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Résumé

Le développement rapide des maladies métaboliques a 1’échelle mondiale ne peut étre le seul
fait de mutations génétiques mais plutdt la conséquence coordonnée des traits génétiques et de
changements d’habitudes alimentaires. Pour appréhender 1’impact d’un facteur bactérien
d’origine intestinal (LPS) sur les désordres métaboliques, nous nous sommes basées sur des
modeles animaux in vivo: souris d’espece Mus musculus, 10 souris témoin, 11 souris nourris par
une alimentation hyper lipidique (72%) et 12 souris gavées par les LPS. Pour cela, un suivi
journalier de la glycémie a jeun et du poids corporel et un test d’intolérance au glucose, un
dosage des LPS dans le sang par le test LAL ainsi que des coupes histologiques du tissu adipeux
viscéral et du foie ont été réalisées a la fin de I’expérimentation. Nos résultats ont révélés chez le
lot nourris par un régime hyper lipidique de méme pour le lot LPS : un gain de poids corporel,
une augmentation de la glycémie a jeun ainsi qu’une intolérance au glucose et un développement
d’une endotoxémie métabolique suite a ’augmentation de la concentration plasmatique des LPS
stimulant un processus inflammatoire observé sur les coupes histologiques au niveau du tissu

adipeux viscéral et une stéatose hépatique notamment due a 1’obésité.

Mots clés :

LPS, obésité, maladies métaboliques, intolérance au glucose ; endotoxémie.




Abstract

The rapid development of metabolic diseases on a global scale can’t be the only fact of genetic
mutations but rather the coordinated consequence of genetic traits and changes in dietary habits.
To understand the impact of a bacterial factor of intestinal origin (LPS) on metabolic disorders,
we based on animal models in vivo: mice of Mus musculus species, 10 control mice, 11 mice
were fed with a hyper lipid diet (72%) and 12 mice fed with LPS. For this purpose, daily
monitoring of fasting blood glucose and body weight and a glucose intolerance test, an assay of
the LPS in the blood by the LAL test and histological sections of visceral adipose tissue and liver
were performed at the end of the experiment. Our results revealed in the batch fed a diet hyper
lipid same for the batch LPS: a gain in body weight, an increase in fasting blood glucose as well
as a glucose intolerance and a development of a metabolic endotoxemia following the increase in
the plasma concentration of LPS stimulating an inflammatory process observed on histological

sections in the visceral adipose tissue and a hepatic steatosis especially due to obesity.

Key words:

LPS, metabolic diseases, glucose intolerance, obesity, endotoxémia.
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Introduction

L'apparition d'un régime riche en gras dans les pays occidentaux devient un probléme de la
plus haute importance (Cani et al., 2007). L'obésité est le résultat d'une interaction complexe
entre la génétique et les facteurs de I’environnement principalement les changements dans les
habitudes alimentaires impliqués dans le survenue accrue de maladies métaboliques, telles
que l'obésité et le diabéte, qui sont porteurs du syndrome métabolique (Cani et al ., 2007,
Nathalie et at., 2011). En outre, il a récemment été déterminé que l'obésité et la résistance a
l'insuline sont associ¢es a une inflammation systémique chronique de bas grade (Wellen et
al., 2005). Dans les mode¢les de obésité génétique et induite par l'alimentation, le tissu adipeux
présente une expression et une teneur accrues de cytokines pro-inflammatoires telles que le
facteur de nécrose tumorale (TNF)-o (Hotamisligil ez al., 1993 ; Weisberg et al., 2003),
interleukine (IL) -1 (Hotamisligil e al., 1993 ; Weisberg et al., 2003) et IL-6 (Weisberg et
al., 2003). Cette production de cytokine est alors délétere pour I'action de 1'insuline, comme le
TNFa capable de provoquer l'insuline résistance en augmentant la phosphorylation de la
sérine sur l'insuline substrat récepteur-1 (Hotamisligil et al, 1996), conduisant a son
inactivation ce qui favorisera I'hyper insulinémie et un stockage excessif des lipides dans les
tissus hépatiques et adipeux (Cani et al, 2007).Une hypothése innovante a récemment été
proposée dans laquelle 1'écologie microbienne des humains pourraient étre un facteur
important affectant I'énergie 'homéostasie (Ley et al., 2005 ; Backhed et al., 2007). A cet
¢gard, nous avons cherché pour un facteur d'origine microbien qui déclencherait une obésité,
une insulino-résistance, une endotoxémie métabolique systémique ainsi qu’un état
inflammatoire continu a faible tonalité¢ induit par un régime riche en graisses ou par gavage

directe d” LPS (lipopolysaccharides) chez les souris mus musculus.
Nous avons émis I'hypothese que le LPS est :

1) Continuellement produit dans l'intestin par les de bactéries Gram-négatives (phase
exponentiel).

2) Physiologiquement transloquer dans les capillaires intestinaux par un mécanisme
dépendant de TLR4 (Neal et al., 2006).

3) Transporté de l'intestin vers les tissus cibles par un mécanisme facilité par les

lipoprotéines (LBP)
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4) Provoquant une inflammation a bas bruit au niveau périphérique (tissu adipeux - foie

muscle) ainsi qu’une stéatose hépatique (Vreugdenhil ez al, 2006).
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Chapitre 1 Rappel bibliographique

1. Microbiote intestinal et son role:

I.1. Microbiote intestinal :

Selon la définition d’Isolauri ef al en 2002, le microbiote intestinal normal est une collection
complexe et équilibrée de microorganismes qui habitent le tractus  gastro-intestinal et
remplissant un réle dans la nutrition, la physiologie et le controle du systéme immunitaire de
I’héte. Aprées une colonisation compléte, la microflore intestinale est constituée de divers espéces
microbiennes assurant différentes fonctions pour I’hdte car elle a été estimée au prés de 10 3 —
10" cellules microbiennes représentant 400 a 500 espéces et sous espéces et présente environ 10

fois le nombre total des cellules du corps humain (Moore et al., 1974; Bjorksten et al., 2004).

I.2. Role du microbiote intestinal :

Chez I’adulte, le microbiote est décrit comme étant relativement stable et vit en parfaite
symbiose avec son hote (Zoetendal ef al., 1998). En effet, les bactéries du tractus digestif jouent
des rdles essentiels pour la santé¢ de I’hote et permettent la digestion de composés alimentaires
que I’homme ne peut pas digérer. Ainsi, elle est capable de digérer des carbohydrates végétaux
inutilisables tels quels par ’homme et de synthétiser des vitamines comme 1’acide folique, la
vitamine K et la biotine (O'Hara et Shanahan 2006; Zoetendal er al., 2006). Certaines
bactéries, les Lactobacillus species, présentes dans la flore, sont capables de convertir les
protéines du lait en acide lactique (Gorbach et al., 1990). La flore qui joue un rdle d’inhibition
par compétition sur 1’établissement de bactéries pathogeénes, a également des effets bénéfiques
directs pour I’hote tel que I’éducation du systéme immunitaire, sur le renforcement de la barriére
mucorale, la modulation de la motilité du tractus gastro-intestinal, ’homéostasie et la maturation

intestinale (Abrams et Bishop 1967; Ouwehand et al., 2002; Backhed et al., 2005).

IL. Lipopolysacchrides :

Les endotoxines sont des complexes macromoléculaires toxiques présents de maniere
constitutive dans la membrane externe chez toute bactérie a Gram négatif (grff mirguet et al.,
2000). Les termes « endotoxine » et « lipopolysaccharide » sont souvent indifféremment utilisés
dans la littérature scientifique (Euzeby et al., 2004) .Le terme « endotoxine »désigne une toxine
en majorité polysaccharidique, thermostable et retrouvée dans le filtrat de culture sous forme

encore liée a la cellule au niveau des protéines de la membrane externe ;ce terme avait donc été
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choisi par opposition au premier type de toxine connue « I’exotoxine » de nature protéique,

thermolabile retrouvé libre, détaché de la cellule dans le filtrat de culture (Sow et al., 1996).
L’endotoxine est la forme trouvée usuellement dans la nature, bien que des lipopolysaccharides

puissent se trouver dans 1’eau ou se développent les bactéries a Gram négatif (Grff-Mirguet et

al., 2002).

I1.1. Localisation des endotoxines :

Les lipopolysaccharides (LPS) constituent la couche la plus externe de la membrane externe
des bactéries a Gram négatif (Reeves Peter, 1995). La paroi des bactéries a Gram négatif est
constituée de trois couches (Grff-Mirguet, 2002) :

» Une membrane interne ou cytoplasmique qui sert de barriére osmotique.

» Une membrane intermédiaire, a base de peptidoglycanes, qui maintient
I’intégrité de la structure et la forme caractéristique de la bactérie.

» Une membrane externe contenant les lipopolysaccharides, identifiés dans
toutes les bactéries Gram négatif étudi€es, responsable d’une partie de

I’activité biologique.

slhorage gramole

auter e P “- 1 .
i - 4 capsule
pEriplasmic space L | | ; i Imes
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cytoplasmic limmer)
membramngs T—

peptidogigcan ——

flagelium

£
ribosme lln'
Typical Gram-kNegatiee N
Bacterial Cell MEsDLome

:llrnl‘iu:unnb

pilug

Figure 01: Bactérie a Gram négatif (Colton et Russel, 2003).
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I1.2. Structure des endotoxines :

Les endotoxines sont donc constituées d’un fragment de paroi de bactérie Gram négatif et du
lipopolysaccharide donc les LPS ne sont pas des molécules uniques mais une famille de
composés, chaque genre et chaque espéce de bactéries produit un LPS spécifique, c’est la partie
biologiquement active des endotoxines, ils sont constitués de deux parties :
» Une partie polysaccharidique, fabriquée a partir d’un noyau oligosaccharidique ;
le « core » ou base et d’une chaine O spécifique (Friberger, 1987).
» Une partie phospholipidique ou le lipide A, si¢ge de I’activité pro inflammatoire

(Grff-Mirguet, 2002).

e B T e

B e R A o - '“.'.'..'-..u
Periplasm |7“ e R T N e e B e o o PO T

Figure 02 : Paroi de bactéries a Gram négatif (Colton et Russel,2003).

I1.2.1. Fraction polysaccharidique :
I1.2.1.1. Chaine O spécifique :

Elle s’insere sur le « core » polysaccharidique ou base : cette chaine O spécifique peut avoir
une grande diversité de structure (Friberger, 1987 ; Grff-Mirguetet al., 2002).
Elle est constituée « d’unités d’oligosaccharides » (chainons) qui se répétent, chacune contenant
cing a sept monosaccharides ; et la nature, la séquence, le type de liaison et le groupe de
fonction de substitution des monosaccharides varient avec chaque genre et chaque espece de

bactéries (Euzeby et al., 2004).
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I1.2.1.2. Noyau d’oligosaccharide :
Le noyau d’oligosaccharide est composé de noyau (ou core) interne, attaché au lipide A, en
position 6 du N-acetyl-glucosamine, il contient deux sucres inhabituels : 1’heptose et ’acide
3-desoxy-D-manno-2-octulosonique (KDO) qui est une molécule spécifique des

lipopolysaccharides (Robert et al., 1984).

I1.2.2. Fraction phospholipidique :
I1.2.2.1. Lipide A :

Constitué d’un dimére de N-acetyl-glucosamine phosphorylé comprenant six ou sept acides
gras (le plus souvent six), ils sont saturés, certains sont liés directement au dimere, d’autres le
sont par I'intermédiaire d’une fonction ester. Le lipide A fixe le LPS a la couche externe de la
membrane cellulaire et constitue I'ultime spécificité entre les especes (Austin et al., 1990).

Le lipide A isolé n’existe pas dans la nature, en tant que précurseur du LPS : au niveau de la
membrane cytoplasmique, il se forme un composé précurseur du lipide A, puis les sucres
composant le core viennent s’ajouter de fagon séquentielle pour former I'unité « lipide A — core

oligosaccharide » (Sow et al., 1996).

O-antigen
repeat 40 unds

Core polysaccharide

Disaccharide
O HN O HN . diphosphate

Lipid A
Fatty acids

L i

Figure 03 : Structure chimique de LPS (Colton et Russel, 2003)
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I1.3. LPS, alimentation hyper-lipidique et la barriére intestinale :

Une alimentation riche en lipides semble favoriser I’absorption du LPS a travers la barriére
intestinale (Cani et al., 2007; Erridge et al., 2007). Trés récemment, Ghoshal et al ont
démontré que la formation de chylomicrons promet I’absorption de LPS dans un mod¢le de
cellules épithéliales humaines issues d’un adénocarcinome colorectal (Ghoshal ez al., 2009).
Pour cela, les auteurs ont incubés les cellules avec de I’acide oléique capable d’induire la
formation de chylomicrons (acides gras a chaines longues) ou avec de I’acide butyrique qui
n’induit pas de chylomicrons (acides gras a chaines courtes). Les cellules incubées avec ’acide
oléique ont relargué plus de LPS que celles étant en contact avec I’acide butyrique (Elodie et al.,

2011).

I1.4. Lipoprotéine et LBP (LPS binding protéine) :

Les LPS ne sont pas libres dans la circulation sanguine, ils sont transportés par une
glycoprotéine, la LBP (la LPS binding proteine), ces derniers peuvent transporter les LPS de
facon dépendante du nombre de phospholipides a la surface des lipoprotéines. En condition
physiologique, les lipoprotéines de haute densit¢ (HDL) sont les principaux vecteurs de LPS et
au cours d’inflammation ou d’infection, le taux plasmatique de HDL est diminué alors que les

triglycérides (TG) sont augmentés (Levine et al., 1993).

IL.5. Signalisation:

Une fois que le LPS est fixé a la LBP, cette protéine va permettre le transfert du LPS vers le
récepteur CD14 qui est une glycoprotéine de 53 kDa ancré a la membrane par un
glycosylphosphatidyl inositol (GPI). Ne possédant pas de partie cytoplasmique, le complexe
CD14/LPS est reconnu par la protéine myeloid differentiation protein-2(MD-2) qui est associée
au récepteur TLR4 (Toll like receptor 4), ce dernier posséde un domaine de signalisation
intracellulaire et va, via son activation, recruter différents adaptateurs aboutissant a I’activation
des voies de signalisation NF-kB (Facteur nucléaire de transcription kB) et API(protéine
activatrice 1) (Heumann et Roger, 2002; Rakoff-Nahoum et al., 2004).

Il existe une forme soluble du récepteur CD14 (CD14s) capable de lier le LPS via la LBP et ce
complexe peut se lier sur des cellules n’exprimant pas le CD14 comme les cellules endothéliales

(Heumann et Roger, 2002).
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— TLR4
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- —g- — " inflammatoires

Figure 04 : Signalisation cellulaire du complexe LPS/CD1 (Heuman et Roger, 2002; Rakoff-
Nahoum et al., 2004).

II1. Microbiote intestinal et pathologies associées :

II1.1. Maladies métaboliques:

Selon I’organisation mondiale de santé (OMS) (publiée en 1998 puis amendée en 1999), le
syndrome métabolique regroupe dans sa définition la présence au minimum de trois anomalies
métaboliques associées a 1’obésité abdominale, hypertriglycéridémie, HDL-cholestérol bas,

glycémie a jeun élevée, I’intolérance au glucose ou diabete de type 2 et I’hypertension.

II1.1.1. Obésité et inflammation du tissu adipeux :

L'obésité est reconnue comme maladie chronique depuis 1997 par 'OMS. Cette organisation
définit le surpoids et 1'obésité comme une accumulation anormale ou excessive de graisse
corporelle qui peut nuire a la santé.

Deux groupes de souris axéniques ont été colonisées avec la flore provenant soit de souris
conventionnelles sauvages, soit de souris obeses (ob/ob). Apres 10 jours de colonisation, les
souris colonisées avec la flore de souris (ob/ob) présentaient une augmentation de leur poids

corporel de plus de 40% alors que ’augmentation chez les souris ayant recu la flore issue de

e
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souris sauvages n’était que de 20% (Turnbaugh et al., 2006). La flore des souris obéses semble
donc étre une « super-flore » avec des capacités plus importantes dans la récupération de
I’énergie ingérée. Dans ce sens, le caecum de souris obéses comparé a celui de souris normo
pondérales contient plus d’acides gras a chaines courtes de type acétates et butyrates.

Cette « super-flore » avec un ratio Firmicutes sur Bacteroidetes augmenté, a donc des capacités

d’extraction d’énergie supérieures a celle de la flore normale (Turnbaugh et al., 2006).
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Figure 05 : Colonisation des souris axéniques avec le microbiote de souris minces ou obéses

(Turnbaugh et al., 2006).

L’obésité est également associée a un déréglement de la réponse inflammatoire. En effet, elle se
caractérise par le développement d’une inflammation chronique dite « a bas bruit ».
Durant le développement de I’obésité, le tissu adipeux blanc subit en continu des modifications
morphologiques majeures en réponse a des stimuli et/ou a des altérations de la balance
énergétique. Dans le cas d’un apport énergétique (apport calorique) excessif, le tissu adipeux
blanc subit un réarrangement mettant en jeu un renouvellement de la matrice extracellulaire et
des adipocytes afin d’assurer son expansion et le stockage de 1’énergie. Ce réarrangement est
accompagné d’une modification de la composition cellulaire du tissu, notamment des cellules
immunes, modifiant ’homéostasie énergétique et le statut inflammatoire du tissu adipeux ainsi

que 1’état métabolique général de 1’organisme (résistance a 1’insuline) (Makki et al., 2014).

10
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L’intervention de nombreux facteurs est évoquée, mais il reste difficile d’établir clairement le
ou les événements a I’origine de I’inflammation dans le tissu adipeux. Des travaux récents chez
I’homme et chez I’animal suggérent d’ailleurs que la sécrétion de molécules liées a
I’inflammation par les macrophages puisse jouer un rdle particulieérement déléteére chez I’obese
(Bouloumie et al., 2005 ; Wellen et Hotamisligil, 2003).

L’accroissement de la taille des adipocytes, qui caractérise 1’état obése, altére leur profil de
sécrétion et induit un statut pro-inflammatoire, alors que les signaux impliqués ne sont pas
clairement définis. La répartition caractéristique des macrophages en couronne autour
d’adipocytes présentant des signes de mort cellulaire (Shi ef al., 2006) (figure 06) suggere
I’intervention de facteurs attractants spécifiques. Dans le tissu adipeux, des signaux exogenes
comme les acides gras ou les lipopolysaccharides (LPS) d’origine bactérienne induisent une
réponse inflammatoire en activant le récepteur TLR4 et les voies de signalisation intracellulaires
principalement la voie NFxB (Suganami et al., 2009). Localement, les adipocytes
inflammatoires, dont I’activité lipolytique est élevée, liberent des acides gras qui stimulent la
voie TLR4/NF«B dans les macrophages, contribuant ainsi a une boucle paracrine délétére entre

les deux types cellulaires (Kopp et al., 2010).

Tissu adipeux sous-cutané Tissu adipeux viscéral
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Figure 06 : Aspect microscopique des macrophages dans le tissu d’un sujet obese. Des biopsies
chirurgicales de tissu adipeux sous-cutané et viscéral ont été traitées par un anticorps spécifique des
macrophages. Les fleches pleines indiquent les macrophages disposés en couronne autour d’un adipocyte
; les fleches pointillées indiquent les macrophages disposés a [’intersection des adipocytes dans le

parenchyme (Shi et al., 2006).
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II1.1.2. Obésité, inflammation et insulino-résistance :

L’existence d’un lien entre la flore intestinale et I’obésité est connue depuis plus de 50 ans.
Des travaux montrent qu’un changement de régime alimentaire notamment riche en graisses est
associ¢ a des modifications de la flore intestinale (Cani et al., 2007; Cani et al., 2008 ;
Turnbaugh et al., 2009). Ce lien entre I’adiposité et la flore intestinale apparait également vrai
chez I’homme. En effet, 12 volontaires obeses ont été soumis a un régime hypocalorique
appauvri en lipides ou en glucides puis le séquengage des genes bactériens dans les selles des
sujets a permis de retrouver une forte diminution du rapport Firmicutes/Bacteroidetes quasi
similaire a celui observé chez des sujets sains (Ley et al., 2006). Ainsi, sur la durée de
I’expérience, une augmentation des Bactéroidetes et ce; de facon proportionnelle a la perte de
poids, donc ces données suggerent que le poids corporel dépendant de la nature du régime
alimentaire qui intervient dans la gestion du profil des bactéries intestinales (Ley et al, 2006).
Des auteurs se sont alors attachés a étudier I’effet in vivo de I’endotoxémie métabolique sur la
prise de poids, I’insulino-résistance et I’inflammation de basse intensité (Cani ef al., 2007).

Des souris sauvages ont été équipées de mini pompes osmotiques délivrant du LPS sous-
cutanée en faible quantité pendant 1 mois afin de retrouver les concentrations plasmatiques de
LPS décrites lors d’un régime hyperlipidique contenant 72% de gras.

Les souris perfusées par le LPS ou nourries par un régime gras, montrent une augmentation de la
concentration de glucose et d’insuline dans le sang par rapport a des souris nourries par un
régime standard. De ce fait, La réponse insulinique a une administration orale de glucose est
diminuée dans le groupe des souris nourries par un régime gras par rapport au groupe contrdle,
mais ce n’est pas le cas dans le groupe des souris perfusées par le LPS (Elodie ef al., 2011).

La détermination de I’expression génique des cytokines inflammatoires TNFa (Tumor Necrosing
Factor-a), PAIl(plasminogen activator inhibitor-1), IL-1 (interleukine 1) et IL-6 (interleukine 6)
montre une réponse inflammatoire au niveau du muscle, du foie et du tissu adipeux des souris
perfusées au LPS et nourries par un régime gras, cependant cette inflammation semble étre
dépendante du récepteur CD14 puisque I'injection en intra veineuse de LPS chez des souris
déficientes pour ce récepteur (CD14 KO) ne montre pas d’augmentation des cytokines
inflammatoires dans le tissu adipeux, alors qu’une tres forte augmentation de ces cytokines est
retrouvée chez des souris sauvages, et les souris CD14 KO perfusées par du LPS via une mini-
pompe osmotique ne développent pas d’hyperglycémie, d’hyper insulinémie ni de stockage des

triglycérides au niveau hépatique (Cani et al., 2007).

12



Chapitre 1 Rappel bibliographique

I11.1.3. Stéatose hépatique non alcoolique :

La stéatose non alcoolique est un aspect caractéristique du syndrome métabolique (Musso et
al., 2002). Certaines études suggérent que la flore bactérienne contribue a cette pathologie
hépatique.

En effet, chez des patients atteints exclusivement d’une stéatose hépatique, une augmentation
du taux de LPS circulant a aussi été retrouvée ainsi qu’une plus grande perméabilité intestinale et
une augmentation de 1’expression du récepteur TLR4 au niveau du foie (Farhadi et al., 2008;
Miele et al., 2009).

Ces observations pourraient découler d’une plus forte croissance bactérienne observée au
niveau intestinal chez ces patients (Sabate er al., 2008). Le taux de la protéine LBP est
¢galement augmenté chez ces malades et ceci de fagon corrélée a I’expression hépatique du
TNFa (Ruiz et al., 2007). De plus, des souris déficientes pour le récepteur TLR4 sont protégées
de I'induction de stéatose hépatique induit par un régime déficient en méthionine et choline
(MCD). Ainsi, le role de I’axe LPS-TLR4 semble donc participer dans la mise en place de la
pathologie (Rivera et al., 2007).

II1.2. Autres pathologies :

Le déséquilibre du microbiote intestinal pourrait également étre impliqué dans d’autres
maladies inflammatoires, comme la rectocolite hémorragique (Kassinen et al., 2007), le
syndrome de I’intestin irritable (Kassinen et al., 2007) et aussi dans des maladies auto-immunes
telles que ’allergie (Sjogren et al., 2009), et dans les troubles du spectre autistique (Parracho et
al., 2005). La liste des maladies pour lesquelles on implique le microbiote intestinal s’allonge
pratiquement tous les jours (Burcelinez al., 2013) sans qu’un véritable lien de causalité entre le

déséquilibre du microbiote et ces maladies ne soit réellement démontré (Burcelin et al., 2013).

I11.2.1. Maladies inflammatoires intestinales :

Les maladies inflammatoires telles que la maladie de Crohn (MC) et la colite ulcérante (CU)
sont la conséquence d’une réponse immunitaire aberrante au niveau du tractus intestinal. La
maladie de Crohn est associée a une production excessive d’IL-12, IL-23 et IFN-g (Interferon)
au niveau de I’intestin gréle et aboutissant trés souvent a la formation de granulome (Podolsky e?
al., 2002). La colite ulcérante est associée a une production excessive d’IL-13 affectant dans un

premier temps le colon puis se développant souvent jusqu’au rectum. De nombreuses études
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cliniques, expérimentales et thérapeutiques ont suggéré le role important de la flore dans le
développement des maladies intestinales inflammatoires. Le premier argument en cette faveur
est que la MC et la CU se développent au niveau du colon et de I’iléum distal qui sont les zones
renfermant les plus fortes concentrations en bactéries. Sokol et ses collaborateurs ont mis en
évidence une diminution de la biodiversité dans le microbiote fécal lors de la MC (Seksik et al.,
2006). Ceci s’explique par une forte diminution de la diversité des Firmicutes et en particulier du
groupe Clostridium leptum. De plus une analyse par FISH (hybridation in situ en fluorescence)
combiné a une technique de cytométrie en flux a permis de confirmer une réduction des bactéries
du groupe C. leptum chez des patients atteints de MC comparés a des sujets sains

(Sokol et al., 2006). L utilisation de modeles animaux développant une inflammation intestinale
(induite ou spontanée) a ensuite permis d’établir fortement le lien entre la flore et les maladies
intestinales inflammatoires. En effet des souris axéniques, dépourvues de toute flore, sans aucun
signe d’inflammation ou d’activation immunitaire, ont développé ces pathologies intestinales
apres colonisation par des bactéries entériques spécifiques et dépourvues de pathogeénes (Sokol

et al., 2006).
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Chapitre 11 Materiel et méthodes

I. Matériel :
I.1. Matériel biologique :
I.1.1. Souris :

33 souris d’espece Mus musculus agées de 12 semaines de sexe male (figure 07). Les animaux
ont été logés dans des cages individuelles, nourris ad libitum aux granulés et a I’eau, maintenus
dans des conditions de température 22-23°C, une humidité relative 37% et de photopériode (12h

D/12h L).

Figure 07: Mus musculus (photo originale).

I.1.2. LPS :

Lipopolysaccharides (d'Escherichia coli 055: BS, Sigma, St. Louis, MO) de concentration

500mg/ul dilués dans 100ul de PBS (tampon phosphate salin) conservés au réfrigérateur a -4°C.
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I.1.3.Granulés :

Composés de : protéine 20%, teneur en matieres grasses 4%, cellulose brute 4%, cendres

brutes 7%, calcium 1,1%, phosphore 0,8%.

Figure 08 : Alimentation standard (photo originale).

I.1.4. Alimentation hyper-lipidique : composée de 72% de graisse animal (crépine)

(figure 09).

Figure 09: Alimentation hyper lipidique (photo originale).
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1.1.5. Huile de mais :

Commercialisée, composee : 59,6 % d'acides gras polyinsaturés dont acide linoléique (54 %),
27,4 % d'acides gras mono-insaturés (acide oléique), 12,9 % d'acides gras saturés (3 % sont sous

forme d'acides gras libres, et acide linolénique (1 %)). Cette huile est utilisée pour le gavage des

souris.

I.1.4.Réactif LAL (Lysat d’Amoebocytes de Limule):

Extrait aqueux provenant de limulus amoebocytes qui est prévu pour la détection qualitative

d’endotoxines par la méthode de gele —caillot (figure 10).

I.1.5. Lyophilisat d’endotoxine purifié d’Escherichia coli :

Etalonné en UE (unité endotoxine) par rapport au standard international (figure 10).

Figure 10 : A: réactif LAL ; B : lyophilisat d’endotoxine purifié d 'Escherichia coli (photo

originale).
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1.2. Matériel non biologique :
I.2.1. Appareillage et autres:
» Broyeur : pour le broyage des granulés.
> Pipette graduée et micropipette :(Batch No.18497) pour faire le prélévement
a partir de la suspension des LPS et I’huile de mais.
> Tubes a essais stériles : les tubes de types pyrex sont stérilisés aprés chaque

utilisation a I’étuve a 170°-180°C de 30 minutes a 1 heure (figure 11).

Figure 11 : Stérilisation des tubes (photo originale).

Sonde de gavage pour souris.
Vortex :(cat/Art.No.444-1372 (EU)) .
Cages : pour le maintien des souris.
Barometre et minuterie.
Glucomeétre :(bionime).

PH metre : (e4120500).

Tubes hependorff.

vV W V V Y V V VY

Centrifugeuse : (278280) pour la séparation du plasma a partir du sang .

e
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vV vV V VYV VYV V V V V ¥V VYV V

Tubes heparinés : pour le prélévement du sang lors du sacrifice.
Glaciére.

Balance :(Item ;PA4102).

Bloc incubateur: (5y9620).

Tubes dépyroginés.

Seringues jetables, stériles et dépyrogénées.
Chronomeétre.

Loupes pour dissection.

Boite de dissection.

Microtome :(E6685A).

Lames et lamelles.

Microscope optique :(2A4004Z7).

1.2.2 Produits chimiques :

>

PBS (solution saline tamponnée phosphate PH=7.4):

Dissolution de 2.38g de phosphate di-sodique, 0.19g de phosphate mono-potassique et

8g de chlorure de sodium dans 900ml d’eau, ajustement du PH a 7.4 puis compléter a

1000ml avec le méme solvant.

vV V V V V V V V

Ethanol.

Formol.

Xyléne.

Solvant de paraffine (butanol).
Paraffine.

Eosine et hématoxyline.
Gélatine.

Eukit.
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II. Méthodes :

Apres une phase d’adaptation de 15 jours, les souris ont été reparties en trois lots soumises a
des régimes alimentaires différents durant 45 jours d’expérience:
e Le 1% lot (témoin : N =10) : recevant un régime standard (granulés +eau) avec un gavage
journalier a I’huile de mais en raison de 0,2ml.
o Le 2°™ lot (N =I11) : recevant un régime hyper-lipidique (72% de matiére grasse
d’origine animal et 28%de granules) et 1’eau.
e Le 3°"lot (N=12) : recevant un régime standard avec un gavage journalier par des LPS

(300 ug/ kg/j) dilués dans 0.2 ml d’huile de mais.

I1.1. Prise de glycémie :

Une prise journaliere de glycémie a ¢été effectuée a 7h du matin apres 12h de jeun a I’aide

d’un glucometre (bionime) sur du sang prélevé au niveau de la veine de la queue (figure 12).

Figure 12 : Prise de glycémie (photo originale).
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I1.2. Evolution du poids corporel et prise alimentaire :

Une prise de poids est effectuée chaque matin pour les animaux (figure 13), ainsi la quantité

d’aliment consommeée.

Figure 13 : Prise de poids (photo originale).

I1.3. Préparation de la suspension des LPS :

Une dilution de LPS préalablement conservé dans du PBS, est réalisée dans des conditions
stériles pour obtenir une solution mére d’un volume de 10 ml et de concentration de 2.107°
ug/ul (figure 14). De cette dernicre, un volume adapté au poids de chaque souris du 3éme lot est
prélevé a ’aide d’une micropipette, dilué dans 0.2 ml de I'huile de mais , homogénéisée et

administrée par voie orale matinal a jeun (figure 15).
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Figure 14: Préparation de la suspension des LPS (photo originale).

Figure 15 : Technique de gavage (photo originale).

I1.4. Test d’intolérance au glucose :

Les trois lots de souris mis a jeun pondant 6 heures, ont recu, par gavage, une solution
glucosée de 66% en raison de 3 g / kg de souris, la glycémie a été mesurée sur 04 temps
différents : 30 min avant le gavage puis, 15, 30 et 60 min apres I’administration de la solution

glucosée (Cani, Amar et al., 2007).
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IL.5. Sacrifices et prélévement d’organes :

A la fin de I’expérimentation, les animaux ont été sacrifiés par décapitation. Le sang et les
organes sont récupérés afin de réaliser le test enzymatique et les analyses histologiques prévues

(figure 16).

Figure 16 : Dissection des souris (photo originale).

I1.6. Prélévement du sang :
Le sang est récupéré dans des tubes héparinés, apres une centrifugation de 2500g /min pendant
15 min (figure 17), le plasma est recueilli, conservé a -4°C jusqu'a la réalisation du test

enzymatique (test LAL).

Figure 17 : Centrifugation du sang (photo originale).
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I1.7. Test LAL par méthode de gélification :
I1.7.1. Principe du test LAL:

L’hémolymphe de limule, cet arthropode marin ressemblant a un crabe ayant une forme de fer
de cheval, ou son nom, est de couleur bleue a la présence d’hémocyanine au lieu d’hémoglobine.
Ses cellules son des amoebocytes qui réagissent en présence d’endotoxines bactériennes en

produisant une protéine qui transforme 1’hémolymphe en gel (Young et al., 1972).

Depuis 1970, le sang de limule est utilisé pour produire un réactif, le lysat d’amoebocytes de
limule (LAL), employé pour tester ’absence d’endotoxine dans les produits biologiques. Le
mélange LAL-échantillon est réalis€¢ dans un tube a essai a 37 °C et la gélification se produit

avant 1 heure d’incubation en cas de résultat positif.

I1.7.2. Réalisation du test LAL :

La détermination du LPS dans le plasma des souris a été réalisée par le test LAL selon le

protocole suivant :

I1.7.2.1. Préparation des échantillons:
» Dilution a 1/40 du plasma recueilli dans de 1’eau pour préparation injectable (E.P.P.I).
» Mesure de pH (réaction LAL-endotoxine est optimal a la neutralité).
» Chaque 0.1 ml de la dilution prépar¢ et additionné a 0.1 ml du réactif LAL dans des tubes

stériles étiquetés.

I1.7.2.2. Préparation du témoin négatif :

Mettre dans un tube stérile apyrogene, 0.1ml de lysat et 0.1ml de 1’eau pour préparation

injectable (E.P.P.I).

I1.7.2.3. Préparation du témoin positif :
» Meélange de 0.1ml d’eau de LAL (E.P.P.I) avec 0.1ml de I’endotoxine de controle
(sensibilité de contrdle 2A).
» Incubation des tubes dans un bloc a chauffage étalonné a 37+2°C pondant 60 +2min

en évitant les vibrations (figure 18).
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Figure 18 : Incubation des tubes dans la plaque d’incubation (photo originale).

» La réaction est suivie en fonction du temps en cherchant la formation d’un gel
consistant dans le tube (tableau I).

» La lecture se fait en retournant le tube délicatement une seule fois a 180°C.
+» Sile gel formé tenant au fond du tube, la réaction est positive.

+» Sile gel coule le long de la paroi du tube, la réaction est négative.
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Tableau I : Sensibilité¢ du LAL a I’endotoxine d’Escherichia coli (Société francaise des

sciences et techniques pharmaceutique)

Temps de gélification (min)
Concentration en endotoxines (ng/ml)
5 500
5-6 50
9 5
14-15 5.107
18 5.107
31 5.107
34 5.10*
60 5.107°
Gel visqueux 5.10°
Gel visqueux 5.107
1h30 Témoin négatif

I1.8. Etude histologique :
Afin d’étudier I’aspect histologique du foie et du tissu adipeux des trois lots, des coupes
histologiques ont été réalisées apres dissection au niveau du laboratoire de la faculté

(Figure 16). Les différentes étapes sont présentées comme suite (Tableau II) :

» Fixation par immersion dans du formol a 10%.

» Déshydratation des picces de foies et des tissus adipeux dans des bains successifs
d’alcool a concentration croissantes.

» Imprégnation dans du butanol puis dans la paraffine.

» Confection des blocs de paraffine puis les conserver a +4°C pendant 24heures.

» Réalisation des coupes histologique d’une épaisseur de 7um a 1’aide du microtome.

» Etalement des fragments histologiques sur des lames gélatinées (0,4%) (annexe 01).

» Déparaftinage par le xyléne et réhydratation puis lavage dans I’eau distillée.

» Coloration a Hématoxyline et Eosine (HE).

e
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» Apres coloration, les coupes ont été déshydratées dans des bains d’alcool croissants puis

montées entre lame et lamelle a ’aide de I’Eukit.

» Les coupes ont été observées au microscope optique et la prise des photos a été réalisée a

I’aide du «mCAM)» digital microscope eye-piece.

Tableau II : Tableau récapitulatif des différentes étapes des techniques histologiques.

Etapes Produits Nombre de Temps Température
bains
Fixation Formol 1 bain / Ambiante
Alcool a degré
croissant
70° 2 bains 10 min/bain Ambiante
Déshydratation 90° 2 bains 10 min/bain
100° 3 bains 15 min/bain
Butanol 1 bain 24H Ambiante
Imprégnation
Paraffine pure 2bains 2H/bain Etuve a 60°C
Confection / /
des blocs (barres de Paraffine pure Ambiante
Leukart)
Coupes et ¢étalement (avec de 1’eau gélatinée a 0,4%)
Déparaffinage Xylene 1bain 30min Ambiante
Réhydratation Alcool décroissant:
100° 1 bain 2 min
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95° 1 bain 2min Ambiante
70° 1 bain 2min
Eau distillée 1 bain 2min
Coloration Hématoxyline 1 bain 4min
Eau distillée 1 bain 2min
Ambiante
Eosine 1 bain 2min
Eau distillée 1bain 2min

Alcool a degré croissant

Déshydratation
70° 1 bain Quelques Ambiante
90° 1 bain secondes
100° 1 bain

Montage entre lame/lamelle a 1’aide de 1’eukitt
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III-Analyse statistique :
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne (SEM).
La signification statistique des moyennes entre les deux groupes expérimentaux est évaluée
par le test « ¢ » de Fisher- Student a un seuil de 0,05.
La différence entre deux moyennes comparées est statistiquement significative si la
probabilité « p », lu en fonction du nombre de degrés de liberté¢ (ddl = nl+n 2 — 2) est égale
ou inferieure a 5%

» Sip>0.05: la différance est non significative par rapport au lot témoin (NS).

» SiP < 0.05: la différence est significative par rapport au lot témoin (*).

» Si<0.01 : la différance est trés significative par rapport au lot témoin (**).

» Si<0.001 : la déférence est hautement significative par rapport au lot témoin (***).
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I. Résultats :
I.1 Phase d’adaptation : (annexe 02).

I.2.Evolution pondérale et prise alimentaire :

1.2.1. Evolution pondérale :
Au début de I'expérimentation (JO), le poids corporel moyen des souris du lot témoin, lot soumis
aun régime hyper lipidique et le lot gavé par les LPS était de:27.8 +£0.29 g,27.83 £0.28 g et
27.5+0.86¢ respectivement.
Au bout de la 4°™°semaine, une augmentation du poids corporel de 21% a été observée chez les
souris gavees par les LPS atteignant un poids de 33.90 £0.71g a (J30) de méme pour les souris
nourris par ’alimentation hyper lipidique qui enregistrent une augmentation de 12% a (j30)
puis 23,45% a(J45). Par contre, chez lot témoin, le poids corporel été relativement constant.
Ces variations sont hautement significatives (p< 0,001) a (J30) pour le lot LPS et a (J45) pour le
lot du régime gras (figure 19).
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Figure 19 : Evolution du poids corporel; A : moyenne journaliere. B : moyenne par semaine. C:

la moyenne de poids des 3 lots, A représente I’augmentation du poids corporel durant 30 jours.
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Une augmentation du poids corporel des souris du lot LPS et du lot sous alimentation hyper lipidique a
la fin de l’expérience, contrairement aux souris témoins ou [’évolution du poids corporel reste
relativement stable (Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM).Les deux lots LPS et hyper lipidique

sont comparés au témoin.

1.2.2. Evolution de I’alimentation consommée :(annexe 02).

1.3. Evolution de la glycémie :

Au premier jour de ’expérience, la glycémie des souris du lot témoin, lot LPS et du lot nourris
par le régime hyper lipidique était de: 0.96 +0.0257g/l, 0.93 +0.046g/1 et 0.95+0.061g/1
respectivement.

A partir de la 2¢me semaine, une augmentation de glycémie par rapport au témoin a été observée,
la glycémie des souris gavées par les LPS a augmenté de 41% enregistrant 1.32 £0.05 g/l a (J30),
conformément au souris nourries par I’alimentation hyper lipidique ou une ¢€lévation de 46% a
(J30) puis 65% a (J45) est observée en enregistrant 1.39 +£0.11g/l et 1.57 +0.067 g/l
respectivement. Ces variations sont trés significatives (p< 0,001) a (J30) pour le lot LPS et

hautement significatives a (J45) pour le lot du régime gras (figure20).
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Figure 20: Evolution De la glycémie a jeun des souris des trois lots ;A : moyenne journaliére,

B : moyenne par semaine.
Une augmentation de la glycémie des souris du lot LPS et du lot nourris avec alimentation hyper
lipidique contrairement a celle des souris témoins relativement dans les normes jusqu’a la fin de
[’expérience (Les valeurs sont exprimées en moyenne = ESM).Les deux lots LPS et hyper lipidique

sont comparés au témoin.

I1.4 Test d’intolérance au glucose :
Aprées 15 min d’administration de la solution glucosée, la glycémie a jeun du lot gavé par LPS
et celui nourris par alimentation hyper lipidique était élevée par rapport au témoin.
Cette ¢lévation de la glycémie continue a augmenter chez deux lots : lot gavé par les LPS et
lot du régime hyper lipidique, contrairement au lot témoin ou la glycémie est redevenue
normale apres 1h de temps.

Les variationsdes résultats sont hautement significatives (p<0.001)(figure 21).

37



Chapitre 111 Reésultats et discussion

4.00 .

T 3.00 { {

S~

9 50 [

L

S 2.0 - Lo ] {

O 1.50 {

>

© 1.00 { {
| |
0.00

a jeun aprés 15 min  apres 30 min apres 1 h
TEMPS (MIN)

lot temoin ®lot LPS = lot HL

Figure 21 : Evolution de la glycémie a jeun, apres 15-30-60min de gavage par solution
glucosée des souris des trois lots.
Une augmentation de la glycémie de souris du lot LPS et du lot nourris avec alimentation hyper
lipidique durant les 04 temps alors que les souris témoin enregistrent une augmentation de la
glycémie apres 15 min d’administration de la solution glucosée puis une baisse graduellement apres
30 et 60 min (les valeurs sont exprimées en moyenne + ESM). Les deux lots LPS et hyper lipidique

sont comparés au témoin.

I1.5.Test LAL :

Par le faite de la concentration faible d’endotoxine (<5. 107 ng/ml) chez le témoin il n’a pas
¢été possible de mettre en évidence la formation du gel au fond du tube contrairement au lot du
régime hyper lipidique ou une grande concentration d’endotoxine a été détectée
(409.182+60.923 ng/ml) qui apparut sous forme de gel consistant au fond du tube (figure 22),
de méme, chez le lot LPS ou la quantité d’endotoxines trouvée était maximale (454.591 +

47.625ng/ml) (figure23).
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Figure 22:Résultat du procédé gel-caillot; A : gel ferme qui se maintien a 180°, B : absence

de gel, masse visqueuse qui ne tient lorsque le tube est inversé.

800

600

400

200

-200

endotoxine (ng/ml)

)
* %%

H endotoxine (ng/ml)

|

tenioin

LPS HL

Figure 23 : Quantité d’endotoxine détectée lors du test LAL pour les trois lots (Les valeurs

sont exprimées en moyenne = ESM).Les deux lots LPS et hyper lipidique sont comparés au témoin.
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I1.6.Aspect histologique :

I1.6.1.Aspect histologique du tissu adipeux viscéral :
L’examen au microscope photonique, des coupes histologiques colorées a I’hématoxyline et a
I’éosine du tissu adipeux viscéral, nous a permis d’observer chez le lot témoin un tissu
organis¢ en lobules séparés par des cloisons de tissu conjonctif lache. Ces lobules sont
constitués principalement par des adipocytes séparées par une mince couche de matrice
extracellulaire comprenant un squelette de fibres, notamment des fibres de collagene et de
nombreux vaisseaux alors que chez les deux lots (LPS et Hl) une modification cellulaire a été
constatée, une infiltration des cellules inflammatoires qui se disposent en couronne autour des
adipocytes. Notons que I’étude histologique a été réalisée sur les échantillons prélevés a la fin

de I’expérimentation : (j30) pour le lot LPS et (j45) pour le lot du régime hyper lipidique

(figure 24).
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A
Lot témoin Lot LPS Lot hyper lipidique

Lot témoin Lot LPS Lot hyper lipidique

Figure 24 : Observation microscopique d’une inflammation a bas bruit du tissu adipeux
viscéral chez les souris Mus musculus. A: AGx10; B:AGX40.Les fleches blanches représentent
Uinfiltration des cellules inflammatoires, la fleche jaune représente [’adipocyte, la fleche orange
représente les cloisons adipocytaires. A noter que les coupes ont été réalisés apreés (30jrs)

d’expérience pour le lot LPS et (45jrs)pour le lot hyper lipidique.
e
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I1.6.2.Aspect histologique du foie:

Les coupes histologiques du foie observées au microscope optique et colorées par
I’hématoxyline et I’éosine ont révélé chez le lot témoin un espace porte et une veinule
hépatique terminale (veine centro-lobulaire) entourées de cellules hépatocytaires polyédriques
avec un cytoplasme trés abondant fortement éosinophile, alors que chez le lot LPS, une
stéatose hépatique métabolique de type micro-vésiculaire a été observée conformément chez
le lot du régime gras, ou une macro-stéatose a €té constatée.

Cette stéatose se caractérise par un cytoplasme hépatocytaire contenant une vésicule optique
vide qui refoule le noyau en périphérie. Notons que I’é¢tude histologique a été réalisée sur les
échantillons prélevés a la fin de I’expérimentation : (j30) pour le lot LPS et (j45) pour le lot

du régime hyper lipidique (figure25).
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Lot témoin Lot LPS Lot hyper lipidique

Figure 25 : Observation au microscope optique d’une stéatose métabolique chez les souris
Mus musculus. A: AG*x04; B:AGX10. Les fleches blanches représentent des gouttelettes lipidiques
(triglycérides) au niveau des hépatocytes. La fleche jaune représente [’espace porte au niveau du
lobule. La fléeche bleue représente la veine centro-lobulaire, la fleche orange représente [’hépatocyte.
A noter que les coupes ont été réalisés apres (30jrs) d’expérience pour le lot LPS et (45jrs) pour le lot

hyper lipidique.

A
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II. Discussion :

Dans le but de comprendre I’effet de la flore intestinal sur le métabolisme, nous avons soumis
nos souris de I’espéce Mus musculus aux régimes alimentaires différents: le premier lot
alimenté par un régime riche en matiere grasse, le deuxieme témoin avec un régime standard
et le 3¢me recevant un gavage par les LPS.

L’étude a été portée sur I’évolution du poids corporel, la glycémie, la recherche d’endotoxines

dans le sang et I’analyse histologique du foie ainsi que le tissu adipeux viscéral.

I1.1. Poids corporel :
A la fin de I’ experimentation, nos resultats ont revél¢ une augmentation hautement
significative du poids corporel des souris sous régime hyper-lipidique d’environ 24.16%,ainsi
pour les souris ayant recu des LPS par gavage d’environ 21.8% par rapport au poids de souris

témoins.

Plusieurs travaux ont montré que I’alimentation a long terme des rats et de souris avec un
régime riche en graisses (60% de graisse pour les rats et 35% pour les souris) a augmenté
significativement le poids corporel par rapport au controle aprés 4 semaines (Sutherland et

al., 2008).

Par ailleur une étude a montré chez les rats males Wistar nourris avec une alimentation hyper
lipidique a base de saindoux (graisse animal), que I’augmentation du poids final de ce groupe
a été de 14% ce qui est significativement plus élevé par rapport au groupe contrdle (Buettner

et al., 2006).

En outre, de nombreux travaux réalisés sur des rats males Sprague-Dawley nourris avec un
régime hyper lipidique et hyper calorique entrainait une augmentation significative du poids
corporel des animaux en condition d'obésité contre les animaux en condition normale

(Backhed et al., 2007).

Cependant, les travaux de Milagro et al (2006) ont indiqué qu’un régime hyper lipidique chez
le rat Wistar induit une augmentation de la prise alimentaire et du poids corporel avec une

accumulation des lipides dans le tissu adipeux.
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Ainsi, Un régime riche en graisses de seize semaines des gerbilles Psammomys obesus a
entrainé un gain significatif du poids corporel et une hyperlipidémie par rapport au témoin
(Sahraoui et al., 2016). Un autre genre de gerbilles, Meriones unguiculatus, nourris avec un
régime riche en graisses et en sucres simples, ont développé une obésité dont I’augmentation
de poids était hautement significative par rapport aux animaux contrdles sous régime standard

(Ventura et al., 2017).

Des troubles métaboliques chez des souris CD-1 femelles non consanguines, nourries avec
une régime alimentaire hyper lipidique (60% de lipide) pendant 10 semaines, dont ces
dernieres ont gagné graduellement plus de masse grasse et présentent par conséquent un gain

de poids corporel significatif accéléré (Gao et al., 2015).

Des auteurs ont établi que la cause principale de 1’obésité est un exces d’apport calorique
associ¢ a une diminution des dépenses physiques (Daubresse et al., 2005 ; Pasquet et al.,
2007 ; Deruelle, 2011). Cependant, I’augmentation de I’apport calorique ne semble pas étre le
seul facteur important dans la gen¢se de 1’obésité. Récemment, certaines études ont montré
I’importance de la flore intestinale dans la régulation du métabolisme énergétique (Spencer et
al., 2011 ; Frazier et al., 2011). Lorsque 1’équilibre de la flore intestinale est perturbé, le
métabolisme énergétique est également modifi€¢ en conséquence (Backhed et al., 2004), par la
facult¢ du microbiome intestinal d’induire le stockage des triglycérides circulants dans les
adipocytes en supprimant I’expression intestinale d’un inhibiteur de la lipoprotéine lipase : le

FIAF (fasting-induced adipocyte factor)(Béackhed et al., 2004).

Ainsi la diffusion continue des LPS mime les effets du régime hyper-lipidique et provoque
une augmentation du poids corporel et une dérégulation des parametres métaboliques et

inflammatoires (Cabou et al., 2007).

L’obésité induite par I’alimentation hyper lipidique serait due a un microbiote intestinal
particulier révélé par le pyrosequengage caractérisé par l'abondance relative de Firmicutes en
condition d'obésité par rapport a celle de la normale, tandis que l'abondance relative de
Bacteroidetes est diminuée substantiellement (Esteve et al., 2011 ; Turnbaugh et al., 2006).
De ce fait, 'implantation de la flore I'intestinale des souris obéses a des souris normales sans

germes induit une augmentation du poids allant de 10% a 20% de différence entre les souris
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maigres et les souris obéses ce qui confirme les propriétés défavorables de cette flore

(Turnbaughet ef al., 2008 ; Ridaura et al., 2013).

Une autre étude a rapporté que 1’alimentation hyper calorique chez des souris conduit a une
augmentation de LPS (Amar et al, 2008). Leur augmentation est 2 a 3 fois plus dans le
contenu de I’intestin et le sang des souris (Cani ef al., 2007 ; Membrez et al., 2008) et des
humains (Burcelin et al., 2008) nourris par un régime hyper lipidique. Cela est en accord
avec nos résultats et les résultats de plusieurs travaux comme 1’étude de Cani et al en 2007
portée sur les souris d’espece Mus musculus, qui a montré que la perfusion sous-cutanée
chronique des LPS pendant 4 semaines, a augmenté le poids corporel dans la méme mesure
qu'un régime alimentaire riche en graisses.Cette augmentation de poids peut Etre aussi
expliquée par d’autres rapports de la littérature qui montrent qu’apreés un repas hyper
lipidique, les leucocytes circulants expriment la forme activée du facteur nucléaire de
transcription kB (NFxB) qui stimule plusieurs marqueurs de I’activation leucocytaire. L’IL-8
(interleukine 8) et le nombre de polynucléaires neutrophiles augmentent apreés un repas gras
(Van et al., 2004 ; Van et al., 2006); de méme, des marqueurs de I’activation des cellules
endothéliales ICAM (InterCellular Adhesion Molecule), VCAM (Vascular Cell Adhesion
Molecule) et le TNFa (Tumor Necrosing Factor-a : cytokine pro-inflammatoire) augmentent
apres un repas gras (Nappo et al., 2002). Or le LPS augmente apres un repas hyper-lipidique
et interagit avec les récepteurs CD14 (le complexe CD14/TLR4 présent a la surface des
cellules immunitaires et des monocytes) qui stimulent la production de cytokines au niveau de
plusieurs tissus et types cellulaires impliqués dans 1’athérosclérose et I’obésité (Nappo et al.,

2002).
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I1.2. Glycémie :

Nos résultats ont montré une augmentation trés significative de la glycémie a jeun d’environ
53.9% pour les souris sous régime hyper-lipidique et 40% pour les souris recevant des LPS
par gavage par rapport aux souris controles qui ont gardé un taux de glycémie normale tout au

long de I’expérimentation.

Les résultats du test d’intolérance au glucose a expliqué I’hyper glycémie observée chez les
souris expérimentales dont la glycémie est restée élevée méme apres 1h pour les 2 lots (HI et

LPS), contrairement aux souris contrdles qui ont montré une bonne tolérance au glucose.

Cette intolérance au glucose peut étre expliquée par une résistance a I’insuline.
Les méme résultats ont été décrit par Cani et al en 2007, dont la concentration en glucose
était plus élevée chez les souris nourries avec un régime riche en graisses par rapport aux LPS

et aux souris témoins durant une période d’un mois.

Une autres ¢étude a été réalisée sur les rats Wistar nourris par différant type de gras (huile
d’olive, huile de coco) durant un mois a montré que la glycémie a jeun été modérément
¢levée (12 a 6%); et une légere augmentation est observée chez les rats nourris par le
saindoux que statistiquement n'était pas significative (Buettner et al., 2006).

Ainsi plusieurs études portées sur les rats de différentes espéces soumis a des régimes riches
en graisses avec différentes concentrations et pendant différentes périodes, ont rapporté le
développement d’une résistance a I’insuline tel que 1’étude de Lekic ef al (2010); Rico et al
(2010) ; Wu et al (2007) ; Pussinen ef al (2011) ; Sutherland ef al (2008) ; Sahraoui et al
(2016).

Par ailleurs, 1’étude d’El Aoufi et al (2007), congue pour déterminer si un régime
hypercalorique induit le diabéte de type II chez le rat de sable Psammomys obesus, a
démontré que 40% des animaux développent un diabete de type II dans une durée de 3 mois.
Aussi, les gerbilles Meriones unguiculatus ont montré une augmentation significative du taux
de glucose, suite a une consommation d’un régime hyper lipidique pendant 11 semaines

(Ventura et al., 2017).

47


https://peerj.com/articles/2967/author-1

Chapitre 111 Reésultats et discussion

Notamment, l'inflammation chronique adipeuse et les dépdts lipidiques dans le foie et les
graisses brunes, chez les souris nourries avec un régime hype rlipidique pendant 10 semaines,
était accompagnée d'une intolérance au glucose et d'une résistance a l'insuline

(Gao et al., 2015).Cela peut étre du au faite que 1’insulino-résistance et 1’obésité, associés au
facteur de risque que représente le régime gras, sont caractérisés par une inflammation
intestinale dite métabolique de basse intensité due aux composantes moléculaires, issues du
microbiote appelés LPS produits lors du déséquilibre de la flore intestinal (augmentation des
bactéries Gram-) et notamment due aux molécules acides gras a courtes chaines considérés
comme des signaux de I’inflammation (Bouloumie ez al., 2008 ; Bouloumie ez al., 2005). La
voie NF-kB et JNK (kinases c-Jun N-terminal) qui est activée par les molécules LPS et les
acides gras a courte chaine connues pour interférer avec la voie de I’insuline (Hirosumi et al.,
2002 ; Aguirre et al.,2002). Ces voies contribuent a I’augmentation de la sécrétion des
cytokines inflammatoires et donc a I’accumulation des cellules immunes inflammatoires au
sein du tissu adipeux. De ce fait, un foyer inflammatoire se développe au sein de ce tissu
défini par une inflammation locale qui s’é¢tend au niveau systémique provoquant ainsi

I’installation progressive d’une résistance a I’insuline dans 1’organisme (Aguirre et al., 2002).

I1.3. Dosage des endotoxines dans le sang :
Nous avons détecté, par le test LAL, la présence d’une moyenne de 409,182ng/ml et de
454,591ng/ml de LPS dans le plasma des souris nourries par le régime riche en graisses et
les souris gavées par les LPS respectivement, ce qui représente une différence hautement
significative par rapport aux souris controles avec une concentration de LPS< 5.10”ng/ml.
Par conséquent, cette augmentation de la concentration plasmatique de LPS induite par le
régime alimentaire riche en matiére grasse et le gavage par LPS, est peut étre définie en tant

qu'endotoxémie métabolique a I’origine du syndrome métabolique.

Des ¢études réalisées chez I’homme montrent qu’une alimentation réguliére riche en matieres
lipidiques augmente 1’endotoxémie chez I’'Homme (Erridge et al., 2007, Pendyala et

al., 2012). Tel que I’étude portée sur 54 individus recevant un repas riche en graisse (75 g de
matieres grasses, 5 g de glucides, 6 g de protéines) apres une nuit de jeine, qui a montré une
augmentation significative du taux d'endotoxines chez les sujets diabétiques de type 2, IGT
(Impaired Glucose Tolerance) et obéses au cours de la période de 4h apres le repas (Alison ef

al., 2012).
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Notamment, 1’étude de Cani ef al (2007) est la premicre suggérant qu’un facteur issu de la
flore bactérienne pourrait étre responsable de la prise de poids, de I’inflammation de basse
intensité et du développement de 1’insulino-résistance. Il a donc été suggéré que le LPS puisse
étre le facteur moléculaire initiateur de ces phénomenes. Dans un premier temps Cani et al
ont mis en évidence la relation étroite existant entre un régime hyper lipidique et le taux
plasmatique de LPS. Pour cela I’endotoxémie plasmatique a été observée chez des souris
nourries par un régime hyper lipidique pendant 4 semaines. Alors que le taux de LPS au cours
d’une journée atteint son maximum a I’état nourri pour diminuer a la fi de la journée.
Dernierement, il a ét¢ démontré que des modifications du microbiote intestinal associées a
I’obésité (soit induite par une alimentation riche en gras, soit génétique ob/ob) pouvaient
induire une altération de la barriere intestinale et donc augmenter la perméabilité de 1’ intestin.
Des études ont montré que lors de ’obésité, une altération de la barriére intestinale observée
serait responsable du développement de 1’endotoxémie métabolique. Ce dysfonctionnement
au niveau de la barriere intestinale est associ¢ a une augmentation de la perméabilité du tissu
intestinal chez les souris obeses, laissant ainsi la translocation des molécules pathogenes
(LPS) (Brun et al, 2007 ; Cani et al, 2008). Ce qui contribue a une augmentation de
I’absorption des LPS trouvés dans le sang lors du test LAL induisant une réponse
inflammatoire localisée dans le tissu adipeux et le foie (Guha et al., 2001 ; Gioannini et al.,

2007).

I1.4. Coupe histologique :

I1.4.1. Tissu adipeux viscéral :
Les coupes histologiques démontrent une inflammation a bas grade chez les souris des deux

lots (LPS et régime hyper-lipidique) ce qui n’est pas le cas pour le lot témoin.

Une étude rapporte que I’alimentation hyper lipidique de 10 semaines des souris, a provoqué
un gain de poids corporel accéléré, associé a une hypertrophie des adipocytes et a une
expression régulée des chimiokines inflammatoires adipeuses et des cytokines telles que

Mcp-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1). Tnf-a, ce qui témoigne le développement
d’une inflammation au niveau du tissu adipeux (Gao et al., 2015).Cela est peut étre du au
changement de la flore intestinale induit par alimentation hyper lipidique aboutit a la
production de nouveaux facteurs bactériens : les lipopolysaccharides (LPS). Ces derniers

endogénes ou méme exogenes (cas de gavage par LPS) interagissent avec le systéme

R
49


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25768847

Chapitre 111 Reésultats et discussion

immunitaire et conduisent a une modification de la composition en cellules immunes en
formant des micro-environnements inflammatoires responsables d’une inflammation dites
métabolique de basse intensité (Bouloumie ez al., 2008 ;Bouloumieet et al., 2007).

Par la suite, les cellules immunes anti-inflammatoires quittent le tissu adipeux et les cellules
inflammatoires de type macrophagique et lymphocytaire sont recrutées d’une manicre
séquentielle en sécrétant des facteurs inflammatoires comme le TNFa, I’'IL-6 (interleukine 6)
et 'IL-1B (interleukine 1B)(Bouloumie ez al, 2008 ;Bouloumie et al., 2007).Ces dernicres
inhibent le récepteur a I’insuline en activant des phosphatases, ce qui induit progressivement a
un état d’insulino-résistance et une intolérance au glucose (Hotamisligil, 2006 ; Shoelsoner

al., 2006).

Dans des conditions physiologiques, les macrophages « résidents » du tissu adipeux (5 a 10
%) jouent un role essentiel dans I’homéostasie de ce tissu en 1’éliminant des molécules
étrangeres (Stout et al., 2000). Au cours de I’obésité induite par I’alimentation, le nombre de
macrophages peut atteindre 60 % des cellules du tissu adipeux (Weisberg et al., 2003). En
réponse a divers stimuli immunitaires et/ou inflammatoires, 1’augmentation du nombre et de
I’activité des macrophages est liée principalement a trois mécanismes distincts : le
recrutement de monocytes, leur infiltration et la survie des macrophages différenciés. Chez
I’Homme ou la souris obéses, la chemokine MCP-1, produite par les adipocytes, augmente le
recrutement, 1’adhérence et la migration de monocytes dans le tissu adipeux, d’autres
chemokines ou facteurs de croissance, dont la production est augmentée chez les sujets
obeses, et assurent ensuite la survie des macrophages différenciés. C’est le cas du facteur de
croissance VEGF (Vacular Endothelial Growth Factor) ou des « chemokines » MIF
(Macrophage Inhibitory Factor) et M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor)

(Curat et al., 2004).

Les résultats de notre étude sont similaires a ceux obtenir par Chung et al (2006), I’étude qui
a été basée sur la culture des adipocytes de 'Homme nouvellement différenciés et initialement
fractionnés apres stimulation par LPS et la mesure par la suite de I'expression de marqueurs
de pré-adipocytes (par ex. Pref-1 et AEBP-1) et des adipocytes (par exemple APM-1 et
PPAR) et des cytokines inflammatoires, a montré que les pré-adipocytes et les adipocytes ont
une grande réponse inflammatoire aux LPS (plus grandes chez les pré-adipocytes).

Et sont associés probablement a la suppression de l'activité PPAR (peroxisome proliferato

ractivated receptor) et la suppression de l'expression du geéne de I'adiponectine par LPS, qui
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est exclusivement sécrété par les adipocytes et positivement associé a la sensibilité a l'insuline
(Ajuwon et al., 2005). Ces données soulignent l'importance des pré-adipocytes dans la
médiation de la résistance a l'insuline (Chung et al., 2006). Les mémes résultats sont obtenus
par Harkins et al (2004).

L’accumulation de graisse viscérale augmente la libération d’AGCC (acide gras a court
chaine) dans la veine porte et diminue la production d’adiponectine induisant une diminution
de la sensibilit¢ a I’insuline (Youssef, 2009).A I’inverse, la graisse sous- cutanée est
métaboliquement moins active que la graisse viscérale en raison de sa plus faible densité¢ en
récepteursP-adrénergiques et sa plus forte densité enrécepteurs a- adrénergiques (Carlson et
al., 1969). Malgré¢ la structure moins active du tissu adipeux sous cutané, 1’é¢tude d’Elodie e?
al en 2011 a montré son role dans le développement de I'inflammation chez les souris de
I’espece Mus musculus, dont des coussinets adipeux provenant de souris dépourvues de CD14
ou de souris de type sauvage ont été greffés a des souris dépourvues de CD14. Les animaux
ont ensuite été perfusés pendant un mois avec un faible taux de LPS ou nourris par une
alimentation grasse. Des changements observés sont directement liés a la présence de CD14
ainsi I’action inflammatoire directe a été déterminée par immuno-histochimie.

Les données montrent qu'a la fois chez les souris traitées par LPS et nourries par une
alimentation riche engraisse (72%), le nombre de cellules inflammatoires qui a été augmenté
dans les coussinets adipeux de type sauvage, mais pas dans le coussin adipeux des souris

dépourvues de CD14.

Par conclusion, le tissu adipeux est une source de médiateurs de l'inflammation, facteurs
suggérés pour causer l'inflammation induite par l'obésité et la résistance a I'insuline

(suppression de l'absorption du glucose par les adipocytes) (Chung et al., 2006).

I1.4.2. Tissu hépatique :
L’examen microscopique du tissu hépatique, coloré par ’hématoxyline et 1’éosine a montré
une accumulation intra-hépatocytaire de triglycérides caractéristique d’une stéatose hépatique
métabolique macro vésiculaire chez le lot LPS et micro vésiculaire pour le lot du régime
hyper lipidique, ce qui n’est pas le cas pour le lot témoin. Cela est peut étre du a l'activité
lipolytique importante des cellules du tissu adipeux viscéral qui pourrait participer a exposer

le foie, via la veine porte, a des quantités ¢levées d'acides gras libres utilisés par I’hote comme
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source d’énergie et issus de la digestion des fibres alimentaires qui ne sont pas encore

assimilées.

Cette augmentation dans les concentrations d'acides gras libres diminuerait I'extraction
hépatique d'insuline et contribuerait ainsi a 'hyper insulinémie systémique (Bjorntorp et al.,
1990). De plus, ces taux ¢levés d'acides gras libres favoriseraient ¢galement une
surproduction hépatique de glucose. L'arrivée de ces mémes acides gras libres au foie
empécherait la dégradation de I'apo B et contribuerait ainsi a I'augmentation du nombre de
lipoprotéines riches en triglycérides et en apo B en circulation (Després ef al., 1993 ;Després

et al., 1994).

Cette explication peut étre soutenue par I’étude de Buettner er al (2006), dont I’examen
histologique du foie (coloration a I'hématoxyline-€osine) des rats males Wistar recevant un
régime riche en matiéres grasse (saindoux, d'huile d'olive ou huile de coco) durant 4 semaines
a montré un dépdt de graisse principalement microvésiculaire caractéristique d’une stéatose
hépatique chez touts les lots contrairement au groupe controle. Ainsi, une vacuolisation
lipidique hépatique et méme la fibrose chez les gerbilles Meriones unguiculatus étaient
grandement formées avec une altération de la fonction hépatique en réponse a l'alimentation

riche en graisses pendant 16 semaines (Ying et al., 2012).

Une autre étude portée aussi sur les gerbilles Meriones unguiculatus, nourries avec un régime
riche en graisses et en sucres simples, a démontré que les animaux ont développé des

niveaux ¢levés de graisse totale hépatique, de cholestérol et de triglycérides contribuant au
développement de la stéatose observée dans les coupes histologiques du foie colorées par

I’HE (hématoxyline et éosine)(Ventura et al., 2017).

En outre, une étude consiste a ’administration d’un régime hyper lipidique a base de jaune
d’oeuf cuit chez Psammomys obesus a indiqué des grandes variations tant plasmatiques et
tissulaires et cellulaires sont engendrées par le régime hyper lipidique, une hyperglycémie,
une hypercholestérolémie et une hyper triglycéridémie accompagnées d’un déséquilibre de la
balance lipoprotéinémique (augmentation des LDL, baisse des HDL), L’hypercholestérolémie
et I’hyper triglycéridémie ont induit une augmentation des lipides hépatiques marquant une

stéatose hépatique (Rezkallah, 2007).
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Ainsi, plusieurs recherches sur des modeles d’animaux et des études humaines fournissent de
plus en plus de preuves que la progression de la stéatose hépatique non alcoolique est liée a la
détérioration de la fonction de la barriere physique de l'intestin. 11 a été observé chez les
patients atteints de NAFLD (Non-alcoholicfatty liver disease) une augmentation significative
de la perméabilité intestinale par rapport aux sujets sains (Navaneethan et al., 2011). Lorsque
les jonctions serrées sont altérées, la perméabilité intestinale augmente ce qui permet I’entée
du lipopolysaccharide, LPS, dans le systéme porte. L’augmentation des niveaux de LPS
entrant dans le foie ont de multiples effets biologiques. Tout d'abord, le LPS induit le
recrutement et l'activation des cellules inflammatoires et la production de cytokines
Pro-inflammatoires. Deuxiemement, le LPS module les fonctions hépatocytaires ce qui
produit la cholestase (Navaneethan et al., 2011). Troisiemement, le LPS et les cytokines
Pro-inflammatoires induisent la production par les hépatocytes de protéines inflammatoires de
la phase aigu€ y compris la protéine de liaison du LPS (LBP) et I'L-6 (Szabo, 2015).

Le profil du microbiote dans NAFLD (Mouzaki et al, 2013) est beaucoup moins bien
documenté que dans I’obésité. La plupart des études ont observé une augmentation des
Firmicutes par rapport aux Bactéroidetes (Wong et al, 2013). La prévalence ¢levée de SIBO
(prolifération bactérienne intestinale) a €té observée chez les sujets obeses, les adultes
(Wigg et al, 2001 ; Miele et al., 2009) et les enfants atteints de NAFLD et est associée a la

sévérité¢ de la stéatose hépatique et I’¢lévation sanguine du LPS (Giorgio et al., 2014).

L’idée que le déséquilibre de la flore intestinale est associ¢ a NAFLD est aussi supportée par
des données provenant d’expérimentation sur des souris, dont 1’activation des récepteurs toll-
like présents sur différentes cellules présentes dans le foie comme les cellules de Kupffer, les
cellules stellaires et les hépatocytes par des produits bactériens (Creely et al., 2007) qui
atteignent le foie par la veine porte. Le LPS, un composant de la paroi cellulaire des bactéries
Gram-négative et ligand de TLR4 (Toll like receptor 4) le plus étudié. Le passage du LPS a
travers la barriére intestinale contribue au développement d’un ¢état inflammatoire
infraclinique, a la résistance a l'insuline associée au diabete de type 2 et a l'obésité en
stimulant le systéme immunitaire inné et le déclenchement de la libération de cytokines

pro-inflammatoires (Creely et al., 2007). Cette résistance a l'insuline est associée a la
stéatose (Cani et al., 2007). Ainsi, les récepteurs Toll-like (TLR), exprimés par I'épithélium

intestinal sont liés a 1'évolution de la stéatose hépatique non alcoolique.
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Des souris de type sauvage (WT) nourries avec une alimentation riche en graisses, riche en
fructose, ou une alimentation déficiente en méthionine / choline développent une stéatose
sévére ou une stéatohépatite. En revanche, les souris mutantes pour TLR4 ont moins de
stéatose ou stéatohépatite en suivant ces méme régimes, bien que les niveaux de LPS soient

équivalents a celles des souris (WT) (Miura et al., 2010).
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Conclusion et Perspectives

Nous avons essayé de prouver la relation entre le microbiote intertinal, I'endotoxémie et les
maladies métaboliques (diabéte et obésité) en suggérant qu’un régime riche en graisses modifie
la composition du microbiote intestinal et favorise 1’augmentation de 1’absorption des LPS des
parois bactériennes. Il en résulte une endotoxémie métabolique stimulant les processus
inflammatoires du tissu adipeux et 1’obesité qui sont a 1’origine d’une stéatose hépatique et une
I’insulino-résistance.

Au terme des 45 jours d’expérimentation, notre étude a montré chez les souris Mus musculus
soumises a un régime alimentaire riche en matiere grasse et aussi chez les souris gavées pas le
facteur bactérien (LPS) :
» Une inflammation qui apparait sous forme d’infiltration de cellules inflammatoires au
niveau du tissu adipeux viscéral.
» Un développement d’une stéatose hépatique retrouvée lors de 1’examen histologique du
foie.

I1 serait donc intéressant d’envisager des stratégies nutritionnelles basées sur des manipulations
nutritionnelles a base de compléments alimentaires, tels que les pré- et pro-biotiques ainsi que la
transplantation fécale qui devrait permettre, a terme, de prendre en charge le changement
d’écologie intestinale afin de restaurer les fonctions saines de ce nouvel organe métabolique que

représente le microbiote intestinal.
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Annexe 01

Eau gélatinée :

Dissoudre 0,4g de gélatine en poudre dans 100ml d’eau distillée, aprés chauffage et dissolution,

ajouter une pincé de thymol puis filtrer et laisser refroidir.
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Annexe 02

Phase d’adaptation :

Evolution du poind en fonction du temps
31
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Figure 01: Evolution du poids.
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Figure 02 : Evolution de la glycémie a jeun.
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Figure 03 : Alimentation consommée par semaine (phase expérimentale).
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Annexe 03
Tableau I : Poids (g) des souris.
JO J1 J2 J3 J4 J5 J6
-‘ 27,8 [28,221 29,5 [29,556 3022230667 29,222
Lot témoin
- 0.283 | 0.395 | 0.613 | 0.818 0,508 0.818 | 0.787
Lot LPS ‘27 833 | 28,083 30,167 [ 31,083 | 31,5 [31,417] 30,583
_‘ 0.283 [0.395| 0.613 | 0.818 | 0.808 | 0.818 | 0.787
Lot HL _‘ 27,545 29 | 285 | 28 | 27,6 | 27,2 26,7
_‘ 0.865 | 0.803 | 0.687 | 0.730 | 0.670 | 0.712 | 0.804
J7 J8 J9 J10 J11 J12 J13 J14
28,889 | 28,889 29 29,444 | 29,778 | 30,333 | 28,667 29,556
0,633 0,564 0,667 0,580 | 0,722 0,527 0,289 0,412
30,917 | 30,833 31,167 31,417 | 32273 | 32455 | 33,364 33,273
0,721 0,832 0,769 0,744 | 0,634 0,623 0,622 0,689
26,1 26,1 26,3 27,1 26,4 26,4 26 25,9
0,888 0,674 0,895 0,971 0,846 0,859 0,931 0,836
J15 J16 J17 J18 J19 J20 J21 J22
29,56 | 28,444 | 29,111 | 28,111 | 31,222 | 29,889 | 29,111 28,889
0,503 0,648 0,455 0,309 0,401 0,309 0,261 0,261
33,273 | 33,364 33 33,001 | 32,75 | 32,667 33 33,091
0,675 0,664 0,700 0,595 0,717 0,684 0,633 0,595
26,3 26,8 27,5 28,4 28,6 29,2 28,6 28,9
0,844 0,827 0,910 0,748 0,718 0,743 0,921 0,912
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sJ23 J24 J25 J26 J27 J28 J29 J30
30,111 29,111 29,56 29,778 29,778 | 29,889 30,222 29,667
0,200 0,200 0,242 0,278 0,364 0,455 0,596 0,333
33,545 33,182 | 33,818 33,636 33,182 34,545 34 33,909
0,665 0,711 0,644 0,592 0,724 0,767 0,713 0,719
29,5 29,7 30,1 30 30,1 30,4 31,2 31,1
0,958 0,955 0,994 0,196 1,028 0,872 0,916 0,809
J31 J32 J33 J34 J35 J36 J37 J38
29,889 30,222 30,111 30,222 30,111 31 30,556 30,778
0,324 0,389 0,434 0,351 0,471 0,377 0,364 0,294
/ / / / / / / /
31,3 31,6 32,2 32,4 32,6 32,2 33 33,1
0,968 0,928 0,789 0,687 0,727 0,789 0,809 0,577
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Tableau II : Poids(g) des souris par semaine.

Semaine
. Semaine 2 | Semaine 3 | Semaine 4 | Semaine 5 | Semaine 6 | Semaine7
30,19
- 29,26 29,381 29,35 29,588 30,063 30,476 )
16115714 | 12367142 | 0,8571428 | 1,2215714 | 1,0824285 | 1,094
Lot 1,95285714
témoin
0,364
-| 0,65 0,5371 0412238 | 02856 0,4071 0,3608 .
_‘ 30,198 29,381 33,021 33,571 33,9545 / /
2.01422857 | 2,3424285 | 2,2384285 | 2.1621428
2,432 / /
_’ 0,6714 0,7808 0,7461 0,7207 0,81066 / /
_’ 27,581 26,314 27,914 29,814 31,771 33,167 | 33,85
27392857 | 2,5415714 | 2,6942857 | 2,7908571
Lot HL 2,38085714 2279 | 2,385
_ 0,7936 0,91 0,8471 0,898 0,9302 0,75966 | 0,795
Tableau III: Glycémie (g/1) des souris par jours.
JO J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
! 0,963 / / / / / 1,038 | 1,022
Lot témoin
-’ 0,0257 | 0,0000 | 0,0000 [ 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0473 | 0,0643
Lot LPS -’ 0,939 1,017 | 1,033 | 1,151 | 1,148 | 1,108 | 1,146 | 1,144
-’ 0,046 0,048 [ 0,107 | 0,032 | 0,031 | 0,081 | 0,072 | 0,064
Lot HL -’ 0,953 / / / / 1,012 | 0,771
_’ 0,061 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,054 | 0,061
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J8 J9 J10 J11 J12 J13 J14 J15
/ 1,013 / 1,089 / 1,021 0,927 1,107
0,0000 0,0713 0,0000 0,0907 0,0000 0,0597 0,0600 0,1010
1,069 1,199 1,26 1,254 1,356 1,429
1,228 1,361
0,036 0,045 0,049 0,053 0,047 0,067 0,067 0,098
/ 0,953 / 1,122 0,997 1,14 1,11
0,000 0,049 0,000 0,054 0,000 0,051 0,086 0,051
J16 J17 J18 J19 J20 J21 J22 J23
0,898 0,992 0,837 1,166 0,917 0,847 0,838 1,113
0,0860 0,0757 0,0893 0,0517 0,0730 0,0597 0,0440 0,0423
1,294 1,272 1,316 1,285 1,328 1,308 1,303 1,328
0,056 0,057 0,051 0,047 0,044 0,059 0,050 0,096
1,189 1,198 1,19 1,512 1,301 1,373 1,304 1,44
0,072 0,087 0,080 0,125 0,065 0,090 0,096 0,079
J24 J25 J26 J27 J28 J29 J30 J31
1,006 1,122 1,02 1,026 1,012 1,134 0,968 1,071
0,0700 0,1023 0,1070 0,0663 0,0747 0,0977 0,0973 0,0443
1,377 1,553 1,455 1,466 1,343 1,318
1,309
0,039 0,046 0,047 0,107 0,047 0,054 0,054 0,000
1,484 1,351 1,285 1,402 1,351 1,399 1,355
1,311
0,076 0,086 0,082 0,115 0,060 0,067 0,110 0,055
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J32 J33 J34 J35 J36 J37 J38 J39
0,929 1,076 1,152 0,784 1,153 0,802 0,974 0,883
0,1050 0,0530 0,1277 0,1120 0,1200 0,1183 0,1127 0,0923
/ / / / / / / /
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1,545 1,403 1,564 1,535 1,602 1,468 1,465 1,415
0,096 0,075 0,075 0,115 0,084 0,085 0,044 0,063
J40 J41 J42 J43 J44 J45 J46
0,791 0,941 0,816 1,02 0,923 0,883 0,845
0,0640 0,0427 0,0783 0,0470 0,0457 0,0653 0,0527
/ / / / / / /
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1,479 1,536 1,402 1,406 1,569 1,57 1,551
0,092 0,082 0,060 0,051 0,071 0,067 0,109
Tableau IV : Glycémie (g/l) des souris par semaine.
‘ Semaine 1| Semaine 2 | Semaine 3 | Semaine 4 | Semaine 5 | Semaine 6 | Semaine?
!‘ 1,008 1,013 0,966 1,020 1,016 0,909 0,918
Lot témoin -‘ 0,137 0,211 0,230 0,217 0,273 0,269 0,158
!‘ 0,046 0,070 0,076 0,072 0,091 0,090 0,053
!‘ 1,256 1,256 1,309 1,399 1,3305 / /
LoCLPS -‘ 0,198 0,171 0,199 1,468 0,171333 / /
i‘ 0,060 0,051 0,060 0,443 0,05165
i‘ 0,912 1,053 1,268 1,360 1,450 1,481 1,524
Lot HL -‘ 0,181 0,170 0,255 1,974 0,242 0,256 0,227
i‘ 0,055 0,051 0,077 0,595 0,072 0,077 0,084




Annexes

Tableau V : Alimentation consommée (g) par semaine.

‘ Semaine 1
Lot

témoin

Lot LPS

-]
e
e
T
.
e

Lot HL

Semaine 2 | Semaine 3 | Semaine 4 | Semaine 5 | Semaine 6 | Semaine?7
10,102 6,429 5,190 6,635 5,396 5,016 4917
0,651 0,428 0,467 0,163 0,257 0,327 0,426
7,167 6,923 5,613 5,770 4.2 / /
0,588 0,400 0,414 0,318 0,34 /
6,148 7,414 6,586 6,714 6,500
6,214 8,585
0,812 0,985 0,969 0,960 0,668 0,728 0,708

Tableau VI : Moyenne des glycémies (g/1) par lot avant et apres le gavage (test d’intolérance au

glucose).
A jeun Apres 15 min Apres 30 min Aprés1h
Lot témoin 0,868 2,409 1,821 1,007
Lot LPS 1,32 2,5725 2,963 3,273
Lot HL 1,47 2,837 2,743 2,837

Tableau VII : Moyenne d’endotoxines trouvées lors du test LAL.

[LotlPs |

ot

Endotoxine (ng/ml)

<5.

107

454,591

409,182




