses fonctions et ses interactions avec I'hdéte demeurent

largement méconnues. Nous avons analysé ici les résultats expérimentaux les plus
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récents décrivant les rbles éventuels des bactéries intestinales et de I'obésité dans le
diabéte de type 2. Ces données peuvent n’avoir révélé que le sommet de I'iceberg que
constituent les importantes influences du microbiote intestinal sur la santé. Avec
'avenement de méthodes ne dépendant pas de cultures pour I'étude du microbiote
intestinale, des relations plus intriquées entre la physiologie humaine et les trillions de
bactéries résidant dans I'intestin pourraient étre révélées. Le défi a relever dans les
années qui viennent sera de traduire des résultats a venir en moyens et stratégies pour
I'amélioration de maladies chroniques telles 'obésité et le diabéte de type 2. Pour
atteindre cet objectif, il faudra répondre aux questions suivantes: la modulation de la
composition du microbiote intestinal est-elle une stratégie utile pour le traitement des
patients atteints de ces maladies et, si oui, quel serait le profil «idéal» du microbiote
intestinal? Des interventions nutritionnelles ou pharmaceutiques peuvent-elle
transformer ce profil? Il faut espérer que les réponses a ces questions aideront a
améliorer la qualité de vie des centaines de millions de patients obeses et diabétiques

de par le monde.

Prebiotics

Nutritional
and genetic obesity

figure 18 : impact des altérations du microbiote induit par les prébiotiques.

(D'apres Cani et Delzenne, 2011)'%
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B.2 les antibiotiques

La composition de la flore intestinale joue un réle dans le développement du diabéte.
Cette flore intestinale peut étre affecté par des facteurs extérieurs, incluant les
traitements antibiotiques™®. Les traitements antibiotiques peuvent conduire a une
sélection de genres bactériens résistants et a une modification de la flore. Brugman et
al., ont montré que la modulation de la flore intestinale par un traitement antibiotique
chez des rats prédisposés au diabete de type 1 retardait et diminuait significativement
l'incidence du diabéte. De plus, la combinaison d'un traitement antibiotique et d'un
régime a base de caséine hydrolysée était méme capable de totalement prévenir le
diabéte chez ces mémes rats'?. La modulation de la flore par traitement antibiotique
serait responsable de la charge antigénique ce qui aurait pour conséquence de
diminuer l'incidence du diabéte. Toutefois, le traitement antibiotique (acide fucidique) a
également montré qu'il diminuait le taux de TNF-a et d'interleukin-1 ainsi que la
stimulation des lymphocytes par les cytokines IL-1 et IL-6. L'acide fucidique aurait un
effet sur le processus immuno-inflammatoire comparable a celui de la ciclosporine A qui
est un puissant immunosuppresseur''. Un traitement antibiotique pourrait donc avoir un
effet indirect sur le pancréas. En outre, les régimes protecteurs tels que les régimes
sans gluten ont montré qu'ils altéraient la composition bactérienne 2

Dans l'optique de traiter le diabéte de type 2, Cani et coll ont cherché a modifier
le microbiote intestinal au moyen d'un traitement antibiotique, afin de réduire la
concentration élevée de LPS plasmatique chez des souris nourries par un régime riche
en gras et chez des souris obeses ob/ob. lls ont utilisé des antibiotiques a large spectre
(ampicilline et néomycine) afin de modifier la communauté microbienne intestinale de la

souris.

Un traitement antibiotique de 4 semaines a fortement modifié le microbiote intestinal, a
la fois chez les souris contréle et chez les souris traitées par un régime riche en gras,
ce qui a entrainé une réduction de 'endotoxémie et une amélioration de la tolérance au

glucose dans les deux modeles animaux.

Nous avions aussi démontré que le régime riche en matiére grasse augmente
considérablement la perméabilité intestinale, par I'expression réduite des protéines de

jonctions serrées telles que ZO-1 et Occludine. Or, cet effet a été entierement restauré
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par le traitement antibiotique. Ces données confirment que les bactéries intestinales
sont impliquées dans le contrdle de la perméabilité intestinale et de I'endotoxémie
meétabolique.

Aussi, le traitement antibiotique réduit I'apparition de l'inflammation du tissu adipeux, du
stress oxydatif, et des marqueurs de l'infiltration des macrophages chez les souris
nourries par un régime riche en graisse.

Ces observations démontrent que la restauration de l'insulinosensibilité est associée a
une diminution du statut inflammatoire, confortant le concept selon lequel une
modulation du microbiote intestinal réduit 'inflammation et accroit I'insulinosensibilité
chez la souris.

Des études ont montré qu’une antibiothérapie a court terme améliorait un diabéte chez
la souris, mais les bénéfices et effets indésirables a long terme de cette approche

restent a déterminer'23,

B.3 Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont des molécules ayant la capacité de tuer une variété
de bactéries Gram positives et Gram négatives ainsi que certains champignons et virus.
La présence de régions hydrophobes et basiques dans leurs structures permet
I'établissement d’interactions électrostatiques avec les phospholipides des membranes
ou le peptidoglycane bactérien chargé négativement. Ces interactions permettent leur
insertion dans les membranes cellulaires microbiennes et causent la formation de pores
déstabilisant I'intégrité bactérienne. Les charges des phospholipides des membranes
eucaryotes et procaryotes ne sont pas distribuées de la méme fagon, ce qui confére
aux peptides antimicrobiens une spécificité d’action dirigée a 'encontre des bactéries'?.
Chez 'Homme, diverses protéines exercent des activités antimicrobiennes : les

défensines, les cathélicidines et les lectines de type C.
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a les defensines

Les défensines constituent la famille principale des peptides antimicrobiens. Ce sont
des peptides de 2 a 6 kDa exprimés par les cellules épithéliales, les neutrophiles et les
macrophages. Les défensines humaines peuvent étre divisées en trois groupes : les o-
défensines, les B-défensines et les 6-défensines, mais seules les o-défensines, les B-

défensines sont présentes chez I'homme.

les a-défensines

Les a-défensines exercent leur activité anti-microbienne sur les bactéries Gram
positives et négatives, les champignons, les virus et les protozoaires. Ces défensines
peuvent elles-mémes étre subdivisées en deux parties en fonction du type cellulaire les
produisant. Ainsi, il existe 4 o-défensines produites par les neutrophiles, les HNP1 a
HNP4 (Human neutrophil peptide) et seulement 2 sont exprimées par les cellules de
Paneth de l'intestin gréle, HD-5 et HD-6 (Human defensin) chez ’'Homme ', Il faut noter
que HD-5 et HD-6 sont également retrouvées dans le cdlon mais dans ce cas leur
expression est beaucoup plus faible que dans 'iléon'?, Chez la souris, les a-défensines
sont appelées cryptidines, mais sont seulement sécrétées par les cellules de Paneth
dans l'intestin. Plus de 20 cryptidines différentes ont été décrites au niveau
transcriptionnel mais seulement 6 cryptidines ont montré un effet antimicrobien in
vitro'?’. D’autres peptides cationiques a activité antimicrobienne sont retrouvés au
niveau intestinal chez la souris. Ces peptides, similaires aux a-défensines, sont appelés
les cryptidin-related sequence (CRS) peptides'?. Les a-défensines ne sont pas
produites sous forme active. Les cellules de Paneth relarguent une pro-forme inactive
de défensine qui doit étre clivée pour acquérir son activité. Les enzymes participant a
ce processus enzymatique sont : la trypsine dans le cas de la défensine HD5 ou encore

la metalloprotéinase 7 (MMP-7 encore appelée matrilysine) pour les cryptidines murines

129
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les B-défensines

Exprimées principalement par les entérocytes dans l'intestin, les p-défensines ont un
réle antimicrobien identique aux a-défensines et jouent un réle dans la chimioattraction
des cellules dendritiques et des lymphocytes T'?5. Les p-défensines HBD1 et HBD2
(human beta defensin) peuvent étre respectivement exprimées de fagon indépendante
ou dépendante du microbiote intestinal. Mais, la plupart des p-défensines épithéliales
sont induites par des stimuli pro-inflammatoires tels que le TNFa, I'lL-1, I'lL-6 et ceci de

facon dépendante de NF-xB'%,

b les cathélicidines

Ces peptides antimicrobiens exercent leur action sur les bactéries Gram positives et
négatives et sur les champignons. Les cathélicidines sont exprimées dans de nombreux
tissus tels que la moelle osseuse, le thymus, le foie, la rate et 'estomac. Elles sont
retrouvées de fagon abondante dans les granules des neutrophiles et cellules
épithéliales'®. La famille des cathélicidines est représentée chez 'Homme et la souris
par un seul géne, appelé respectivement CAMP (cathelicidin antimicrobial peptide) et
CRAMP (cathelin-related antimicrobial peptide). Ce géne code les deux principales
cathélicidines, les peptides LL-37 et CAMP (cathelin antimicrobial peptide). Le peptide
LL-37, seule cathélicidine existante chez ’'Homme, est généré par clivage de sa
proforme hCAP-18 par la protéinase 3'3'. Au-dela de leurs réles anti-microbien les
cathélicidines ont un pouvoir chimioattractant, induisent et relarguent des médiateurs
inflammatoires comme les chimiokines, et peuvent neutraliser des endotoxines
bactériennes'®. Le peptide LL-37 exprimé indépendamment du microbiote par les
monocytes, les NK, les lymphocytes B et les lymphocytes T y3'% peut ainsi recruter des
monocytes, des macrophages et des lymphocytes T par chimiotactisme. Leur
expression est augmentée par des motifs bactériens tels que le LPS
(lipopolysaccharide) et I'acide lipotéichoique chez les mastocytes'?. Des études ont
démontré que CRAMP est sécrété par les cellules B pancréatiques et que son
expression est régulée en réponse a son inducteur physiologique : le butyrate, au PBA
(phenyl butyric acid) ou a des signaux inflammatoires variés (ll-1b, LPS et ARN double
brin)'33. Le CRAMP stimule la croissance des cellules 3 pancréatiques in vitro via EGFR
(epidermal growth factor receptor) en modulant I'expression des protéines cellulaires

antiapoptotiques. Sur des ilots pancréatiques isolés CRAMP stimule la sécrétion
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d'insuline. Dans des conditions pathologiques, CRAMP atténue les stimuli diabétogénes
déclenchés par des réponses inflammatoires et par la mort des cellules B en modulant
les enzymes inflammatoires et la signalisation des protéines apoptotiques. L'absence
de CRAMP chez la souris provoque une diminution de la sécrétion d'insuline alors que
son administration régule la glycémie chez les souris NOD aprées une hyperglycémie
provoquée. L’expression de CRAMP dans les cellules endocrines pancréatiques est
contrélé par la production d'acides gras a chaines courtes produits par les bactéries
spécifiques de la flore intestinale®. Les acides gras a chaines courtes butyrate et son
dérivé phénylé le PBA (phenyl butyrate acid) induisent la production de cathélicidine
dans les colonocytes, le colon et les cellules épithéliales de l'intestin et du poumon34,
Cette régulation par le butyrate et PBA s'étend aux cellules B pancréatiques™:. La
production de butyrate par les bactéries commensales est inversement associée a
'auto-immunité contre les cellules B pancréatiques et au développement de diabéte de

type 135, ce qui soutien le role anti-inflammatoire du butyrate dans le diabéte de type 1.
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figure 19: Mécanismes associés a CRAMP dans l'immunité. SCFA=short chain fatty acid.
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(Extrait de Jia Sun et al., 2015)”
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c les lectines de type C REG3 et REG3y

Les lectines de type C sont des protéines capables de fixer des sucres de fagon
dépendante du calcium. Ces protéines, comme la PAP (pancreatic-associated protein)
peuvent exercer un réle antimicrobien. La PAP, exprimée par les entérocytes et les
cellules de Paneth chez ’'Homme, posséde un homologue murin mieux décrit, Reg3y
(Regenerating islet-derived protein 3y). Reg3y médie spécifiquement I'élimination des
bactéries Gram positives grace a sa capacité a lier le peptidoglycane3¢ apres avoir été
activé par clivage par la trypsine'®’. La recolonisation bactérienne de souris axéniques
augmente son expressions® alors qu’un traitement antibiotique'®® et la déficience en
MyD88 chez la souris provoquent une réduction de son expression'. Ainsi,
'expression de Reg3y est induite par la flore et en particulier le LPS bactérien's® par
lintermédiaire des TLR (Toll like receptor). La lectine Reg3p, de la méme famille que

Reg3y, pourrait étre induite par TLR2 aprés infection a Yersinia pseudotuberculosis'’.

d Les peptides a activité enzymatique

La déstabilisation des parois bactériennes peut également étre initi€ée par des peptides
a activité enzymatique tels que le lysozyme et la phospholipase A2. Dans lintestin, ces
molécules sont sécrétées de fagcon constitutive par les cellules de Paneth. La
production de lysozyme conduit a la dégradation enzymatique du peptidoglycane,
composant la paroi des bactéries Gram positives. Retrouvée de facon ubiquitaire, la
phospholipase A2 conduit a I'hydrolyse des phospholipides composant les membranes
bactériennes. Une autre enzyme de la famille des ribonucléases exerce une action
antimicrobienne a I'encontre des bactéries Gram positives et Gram négatives,
'angiogénine 4 (Ang-4). Cette protéine est exprimée de facon dépendante du
microbiote par les cellules de Paneth mais son mécanisme d’action reste

indéterminé’2s,

Les peptides antimicrobiens et la composition du microbiote ont montré qu'ils y
avait un lien étroit entre eux. En effet, a I'image des antibiotiques, les peptides

antimicrobiens ont la capacité de tuer certaines bactéries ce qui modifie la composition
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du microbiote. D'autre part la composition du microbiote a un effet indirecte sur
I'expression des peptides antimicrobiens. En les utilisant de fagon directe ou en
modulant leur expression, les peptides antimicrobiens pourraient permettre de
sélectionner les bactéries présentes dans la flore intestinale. L'intérét scientifique
actuellement porté a ces “antibiotiques naturels” est d’autant plus considérable que la
résistance aux “antibiotiques classiques” est de plus en plus importante. Outre son effet
sur la flore intestinale, I'utilisation des peptides antimicrobiens, plus spécifiquement
celle des cathélicidines, refrene la mise en place de l'inflammation au niveau du
pancréas et ainsi, réprime le développement du diabéte auto-immun chez la souris. Un
mécanisme similaire pourrait exister chez 'homme et ouvrir la voie a de nouvelles

perspectives thérapeutiques dans le cadre du traitement du diabéte.

C Transplantation de flore intestinale

Une transplantation fécale consiste a transplanter chez quelqu’un la flore intestinale
d’'une autre personne. En pratique, il ne s’agit pas de se débarrasser de la totalité des
cent mille milliards de bactéries qui peuplent un intestin pour les remplacer par d’autres,
mais juste d’en éliminer un certain nombre par un lavage colique, afin d’apporter une
flore plus appropriée. Ensuite, il faut introduire les bactéries étrangéres ; pour cela, on
utilise tout simplement des selles débarrassées de leurs résidus. Celles-ci peuvent étre
introduits directement dans le rectum a I'aide d’'une seringue, ou alors étre mises dans
une pilule qui sera avalée. En quelques heures, les «nouvelles» bactéries auront
colonisé lintestin. La transplantation de flore posséde un effet limité dans le temps, le

microbiote intestinal revenant a sa composition initiale.

L'efficacité de ce type de traitement a été démontrée dans le traitement d'infection a
Clostridium difficile'*2. En France, I'Autorité Nationale de Sareté du Médicament (ANSM)
a émis en 2014 un document validant I'utilisation de cette pratique a des fins de

recherche médicale.
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D Discussion

Dans cette quatriéme partie, nous avons examiné comment le microbiote intestinal

pouvait étre utilisé a des fins thérapeutiques.

Dans un premier temps, il pourrait étre utilisé comme marqueur prédictif dans le
cadre du diabéte. En effet, grace au progres réalisés ces derniéres années en
métagénomique, un profil génétique bactérien lié au diabéte a pu étre déterminé. Un
séquencage ADN a haut débit des selles associé a des algorithmes puissants pourrait
permettre de diagnostiquer le diabéte, de surveiller son évolution chez les patients
atteints ou d'identifier les personnes présentant un risque de développer la maladie.
D'autres méthodes d'analyses tel que I' « hydrogen breath test » présentent I'avantage
d’étre moins colteuses et plus faciles a réaliser mais demeurent moins précises que

I'analyse métagénomique des selles.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié le microbiote intestinal comme
cible de traitement dans le cadre du diabéte. Des études ont montré I'amélioration du
diabéte chez I'animal suite a I'utilisation de probiotiques et de prébiotiques. Leur
utilisation demeure encore sous exploitée. D'autres études ont montré qu'une
antibiothérapie a court terme améliorait un diabéte chez la souris, mais les bénéfices et
effets indésirables a long terme de cette approche restent a déterminer. Parmi les
autres méthodes étudiées pour modifier la flore intestinale, I'utilisation des peptides
antimicrobiens en particulier celle des cathélicidines semble prometteuse et aurait

montré un effet protecteur contre le diabéte de type1.

Enfin, la transplantation de flore intestinale pourrait représenter une perspective
thérapeutique intéressante. Elle aurait déja démontré son efficacité dans le cadre d'un
traitement d'infection a Clostridium difficile mais ne fait pas encore I'objet de recherche

dans le traitement du diabéte.
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Conclusion

Le diabéte touche de plus en plus de personnes en France et dans le monde. De plus, il
touche une population de plus en plus jeune. Cette maladie est responsable de
nombreuses complications graves. Son impact économique et humain en font un
véritable enjeu de santé publique au niveau mondial.

Pour lutter contre le diabéte, de nombreux moyens sont mis en place (campagne de
prévention, traitements...).

De nouvelles pistes ont été étudiés dont le microbiote intestinal, ce qui a fait I'objet de
cette thése.

Bien que les mécanismes ne soient pas encore totalement établis, on sait désormais
que le microbiote joue un réle indéniable dans le développement et I'évolution du
diabéte en participant de fagon indirecte au processus inflammatoire. Une meilleure
connaissance du microbiote permettrai a I'avenir de mieux appréhender le diabéte.
Des stratégies utilisant la flore intestinale sont dores et déja étudiées dans le but de
prévenir ou de traiter le diabéte. Bien qu'elles ne soient pas encore suffisamment

développées, elles offrent des perspectives de recherches intéressantes pour le futur.
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MICROBIOTE INTESTINAL ET DIABETE

RESUME

Le diabete est une pathologie chronique dont I'incidence ne fait qu'augmenter et qui est

responsable de complications lourdes qui en font un réel probléme de santé publique. Face
a I'émergence de cette maladie, de nouvelles pistes de recherche sont étudiées. Ces
dernieres années, le microbiote intestinal est devenue 1'une des pistes les plus intéressantes
de cette recherche. Grace aux récentes avancées en biologie moléculaire , il est désormais
possible de déterminer quelles sont les bactéries présentes dans notre intestin. Leur
implication ou non dans le diabéte reste cependant a déterminer. L'étude de la flore
intestinale pourrait permettre de déterminer les mécanismes de survenue de la maladie et
pourrait méme représenter une perspective thérapeutique intéressante pour diagnostiquer,

prévenir ou traiter la maladie.
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