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Résumé

Résumé

La physiopathologie du diabéte de type II se caractérise par de séveéres anomalies
métaboliques telles que 1’hyperglycémie et les dyslipidémies contribuant au développement
des maladies cardiovasculaires. Une altération de I’activité¢ de I’AMPK dans les tissus tels que
le muscle squelettique et le foie est associée a ces désordres métaboliques alors que son
activation pharmacologique permet de les rétablir. Toutefois, le complexe hétérotrimérique
afy tissu-spécifique de I’AMPK confére une régulation et des roles distincts qui demeurent
inexplorés dans I’intestin, un organe favorisant pourtant 1’augmentation de 1’absorption des
nutriments en situation de diabéte de type II. La présente ¢tude démontre une prépondérance
du complexe a1p2y1 de I’AMPK dans les cellules intestinales Caco-2 dont 1’un des rdles de la
sous-unité al est de réguler I’ACC, I’enzyme de synthése des acides gras. Contrairement a
I’AMPK exprimée dans le foie, elle ne régule pas ’HMG-CoA Réductase impliquée dans la
synthése du cholestérol. L’activation de ’AMPK mime I’effet de 1’insuline en réduisant
I’absorption intestinale du glucose et des lipides alors que son altération en situation
d’insulino-résistance (e.g : induite par le 4-HHE dans un modele cellulaire Caco-2 ou induite
par la di¢te dans le modele animal Psammomys obesus) favorise 1’absorption du glucose et des
lipides, ce qui exacerberait 1’hyperglycémie et la dyslipidémie postprandiale associées au
diabete de type II. L’AMPK au niveau intestinal constitue donc une cible thérapeutique

potentielle complémentaire pour la prévention et le traitement du diabéte de type I1.

Mots-clés : AMPK, intestin, diabéte de type II, résistance a 1’insuline, 4-hydroxy-héxénal (4-

HHE), lipides, glucose, cellules Caco-2, Psammomys obesus.



Abstract

Abstract

Physiopathology of type II Diabetes is characterized by severe metabolic abnormalities such
as hyperglycemia and dyslipidemia also implicated in development of cardiovascular diseases.
Impaired AMPK activity in tissues such as skeletal muscle and liver is associated with these
metabolic disorders whereas its pharmacologic activation is able to restore such abnormalities.
Nevertheless, tissue-specific heterotrimeric afy AMPK likely confers distinct roles and
regulation that remain unexplored in intestine, an organ promoting enhanced nutrients
absorption in type II diabetes situation. This study demonstrates alp2yl AMPK complex
preponderance in intestinal Caco-2 cells whose al subunit role is to regulate ACC enzyme
responsible of fatty acid synthesis. Unlike in the liver, AMPK doesn’t regulate HMG-CoA
reductase enzyme implicated in cholesterol synthesis. AMPK activation mimics insulin effect
by reducing intestinal glucose and lipids absorption whereas its alteration in insulin-resistance
situation (e.g.: induced by 4-HHE in Caco-2 cell model or in Psammomys obesus animal
model) enhances glucose and lipids absorption which could exacerbate postprandial
hyperglycemia and dyslipidemia associated to type II diabetes. Thus, AMPK at the intestinal

level could be a potential therapeutic target in prevention and treatment of type Il diabetes.

Key words: AMPK, intestine, type II Diabetes, insulin-resistance, 4-hydroxy-hexenal (4-

HHE), lipids, glucose, Caco-2 cells, Psammomys obesus.
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Introduction

INTRODUCTION

Le style de vie sédentaire et I’apport alimentaire excédentaire favorisent la progression
alarmante des maladies métaboliques telles que 1’obésité, le diabete de type II (DT2) et le
syndrome métabolique y compris dans les pays émergeants (Minehira et Tappy, 2002). Le
stress oxydant et l’inflammation semblent étre impliqués dans le développement de la
résistance périphérique a I’insuline conduisant au DT2 (Dandona et al., 2010; Hopps et al.,
2010). Ces maladies s’accompagnent de complications séveres telles que 1’hyperglycémie et
les dyslipidémies, augmentant le risque d’athérosclérose et de maladies cardiovasculaires
(Gami et al., 2007). Pour ces raisons, de nombreuses études ont été menées afin de mieux
cerner les mécanismes responsables de 1’hyperglycémie et des dyslipidémies associées a

I’obésité et au DT2.

La protéine kinase dépendante de I’AMP (AMPK), joue un role de senseur
métabolique en réponse a des influences environnementales nutritionnelles telles que la
nutrition et I’exercice, la plagant ainsi au cceur des recherches sur 1’obésité, le DT2 et le
syndrome métabolique (Andersson et al., 2004). En situation d’activation, I’AMPK réprime
les voies anaboliques consommatrices d’énergie (lipogenése, néoglucogenese, syntheése
protéique) et active les voies cataboliques productrices d’énergie (oxydation des acides gras,
glycolyse, protéolyse) (Foretz et al., 2006). Cette protéine est ubiquitaire mais son role tissu-
spécifique a bien ét¢ montré dans le foie, le muscle et le tissu adipeux (Ruderman et al.,

2003). Cependant, la fonction de I’AMPK dans I’intestin n’a pas encore été explorée.

De nombreux travaux démontrent qu’en situation de résistance a 1’insuline et de DT2,
I’intestin peut significativement contribuer a I’hyperglycémie et aux dyslipidémies, en
augmentant 1’absorption du glucose, la lipogenese et la production de lipoprotéines riches en
triglycérides (Zoltowska et al., 2003). Par ailleurs, le stress oxydatif généré par la

peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés (AGPI) surtout d’origine alimentaire
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semble favoriser le développement de 1’insulino-résistance (Pillon et al., 2012; Shearn et al.,

2011). Cependant les mécanismes demeurent obscurs.

Devant ces problémes interpellants, nous avons voulu poursuivre les travaux en

proposant les hypothéses suivantes :

(1) I’intestin développe une résistance a I’insuline, qui le classe parmi les organes

métaboliques de choix ;

(i)  les produits d’oxydation des AGPI, par leurs effets toxiques, induisent une

résistance a I’insuline intestinale ;

(i)  le déréglement de I’AMPK est a ’origine des désordres énergétiques favorisant
I’absorption intestinale du glucose, 1’activation de la lipogenese et de la
synthese des lipoprotéines intestinales, tout en inhibant les voies cataboliques

(B-oxydation).
Au préalable, il est essentiel de démontrer la présence de I’AMPK au niveau de

I’intestin, tout en caractérisant sa signature hétérotrimérique spécifique et en clarifiant son

role.
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Chapitre 1 — Introduction bibliographique

1. Physiologie intestinale

CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1  PHYSIOLOGIE INTESTINALE

1.1.1 La digestion

Pour assurer les besoins métaboliques et énergétiques de 1’organisme, les aliments
subissent un ensemble de transformations tout au long du tube digestif. Le tube digestif est
composé d’un ensemble d’organes et de glandes agissant simultanément afin de permettre la
digestion et I’absorption des nutriments. Les aliments sont déglutis, mixés, fragmentés puis
absorbés a travers la muqueuse intestinale. Ce processus s’appelle la digestion. 11 débute dans
la zone oro-pharyngée sous 1’action de la mastication et des enzymes salivaires. L’ cesophage
transporte rapidement le bol alimentaire dans I’estomac aprés ouverture du cardia, un
sphincter qui empéche le reflux vers I’cesophage. L’estomac proximal sert principalement de
site de stockage de la nourriture consommeée. Son action mécanique la fait progresser dans
I’estomac distal a laquelle s’ajoute son action enzymatique afin de réduire les particules
alimentaires en une solution appelée le chyme. Les protéines sont dénaturées par le suc
gastrique, des gouttelettes lipidiques se forment et la présence de polysaccharides ne permet
pas a ce stade I’absorption des macromolécules a travers la paroi gastrique. C’est au niveau de

I’intestin gréle que la majorité des nutriments sont absorbés (Levy E, 2000).

1.1.2 Anatomie et physiologie de ’intestin gréle et du c6lon

L’intestin gréle s’étend du sphincter pylorique a la valvule iléo-caecale. 11 mesure
environ 6 métres de long et comprend trois segments successifs : le duodénum, le jéjunum et
I’iléon (Figure 1). Le petit intestin a pour fonction essentielle de compléter la digestion des
aliments et d’absorber les produits de dégradation, ainsi que 1’eau, les électrolytes et les

vitamines.

20



Chapitre 1 — Introduction bibliographique

1. Physiologie intestinale

Le duodénum mesure environ 25 cm et son role physiologique est fondamental. Il
mélange le chyme alimentaire avec les sécrétions biliaires issues du canal cholédoque et avec
les sécrétions pancréatiques issues du canal de Wirsung. Ces sécrétions contiennent des
enzymes qui permettent de neutraliser I’acidité du bol gastrique et qui scindent les constituants
alimentaires en particules absorbables : monosaccharides, acides aminés, dipeptides,
monoglycérides et acides gras libres (Levy E, 2000). Le jéjunum représente environ 40% de la
longueur totale de I’intestin gréle humain. Il est le siége principal de 1’absorption intestinale
des nutriments (Levy E, 2000). Puis I’iléon fait suite au jéjunum pour déboucher sur le gros
intestin au niveau de la valvule iléo-caecale. L’iléon représente une réserve fonctionnelle en
cas de malabsorption jéjunale. En situation normale, a la fin de I’iléon, la majorité des
substances se trouve absorbée (Levy E, 2000). Le c6lon ou le gros intestin s’étend sur environ
1,5 metre. Il est le dernier site de réabsorption de 1’eau et des ions permettant la régulation de
I’hydratation des selles. Le gros intestin est colonisé par des bactéries qui permettent de
fermenter les aliments non digérés. On parle de fermentation bactérienne par la flore
intestinale. Cette action permet la synthése d’acides gras a courtes chaines et de certaines

vitamines telles que les vitamines B12, K, B1 et B2 (Madara JL, 1994).

Estomac:
% 146 heures

Intestin gréke
jéjununme iléum):
a8 heures

Colon:
25 & 30 heures

Rectum:
30 & 120 heures

Figure 1 : Anatomie du tube digestif humain.
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1.1.2.1 Paroi intestinale

L’intestin gréle est recouvert extérieurement par le péritoine, une séreuse caractérisée
par une mince couche de cellules et de tissu conjonctif. Au-dessous se trouve la musculeuse,
une couche musculaire en deux plans, longitudinale et circulaire dont la contraction assure les
mouvements péristaltiques de 1’intestin gréle. Puis, la sous-muqueuse est composée de tissu
conjonctif et renferme des vaisseaux sanguins et lymphatiques, de nombreuses fibres
¢lastiques et un réseau de neurones appelé le plexus sous-muqueux. Enfin, la muqueuse est
recouverte de villosités qui se projettent dans la lumiere. Elles permettent d’augmenter

considérablement la surface d’absorption (Figure 2).

Ce simple épithélium intestinal est en fait un gigantesque filtre de 0,025mm
d’épaisseur dont la surface d’absorption varie entre 250 et 400m?” grice aux nombreux replis
transversaux, les valvules conniventes, qui multiplient par 6 a 10 fois la surface d’absorption
de la muqueuse. Elles sont d’ailleurs plus nombreuses au niveau du duodénum et du jéjunum,
les sites préférentiels de 1’absorption des nutriments. Ces valvules sont elles-mémes tapissées
d’une dizaine de millions de villosités. La villosité intestinale est une invagination de la
muqueuse intestinale du coté luminal, ce qui accroit également la surface d’absorption de 40 a
60 fois. La villosité intestinale est I'unité essentielle de I’absorption. Son quart inférieur est
appelé crypte de Lieberkhiin, qui s’ouvre a la base de celle-ci et qui assure le renouvellement
de I’épithélium. Chaque villosité intestinale contient un vaisseau lymphatique accompagné
d’un réseau sanguin qui se compose d’artérioles subdivisées en capillaires (Figure 2). Ces
capillaires sont ensuite drainés vers les veinules descendantes des villosités (Klippert et al.,
1982). La majeure partie des lipides absorbés pénétre ensuite dans les vaisseaux lymphatiques
alors que les autres nutriments se rendent directement dans les capillaires sanguins (Tang et
Goodenough, 2003). Notons qu’une petite quantit¢ d’acides gras peut Etre directement

absorbée par la voie portale (Mansbach CM et al., 1991).
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Vaisseau lymphatique

Couche musculaire

circulaire

rentérique
Auerbach)

Villosité Réseau capillaire Chylifére

Epithélium

Chorion

Quverture d'une glande intestinale
(crypte de Lieberkihn)

Follicule lymphatique

Musculaire muqueuse

Artériole

Veinule

Profonde

— Muqueuse

L Sous-
muqueuse

- Musculeuse

Figure 2: Coupes des couches de I’intestin gréle montrant des villosités

1.1.2.2 Les cellules intestinales

—+ Séreuse

'
Superficielle

Les villosités intestinales contiennent un ensemble de cellules épithéliales assurant

différentes fonctions sécrétoires, endocrines ou absorbantes (Figure 3). Les entérocytes ont

pour role d’absorber les nutriments. Les cellules caliciformes sécrétent du mucus a la surface

de I’épithélium afin de le protéger contre les agressions des sucs digestifs. Il existe également

de nombreuses cellules endocrines qui sécretent des hormones vers le milieu intérieur. Par

exemple, la sécrétine informe 1’estomac de réduire la production d’acide chlorhydrique

lorsque le liquide gastrique est trop acide. A I’heure actuelle, une vingtaine d’hormones ont

¢été identifiées et permettent une adaptation aux besoins de la digestion mais d’autres restent a

découvrir.
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A la base des villosités, dans les cryptes de Lieberkiihn, on trouve des cellules
indifférenciées et mitotiques, des cellules a mucus, des cellules endocrines et paracrines qui
sont informées de la composition du chyme par des cellules chémosensorielles voisines, et
enfin les cellules de Paneth qui sécrétent des enzymes a activité anti-microbienne (ex:
lysozymes) afin de contribuer a la défense immunitaire. Les cellules épithéliales sont reliées
entre elles par des jonctions serrées et forment une monocouche étanche, réfractaire au
passage des nutriments, des agents infectieux et des différents produits contenus dans la

lumicre intestinale (FARQUHAR et PALADE, 1963).

Villosité

Cellules
différenciées

J

Cellules a
mucus

Crypte
Cellules de /? > Cel!u'les en
Paneth prolifération
(Andreu et al., 2006)

Figure 3 : Organisation des cellules de I’intestin gréle
e Les entérocytes
Les entérocytes sont les cellules les plus nombreuses de 1’épithélium intestinal sans
doute parce qu’elles permettent de transporter les nutriments de la lumicre vers les vaisseaux

sanguins ou la lymphe (Figure 4). Les entérocytes prennent naissance dans les cryptes, puis

migrent vers le sommet de la villosité tout en se différenciant (Figure 3). Les cellules les plus
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anciennes situées au sommet des villosités se desquament et sont remplacées par de nouveau