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Axe intestin-cerveau et régulation de la satiété chez l’obèse : 
étude de l’origine de l’endotoxémie métabolique et de son rôle 
sur la physiologie du nerf vague dans un modèle d’obésité in-
duite par un régime occidental chez le rat.

Véritable enjeu de santé publique, l’obésité et ses complications 
seraient la conséquence d’un état infl ammatoire chronique de 
bas-grade qui pourrait résulter de la présence dans le sang de 
composés bactériens, les lipopolysaccharides (LPS), état appelé 
endotoxémie métabolique. Le premier objectif de cette thèse était 
de comprendre pourquoi les LPS, initialement contenus dans le 
microbiote, sont capables de traverser l’intestin et d’entrer dans 
le système sanguin. Mon second objectif était d’étudier l’impact 
de la composition du microbiote dans le contrôle de la satiété par 
le nerf vague, lien de communication entre l’intestin et le cerveau. 
Pour cela, un modèle de rats soumis à un régime obésogène a 
été utilisée. Mes travaux ont montré que la consommation d’un 
régime obésogène induisait une perte de la fonction de barrière 
intestinale au niveau de l’iléon caractérisée par une baisse des 
défenses mucosales et une augmentation de la perméabilité au 
LPS. L’obésité est également caractérisée par une altération du 
comportement alimentaire, avec notamment une réduction de 
la sensibilité aux signaux de satiété. Nous avons montré que 
ni l’obésité ni le pourcentage de lipides du régime n’étaient 
responsables de cette perte de sensibilité aux signaux de satiété 
mais que l’altération du microbiote en serait le contributeur 
principal. Ainsi, l’endotoxémie métabolique serait le résultat 
d’une augmentation du passage transepithelial de LPS, qui, une 
fois dans le sang, pourraient atteindre, entre autres, le nerf vague 
où ils perturberaient les signaux intestinaux de satiété.

Gut-brain axis and the regulation of satiety during obesity : Study of 
metabolic endotoxemia origin and its role on vagus nerve physiology 
in a rat model of diet-induced obesity. 

A real public health issue, obesity and its associated metabolic and 
behavioral disorders are the consequences of a state of low grade 
chronic infl ammation that might originate from the presence in host 
plasma of gut-derived bacteria components, lipopolysaccharides 
(LPS). This present state is called metabolic endotoxemia. The fi rst 
aim of my thesis was to understand why, in diet-induced obesity 
(DIO), LPS initially contained in the gut lumen, are able to cross the 
intestine and enter into the circulatory system. My second aim was 
to investigate the effect of gut microbiota composition and LPS on 
the satiety regulation by the vagus nerve, the main communication 
pathway between the gut and the brain. To answer these questions, 
we have mainly used a DIO rat model. We showed that consumption 
of WD induced a loss of ileal barrier function characterized by 
a reduction in mucosal defenses associated to elevated LPS 
permeability. Obesity is also characterized by an alteration in feeding 
behavior including a decreased sensitivity to intestinal satiety signals. 
We showed that neither obesity nor the lipid percentage of the diet 
triggers loss of sensitivity to satiety signals but that gut microbiota 
alterations could rather be the main driver. Hence, metabolic 
endotoxemia could result from an increased transepithelial passage 
of LPS, which once spread in the blood could reach, among other 
things, the vagus nerve where they could disrupt intestinal signals 
of satiety. 

Keywords: Metabolic endotoxemia, Obesity, Rats, Vagal afferent 
neurons, Lipopolysaccharides, ntestine 

Mots-clefs : endotoxémie métabolique, obésité, rats, nerf vague, 
lipopolysaccharides, intestin
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Avant-propos 

L’augmentation importante de la prévalence de l’obésité dans le monde a incité l’Organisation 

mondiale de la santé (OMS) à la caractériser de véritable épidémie. L’OMS définit l’obésité et le 

surpoids comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire à la 

santé ». En plein essor, l’obésité touche aujourd’hui près de 650 millions d’adultes soit 13 % de la 

population mondiale adulte1. Le caractère pathologique de l’obésité est souvent attribué à la présence 

d’un nombre important de comorbidités telles que les maladies cardio-vasculaires, le diabète,  

l’hypertension artérielle, les dyslipidémies et les pathologies chroniques du foie. L’obésité, en plus de 

représenter un véritable problème de santé publique, est également un enjeu économique. En France, 

le coût de l’assurance maladie pour traiter l’obésité et ses maladies associées s’élèverait à près de 5 

milliards d’euros. Parmi les recommandations pour prévenir et lutter contre l’obésité, la promotion 

d’une alimentation saine et de l’exercice physique reste la priorité pour les états membres de l’OMS. 

Dans ce contexte, la relation entre l’environnement alimentaire et le développement de l’obésité est 

une question essentielle de recherche.  

L’obésité résulte d’un déséquilibre de la balance entre les apports et les dépenses énergétiques.  Pour 

maintenir cette homéostasie énergétique, l’hôte possède un système de régulation complexe reposant 

sur une communication inter-organes. Parmi ces interactions, l’axe intestin-cerveau est essentiel à la 

régulation de la prise alimentaire (PA) à court terme, i.e. dans l’initiation et la terminaison des repas. 

Les hormones sécrétées par l’intestin en réponse à l’absence de nutriments ou au contraire à 

l’ingestion d’un repas transmettent, entre autres, des signaux de faim ou de satiété au système nerveux 

central via la circulation sanguine et le nerf vague. Il a été suggéré que lors du développement de 

l’obésité ou une fois l’obésité installée, cet axe de régulation est perturbé, avec notamment une baisse 

des signaux de satiété conduisant à une élévation continue de la PA. 

Lorsque la PA devient trop importante, les apports énergétiques sont supérieurs aux dépenses 

entraînant un déséquilibre de la balance énergétique. Cet apport superflu est stocké dans le tissu 

adipeux (TA) et, entrainant une  augmentation de la masse grasse de l’individu. Lorsque les capacités 

de stockage du TA sont dépassées, la lipolyse se met en place et libère dans le sang une quantité 

importante d’acides gras libres (AGL) capables d’induire une réponse inflammatoire dans de multiples 

organes. Cet état inflammatoire généralisé, bien que de faible intensité, exerce de profondes 

complications métaboliques associées à l’obésité. Ainsi, alors que l’obésité a longtemps été considérée 

comme une maladie du TA uniquement, il est maintenant reconnu que ses complications métaboliques 

                                                           
1
 “Trends in adult body-mass index in 200 countries from 1975 to 2014: a pooled analysis of 1698 population-
based measurement studies with 19.2 million participants”  Lancet, 2016 
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et comportementales résultent d’une inflammation chronique perturbant la physiologie et la 

communication entre organes.  

En parallèle de cette inflammation engendrée par les AGL, les recherches de ces dernières années ont 

mis en évidence l’implication forte du microbiote intestinal et de ses composés bactériens, les 

lipopolysaccharides (LPS) dans l’inflammation associée à l’obésité. En effet, via l’interaction avec 

leur récepteur spécifique toll-like receptor 4 exprimé de façon relativement ubiquitaire, les LPS sont 

capables d’engendrer une inflammation. Les travaux initiateurs de Cani et collaborateurs ont identifié 

les LPS comme déclencheurs de l’inflammation lors du développement de l’obésité. Cette élévation de 

l’endotoxémie observée lors de l’obésité induite par un régime obesogène est appelée «endotoxémie 

métabolique ». Cependant, les mécanismes expliquant pourquoi, lors du développement de l’obésité, 

les LPS sont capables de traverser la barrière intestinale et d’atteindre le système circulatoire ne sont 

pas encore totalement élucidés.   

Une fois dans le sang, ces LPS engendrent une inflammation dans de multiples organes et pourraient 

être à l’origine des troubles métaboliques et comportementaux associés à l’obésité. Un nombre 

croissant d’études montre l’implication du microbiote dans les désordres centraux, laissant suggérer 

qu’une altération du microbiote associée à la présence de LPS dans le sang pourrait également être à 

l’origine des perturbations de la régulation de la PA, aggravant ainsi la prise de poids.   

Dans ce contexte, comprendre par quelle(s) voie(s) les LPS traversent l’intestin et sont ensuite pris en 

charge seraient des atouts essentiels pour élaborer des stratégies de prévention efficaces contre les 

complications inflammatoires de l’obésité. De plus, approfondir les connaissances actuelles sur le 

potentiel rôle du microbiote et des LPS dans la régulation du comportement alimentaire pourrait 

permettre d’imaginer des méthodes efficaces pour limiter la PA excessive, point de départ et de 

pérennisation de l’obésité.  

L’objectif de ma thèse était de répondre à ces questions. Pour y répondre, une première partie fera 

l’état des lieux des connaissances sur la régulation de l’endotoxémie et de la PA dans un contexte 

physiologique et d’obésité. Puis, les résultats à ces problématiques seront présentés et discutés dans 

une dernière partie.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
Indice de masse 

corporelle (kg/m²) 
Maigreur < 18.5 

Corpulence normale 18.5-24.9 

Surpoids 25.0-29.9 

Obésité modérée 30.0 -34.9 

Obésité sévère 35-39.9 

Obésité morbide >40 

Tableau 1 : Indice de masse corporelle et signification 

Figure 1 : Principales causes de l’obésité  



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

9 

 

Chapitre 1 : Obésité et endotoxémie métabolique 

1.  L’obésité 

1.1.  Définition, prévalence et mesure de l’obésité 

Selon l’OMS, l’obésité et le surpoids se définissent comme « une accumulation anormale ou excessive 

de graisse corporelle qui peut nuire à la santé ».  L’indice de masse corporelle (IMC) est une mesure 

simple couramment utilisée pour estimer le surpoids et l’obésité chez l’adulte. Il correspond au poids 

divisé par le carré de la taille, exprimé en kg/m2. Cette mesure permet une classification du poids, 

décrite dans le tableau 1, allant de l’insuffisance pondérale à l’obésité morbide. La prévalence de 

l’obésité entre 1980 et 2014 a plus que doublé au niveau mondial. En 2014, plus de 1,9 milliard 

d’adultes étaient en surpoids soit une moyenne de 39 % des adultes du monde entier. Sur ce total, 600 

millions de personnes présentaient une obésité, représentant un pourcentage de 13 % de la population 

mondiale (Chiffres OMS 2014).  

L’IMC est uniquement un rapport de proportionnalité entre le poids et la taille ne donnant aucune 

information sur la distribution du poids et ne distingue pas l’âge ou le sexe de l’individu. Il donne une 

indication approximative car il ne correspond pas forcément au même degré d’adiposité d’un individu 

à l’autre. Il est maintenant admis qu’indépendamment de l’IMC, l’excès de tissu adipeux (TA) au 

niveau de la cavité abdominale, appelé obésité androïde, est beaucoup plus néfaste pour la santé 

qu’une accumulation de masse graisseuse à niveau des hanches et des cuisses dit obésité gynoïde. 

Ainsi, il existe d’autres indicateurs qui renseignent de l’adiposité tels que le rapport tour de taille/tour 

de hanche qui chez une personne normo-pondérée se situe en dessous de 1 chez l’homme et en dessous 

de 0.85 chez la femme. Deux techniques permettent de renseigner de la localisation et de la quantité 

des dépôts graisseux contenus dans le corps : la tomodensitométrie (CT-scan) ou l’imagerie à 

résonance magnétique.  

1.2.   Causes de l’obésité 

L’obésité est une pathologie complexe qui résulte d’une interaction entre une multitude de facteurs 

génétiques et environnementaux (Figure 1). Les progrès en génétique ont permis de mettre en évidence 

l’importance du patrimoine génétique dans le développement de l’obésité. Bien que certains types 

d’obésité soient le résultat d’une mutation sur un gène unique (appelé obésité monogénique), ils ne 

représentent que 5 % des personnes obèses. Les formes les moins courantes d’obésité sont la résultante 

de prédispositions génétiques (causées par des variations au sein d’un grand nombre de gènes) 

associées à un environnement défavorable. En effet, la cause fondamentale du surpoids et de l’obésité 
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est étroitement liée à une alimentation hypercalorique associée à une réduction de la dépense 

énergétique.   

D’énormes progrès scientifiques ont été réalisés ces dernières années sur la compréhension des causes 

et des conséquences de l’obésité. Pour approfondir ces connaissances, les études ont souvent recours à 

l’utilisation de modèles animaux développant les symptômes se rapprochant au plus de ceux 

retrouvées chez l’homme obèse. De par sa similitude sur de nombreux systèmes physiologiques avec 

l’homme et sa facilité d’élevage, le rongeur est l’animal le plus utilisé en expérimentation animale. 

Chez le rongeur, certaines souches sélectionnées génétiquement développent spontanément une 

obésité. La consommation d’un régime obesogène, généralement riche en lipides et pauvre en fibres 

induit également une obésité. Ces modèles d’études seront détaillés dans le chapitre 5.  

1.3.   Obésité et comportement alimentaire 

1.3.1. Troubles du comportement alimentaire 

Bien que les troubles du comportement alimentaire (TCA) soient considérés comme des désordres 

d’ordre psychiatrique et l’obésité définie plutôt comme un trouble métabolique, des corrélations 

peuvent être établies entre ces maladies.  

Les TCA les plus retrouvés lors de l’obésité sont les compulsions alimentaires (BED pour Binge-

Eating Disorders), qui se définissent par au moins un épisode par semaine de consommation excessive 

et incontrôlée de nourriture. A l’inverse de la boulimie nerveuse, le BED n’est pas associé à un 

comportement de compensation tel que des vomissements (Cuzzolaro, 2016). Selon une étude récente 

sur 502 patients obèses ou en surpoids (IMC>25 kg/m²), 8,5% présentaient des BED (Ivezaj et al., 

2016). De plus, les personnes obèses atteintes de BED présenteraient un profil métabolique et 

inflammatoire plus sévère que les personnes obèses sans BED (Succurro et al., 2015). En 

conséquence, ces personnes auraient tendance à présenter un IMC plus important et à développer plus 

facilement des troubles psychiatriques (Cuzzolaro, 2016). 

Certaines personnes obèses présentent également des épisodes de consommation excessive de 

nourriture mais sans perte de contrôle, appelé épisodes d’hyperphagie (Cuzzolaro, 2016). Bien que ce 

TCA puisse contribuer au développement de l’obésité dans certains cas, c’est surtout un syndrome 

caractéristique d’une maladie génétique : le Syndrome de Prader-Willi (Irizarry et al., 2016).  

Les phénomènes d’hyperphagie, de BED et de boulimie peuvent être considérés, dans certains cas, 

comme des troubles du système de la récompense. En effet, les personnes obèses présenteraient une 

diminution de l’activation du système de la récompense (Burger et al., 2011). Ainsi, elles auraient 

besoin de consommer une quantité d’aliments plus importante pour arriver à une activation du système 

de la récompense suffisante (Burger et al., 2011). Par ailleurs, la ghréline et la leptine, hormones 
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participant à la régulation de l’homéostasie énergétique décrite dans le chapitre 4, semblent également 

jouer un rôle dans l’activation de ce système de la récompense, soulignant les relations étroites entre 

les troubles métaboliques et psychiatriques (Singh, 2014).  

Enfin, les prises alimentaires nocturnes (NES pour Night Eating Syndrome) sont définies par la triade : 

anorexie matinale, hyperphagie durant la nuit et insomnie (Cuzzolaro, 2016). Comparées à des 

personnes normo-pondérées, les personnes obèses ou en surpoids présentent une prévalence plus 

élevées de NES (de 12 à 64% chez les personnes obèses) (Gallant et al., 2012). Cependant, les 

corrélations entre prise de poids et NES ne sont pas retrouvées dans toutes les études notamment dû au 

fait du manque d’homogénéité dans les critères de diagnostic (Gallant et al., 2012). La perturbation du 

rythme circadien induite par ces prises alimentaires nocturnes peut également participer au 

développement de l’obésité (Gallant et al., 2012).  

1.3.2. Changement	du	rythme	alimentaire		

Le changement de rythme alimentaire i.e. la fréquence à laquelle les repas sont consommés, est 

également un trouble important du comportement alimentaire chez l’obèse.  

a) Chez	l’homme	

Pour mesurer la prise alimentaire (PA) chez l’homme, les études utilisent des questionnaires à remplir 

par les participants qui peuvent sur ou sous-estimer l’apport alimentaire. Ainsi, les études sont 

difficiles à conduire et les résultats très hétérogènes. C’est pourquoi l’association entre fréquence de 

repas et maladies métaboliques associées à l’obésité n’a pas été retrouvée dans toutes les études 

(Hutchison et al., 2016). Cependant, une étude récente sur  près de 200 femmes suédoises a montré 

que les femmes obèses (IMC moyen à 41 kg/m²) consommaient en moyenne 6.1 repas/jour contre 5.2 

repas/jour en moyenne chez les femmes normo-pondérées (IMC moyen= 23 kg/m²) (Berteus Forslund 

et al., 2002). L’obésité serait ainsi associée à une augmentation du nombre de repas par jour.  

b) Chez	le	rongeur		

Chez le rongeur, l’utilisation de cages métaboliques i.e. cages mesurant, entre autres, la consommation 

de nourriture et d’eau pratiquement en temps réel, a facilité l’étude du comportement alimentaire lors 

de l’obésité. Les animaux sont alors placés dans ces cages et soumis soit à un régime obesogène soit 

standard.  

Les résultats sont assez homogènes bien que différents sur certains points. En effet, alors que certaines 

études montrent que l’introduction d’un régime obesogène induit un phénomène d’hyperphagie i.e une 

surconsommation d’aliments, tout au long du traitement (Farley et al., 2003; Winzell et al., 2004; 

Wellman et al., 2005; Pfluger et al., 2008; Martire et al., 2013), d’autres décrivent une hyperphagie 
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transitoire seulement les 3-4 premiers jours (Woods et al., 2003; Melhorn et al., 2010; Williams et al., 

2014; Hamilton et al., 2015). Dans ces études, l’hyperphagie transitoire est caractérisée par une 

augmentation de la taille des repas pendant la journée (Melhorn et al., 2010). Après 3-4 jours 

d’hyperphagie, les animaux régulent leur prise alimentaire en diminuant l’apport en grammes pour 

correspondre à l’apport calorique des animaux nourris avec un régime standard (Woods et al., 2003; 

Melhorn et al., 2010; Williams et al., 2014; Hamilton et al., 2015). L’hyperphagie semble avoir un 

impact important sur le développement de l’obésité puisque la prise alimentaire de ces premiers jours 

est corrélée à l’adiposité à une semaine (Melhorn et al., 2010). De plus, chez les rats Sprague-Dawley 

nourris avec un régime obesogène, les animaux susceptibles à l’obésité (Cf chapitre 5 sur les modèles 

d’études) sont hyperphages tout au long de l’étude alors que les rats résistants à l’obésité ont une prise 

alimentaire (PA) similaire aux rats nourris avec un régime standard  (Farley et al., 2003; de La Serre et 

al., 2010). Enfin, une autre étude montre des résultats encore différents avec une première phase 

d’hyperphagie pendant les 3 premiers jours, un retour à un ingéré normal puis une reprise de 

l’hyperphagie 5-6 semaines après le début du régime (de Lartigue et al., 2011).  

Avec ou sans hyperphagie, le rythme alimentaire est tout de même modifié par l’introduction d’un 

régime obesogène. La prise de poids serait la résultante d’une augmentation de la taille des repas 

associée, ou non selon les études, à une diminution du nombre de repas, plus particulièrement pendant 

la phase d’éveil (donc de nuit) (Warwick et al., 2000; Farley et al., 2003; Wellman et al., 2005; 

Melhorn et al., 2010; Martire et al., 2013). Chez des animaux sains, la consommation d’une solution 

enrichie en lipides augmente la quantité consommée comparée à une solution isocalorique enrichie en 

glucides, suggérant que l’élévation de la charge lipidique serait responsable de l’altération du rythme 

alimentaire plutôt que l’augmentation de la charge calorique (Warwick et al., 2000). De même, 

l’obésité ne semble pas être le facteur prédominant dans ces dérégulations du rythme alimentaire 

puisque chez des animaux Sprague-Dawley, les deux phénotypes obèses résistants (OB-R) et obèses 

prones (OB-P) présentent une diminution du nombre de repas lorsqu’ils sont soumis à un régime 

obésogène comparés aux rats nourris avec un régime standard (Farley et al., 2003). Cependant, les rats 

OB-P uniquement présentaient une augmentation de la taille des repas relativement aux rats OB-R et 

contrôles (Farley et al., 2003)  Enfin, la consommation d’un régime Cafétéria (Cf chapitre 5 section 

2.3) induit une augmentation du nombre de snacks, définis comme une PA non suivie d’une phase de 

repos, durant les premières phases de régime (5 semaines) qui se stabilise à 10 et 15 semaines au 

niveau des animaux nourris au régime standard (Martire et al., 2013). On peut également noter que 

suite à la consommation d’un régime hyperlipidique, la consommation d’eau durant la phase de nuit 

diminue (Wellman et al., 2005).  
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La régulation du rythme alimentaire semblerait impliquer la leptine, une hormone synthétisée 

majoritairement par le tissu adipeux et l’estomac qui diminue la PA (Cf Chapitre 4, section 3). En 

effet, la délétion du récepteur à la leptine au niveau des neurones afférents du vague induit une 

augmentation de la PA caractérisée par une augmentation du temps et de la taille des repas comparé à 

des animaux sauvages (de Lartigue et al., 2014). De même, les animaux déficients pour le gène de la 

leptine, Rats Zucker et souris ob/ob, nourris avec un régime standard, consomment des repas plus gros 

mais à la même fréquence que les rats Zucker maigres ou les souris sauvages, respectivement (Ho et 

al., 1988; Strohmayer et al., 1994).  

1.4.	 	Complications	métaboliques	associées	à	l’obésité	

Outre ces perturbations du comportement alimentaire, le caractère pathologique de l’obésité est 

souvent attribué à la présence d’un nombre important de comorbidités définies cliniquement comme le 

syndrome métabolique. Les principales comorbidités de l’obésité sont les maladies cardio-vasculaires, 

l’hypertension artérielle, une dyslipidémie et une résistance à l’insuline. L’occurrence de trois de ces 

pathologies suffit pour diagnostiquer un syndrome métabolique.  

Une des principales complications métaboliques de l’obésité est la résistance à l’insuline qui se définit 

comme l’incapacité des organes périphériques comme le foie, le muscle ou le TA à répondre 

efficacement à l’insuline. Cette complication contribue majoritairement à l’apparition du diabète de 

type 2 (DBT2). En 2014, 8,5 % des adultes dans le monde présentaient un diabète et le diabète de type 

2 représenterait 90% des nouveaux diagnostics (OMS). Le DBT2 se définit comme une perturbation 

du métabolisme glucidique caractérisée par une élévation de la glycémie à jeun et en postprandial (van 

Greevenbroek et al., 2013).  A terme, le diabète peut entrainer des rétinopathies, accidents 

cardiovasculaires ainsi qu’une insuffisance rénale (van Greevenbroek et al., 2013). 

L’obésité est également associée à des complications hépatiques telles que la stéatose hépatique non 

alcoolique NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease), maladie chronique du foie la plus courante dans 

les pays occidentaux. La NAFLD est une affection caractérisée par une accumulation excessive de 

lipides dans le foie sous forme de triglycérides (TG) appelée stéatose (Cohen et al., 2011). La NAFLD 

peut évoluer vers la stéato-hépatite non alcoolique (NASH) caractérisée par des lésions des cellules 

hépatiques ainsi qu’une inflammation (Cohen et al., 2011). Par la suite, le foie est susceptible de 

développer une fibrose hépatique, cirrhose puis un hépato-carcinome (Cohen et al., 2011).  

En plus d’affections endocriniennes et hépatiques, les patients obèses peuvent également souffrir 

d’hypertension artérielle et possèdent des facteurs de risque d’infarctus du myocarde et d’insuffisance 

cardiaque (Mandviwala et al., 2016). Enfin, il a été montré que l’obésité pouvait être un facteur de 

risque pour le développement de certains types de cancer comme le cancer du sein (Allott et al., 2015), 

de la prostate (Allott et al., 2015), de l’endomètre (Laskey et al., 2016) ou du colon (Pischon et al., 
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2008). D’autres pathologies peuvent également apparaître comme des troubles respiratoires 

(Sebastian, 2013), des douleurs articulaires (Nourissat et al., 2015) mais également des problèmes 

psychologiques (Lopresti et al., 2013).   

2. L’obésité	:	une	maladie	inflammatoire	

Les différents travaux de ces dernières années ont décrit l’obésité comme un état d’inflammation 

chronique de bas grade. La première étude mettant en évidence le lien entre inflammation et obésité a 

été conduite par Hotamisligil et collaborateurs en 1993. Ils ont montré que dans des modèles murins 

d’obésité ainsi que chez des personnes obèses, le gène codant pour une cytokine pro-inflammatoire le 

Tumor Necrosis Factor-α (TNF- α) était surexprimé au niveau du TA et du muscle (Hotamisligil et al., 

1993) (Hotamisligil et al., 1995; Kern et al., 1995). De même, des souris déficientes pour TNF-α 

nourries avec un régime obésogène sont résistantes à l’obésité et à l’intolérance au glucose (Uysal et 

al., 1997; Ventre et al., 1997).  Par la suite, de nombreuses études ont décrit l’obésité comme une 

inflammation chronique de bas grade ou méta-inflammation, caractérisée par une augmentation 

modérée de cytokines pro inflammatoires au niveau circulant mais sans signes cliniques 

d’inflammation (Wellen et al., 2005; Hotamisligil, 2006; Johnson et al., 2012).  Cependant, bien que 

cette inflammation soit de faible intensité comparée à la septicémie, elle exerce de profonds désordres 

métaboliques.  

2.1.	 	Inflammation	du	tissu	adipeux	lors	de	l’obésité		

Le TA joue un rôle prépondérant dans le développement de l’obésité et de ses complications. Les 

recherches de ces dernières années ont montré qu’il exerçait une large variété de fonctions 

métaboliques, hormonales et immunitaires ayant des répercussions sur l’homéostasie générale. De par 

sa fonction première de stockage de graisses, le TA est fortement impliqué dans la physiopathologie 

de l’obésité et de la résistance à l’insuline.  

Le TA est le site clé où interagissent les adipocytes, cellules sécrétrices d’un grand nombre 

d’adipokines, et les cellules effectrices du système immunitaire (Hotamisligil, 2006). L’inflammation 

d’un tissu est caractérisée par l’infiltration par des cellules immunitaires comme les neutrophiles, 

éosinophiles et macrophages dans le tissu.  Dans les stades précoces de l’obésité, le TA doit s’agrandir 

pour augmenter ses capacités de stockage produisant, lors de ce processus, des signaux 

chimiotactiques qui conduisent au recrutement de macrophages (Wellen et al., 2005). De plus, 

l’expansion du TA pourrait engendrer une hypoxie des adipocytes entrainant une augmentation de la 

nécrose de ces cellules induisant également l’infiltration de macrophages (Wellen et al., 2005; 

Hotamisligil, 2006). Le TA de personnes obèses est donc caractérisé, lors d’observations 

histologiques, par une augmentation significative du nombre de « crown-like structure », structures en 

forme de couronne, qui représentent des macrophages entourant des adipocytes nécrosés (Hotamisligil, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Figure 2 : Mécanismes impliqués dans l’installation de l’inflammation chronique de bas-grade dans 
l’obésité. Le gain de poids est associé à des changements de la fonction des adipocytes induisant une 
augmentation de la sécrétion d’adipokines et des cytokines pro-inflammatoires. L’infiltration par les cellules 
immunitaires telles que les macrophages participe également à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.  

De (Castanon et al., 2014) 
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2006). La prévalence de ces crown-like structure est très fortement corrélée à l’inflammation dans le 

TA et aux troubles métaboliques liés à l’obésité.   

Le TA a une capacité de stockage limitée. Une fois la limite dépassée, la lipolyse se met en place et 

libère dans le sang une quantité importante d’acides gras libres (AGL). Au niveau du TA, ces AGL 

sont capables de se lier avec le récepteur Toll-Like Receptor 4 (TLR4) et induire une réponse 

inflammatoire. Les cytokines pro-inflammatoires libérées vont à leur tour stimuler la lipolyse et 

augmenter la libération d’AGL, aggravant ainsi l’inflammation.  

Lors de l’expansion du TA, le statut sécrétoire des adipocytes change, la production de leptine 

augmente tandis que celle d’adiponectine diminue. La leptine stimule la différentiation des monocytes 

en macrophages in vitro augmentant ainsi la sécrétion de cytokines pro inflammatoires par les cellules 

immunitaires (Gainsford et al., 1996; Marti et al., 2001; Khodabandehloo et al., 2016). A l’inverse, 

l’adiponectine, inversement proportionnelle à la masse grasse, exerce des activités anti-inflammatoires 

puisqu’elle inhibe l’activation du facteur de transcription Nuclear Factor κ-B (NFκB) (Ghigliotti et al., 

2014; Khodabandehloo et al., 2016).   

L’ensemble de ces mécanismes est schématisé en figure 2. Dans un deuxième stade, l’inflammation du 

TA se propage au niveau systémique et altère les fonctions physiologiques d’autres organes. 

2.2.	 Une	des	conséquences	de	l’inflammation	:	la	résistance	à	
l’insuline	

2.2.1. Généralités	

Cliniquement, le terme « résistance à l’insuline » représente une concentration supérieure à la normale 

d’insuline pour maintenir une glycémie normale. Lors de l’obésité, la résistance à l’insuline se 

manifeste par l’incapacité de l’insuline à stimuler le transport et le métabolisme du glucose dans le TA 

et le muscle associée à une perte de l’inhibition de gluconéogenèse hépatique. En présence d’insuline, 

la lipolyse est inhibée et le glucose remplace les acides gras (AG) comme substrat énergétique dans le 

muscle et le cœur. Chez la personne diabétique ou insulino-résistante, l’insuline n’exerce plus son 

action inhibitrice sur la lipolyse du TA, entraînant la libération d’AGL dans le sang et donc un apport 

constant de lipides dans différents organes tels que le muscle et le foie. L’ensemble de ces 

dérégulations provoque une hyperglycémie qui sera compensée par une surproduction d’insuline par 

les cellules β du pancréas. Cette hyper-insulinémie compensatoire durera quelques temps jusqu’à 

l’épuisement des cellules pancréatiques puis les premiers signes cliniques du DBT2 vont apparaître.  

 



 

  

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentration 
plasmatique LBP 

souris obèses 

Concentration 
plasmatique 

WT 
Méthodes Ref 

Ob/Ob 
32 µg/ml 

10.7 µg/ml 

C57blck 
12 µg/ml 
5 µg/ml 

HyCult 
Biotechnology 

(Stenman et al., 2013) 
(Naito et al., 2011) 

Db/db 
9 µg/ml 

C57blck 
5 µg/ml 

HyCult 
Biotechnology, 

(Naito et al., 2011) 

Tableau 6 : Etudes sur l’impact de l’obésité sur la concentration plasmatique de LBP chez des souris 
génétiquement obèses  
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2.2.2. Les	mécanismes	moléculaires	de	la	résistance	à	l’insuline	

Au niveau moléculaire, un défaut de la signalisation intracellulaire suite à la liaison de l’insuline avec 

son récepteur Insulin Receptor semble être la cause majeure de résistance à l’insuline 

(Khodabandehloo et al., 2016). Physiologiquement, la fixation de l’insuline sur son récepteur stimule 

l’activité de diverses kinases qui phosphorylent des protéines Insulin Receptor Substrate au niveau des 

tyrosines, point de départ de la cascade de signalisation intracellulaire (Hotamisligil, 2006; 

Khodabandehloo et al., 2016). Dans la majorité des cas de résistance à l’insuline chez l’homme et chez 

l’animal, un défaut de phosphorylation est observé (Wellen et al., 2005), certains facteurs étant 

capables d’induire ces défauts de signalisation tels que les cytokines pro inflammatoires dont TNF-α 

(Aguirre et al., 2000; Karin et al., 2000; Hirosumi et al., 2002) ainsi que les AGL (Hirosumi et al., 

2002). 

2.2.3. Conséquences	de	l’inflammation	et	de	l’insulino‐resistance	au	
niveau	hépatique	

L’hyperinsulinémie, causée par la résistance à l’insuline, augmente la lipogenèse hépatique, diminue 

l’oxydation des AGL et l’excrétion de lipoprotéines de faible densité transportant le cholestérol et les 

TG (Very low density lipoproteins VLDL). De plus, l’insulino-résistance supprime l’inhibition de la 

lipolyse du TA ce qui augmente le flux d’AGL qui seront estérifiés sous forme de TG et stockés au 

niveau hépatique (Dowman et al., 2010; Jung et al., 2014). De par ce fort afflux d’AGL associé à une 

baisse de l’oxydation, ces lipides seront stockés au niveau hépatique, c’est la stéatose (Dowman et al., 

2010; Jung et al., 2014). Les AGL libérés par le TA peuvent également interagir avec le récepteur 

TLR4 et induire une réponse inflammatoire (Sharifnia et al., 2015). La progression de la NAFLD en 

NASH dépend de nombreux facteurs tels que la production de cytokines pro inflammatoires et 

d’adipokines, de la présence de stress oxydatif et de dysfonctions mitochondriales interagissant avec 

des prédispositions génétiques (Dowman et al., 2010; Jung et al., 2014).  
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3. L’endotoxémie	métabolique		

3.1.	 Premières	hypothèses	

Cani et collaborateurs ont été les premiers à émettre l’hypothèse que l’augmentation de l’endotoxémie, 

c’est-à-dire l’élévation de la présence dans le sang de composés des membranes bactériennes contenus 

dans le microbiote intestinal, appelé LPS, pouvait être un deuxième facteur déclencheur de 

l’inflammation observée lors de l’obésité.  

Pour élaborer son hypothèse, Cani et collaborateurs ont utilisé deux faits de la littérature. Tout 

d’abord, en 2007, quelques études montraient l’importance du microbiote dans l’homéostasie 

énergétique et son implication dans le développement de l’obésité (Ley et al., 2005).  De plus, grâce 

aux travaux sur le sepsis, il était connu que les LPS, des composants principaux de la membrane 

externe des bactéries Gram-négatif, sont capables d’engendrer une réponse inflammatoire via 

l’interaction avec son récepteur TLR4 (Akira et al., 2004).  Pour valider leur hypothèse, Cani et 

collaborateurs ont mesuré les concentrations plasmatiques de LPS durant 24h chez des animaux 

nourris soit avec un régime standard soit avec un régime obésogène (72% de lipides) pendant 4 

semaines (Cani et al., 2007). Ils ont montré que les animaux rendus obèses par le régime (DIO pour 

diet-induced obesity) présentaient une perturbation du rythme circadien de la concentration 

plasmatique de LPS caractérisé par un taux stable à environ à 8 EU/ml comparé à celui des animaux 

standards qui montrait un pic de sécrétion avant le jour (9 EU/ml) suivi d’un taux relativement stable 

autour de 6-7 EU/ml le reste de la journée et de la nuit (Cani et al., 2007).   

Pour montrer l’importance du LPS dans le développement de l’obésité, Cani et collaborateurs ont 

développé un modèle animal d’endotoxémie en implantant à des souris des mini-pompes osmotiques 

délivrant en continu du LPS (100µg/kg/jour) conduisant à une endotoxémie similaire à celle induite 

par la consommation d’un régime hyperlipidique pendant 4 semaines i.e. sans fluctuations 

circadiennes (Cani et al., 2007). Ils ont montré que les souris infusées chroniquement avec le LPS 

développaient une obésité associée à une stéatose hépatique, une résistance à l’insuline et une 

adiposité élevée, de la même manière que les animaux nourris avec un régime obésogène pendant 4 

semaines (Cani et al., 2007).  Parallèlement, les souris DIO comme celles soumises à une endotoxémie 

expérimentale, présentaient une inflammation caractérisée par une augmentation de l’expression de 

TNF-α, Interleukine-1β (IL-1β), IL-6 et Plasminogen-Activator-Inhibitor dans le foie, dans les TA 

viscéraux et sous cutanés ainsi que dans le muscle (Cani et al., 2007).  

A partir de ces résultats, Cani et collaborateurs ont décrit alors le LPS comme un potentiel déclencheur 

de l’inflammation associée à l’obésité. Cette élévation de l’endotoxémie observée lors de l’obésité 

induite par un régime est alors appelée « endotoxémie métabolique ».  
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3.2.	 	Utilisation	de	modèles	déficients	pour	des	molécules	de	
signalisation	de	TLR4		

Pour induire une réponse inflammatoire, le LPS interagit avec plusieurs molécules de signalisation 

dont son récepteur spécifique le TLR4 et une molécule adaptatrice le Cluster de differentitation 14 

(CD14).  L’utilisation de souris Knock-out (KO) pour TLR4 et CD14 a permis de relier le LPS à 

l’inflammation associée à l’obésité. En effet, des souris déficientes pour CD14 sont résistantes à 

l’obésité, à l’inflammation et à la résistance à l’insuline induites par la consommation d’un régime 

obésogène (Cani et al., 2007; Fernandez-Real et al., 2011). De même, l’absence d’une protéine TLR4 

fonctionnelle protège les souris d’une obésité et d’une résistance à l’insuline (Tsukumo et al., 2007; 

Pierre et al., 2013). Cependant, Davis et collaborateurs montrent seulement une atténuation de la prise 

de poids et des troubles métaboliques chez les animaux TLR4 KO (Davis et al., 2008). A l’inverse, 

Suganami et collaborateurs ne décrivent aucun effet protecteur d’une déficience en TLR4 sur l’obésité 

mais montrent une amélioration de l’homéostasie glucidique (Suganami et al., 2007).  

Lors de la liaison du LPS avec TLR4 deux voies de signalisation sont activées : les voies dépendante 

ou indépendante de Myeloid differentiation primary response gene 88 (Myd88) (Akira et al., 2004). 

Plusieurs études se sont intéressées à l’implication de Myd88 dans le développement de l’obésité et 

montrent des résultats divergents en fonction des sites de délétion (Kleinridders et al., 2009; Hosoi et 

al., 2010; Everard et al., 2014). Une délétion spécifique au niveau des cellules épithéliales intestinales 

(IEC pour intestinal epithelial cell) ou au niveau du système nerveux central (SNC) atténue les effets 

du régime sur l’obésité et ses troubles métaboliques (Kleinridders et al., 2009; Everard et al., 2014). 

En revanche, un KO général ou une délétion spécifique au niveau des cellules immunitaires n’induit 

aucune protection (Hosoi et al., 2010; Everard et al., 2014). En fonction du site, le LPS agirait donc 

plus spécifiquement sur l’une des deux voies de signalisation pour induire une réponse inflammatoire.  

Ces résultats décrivent le rôle majeur du LPS et de l’inflammation dans le développement de l’obésité 

induite par un régime obésogène. De plus, le stress du réticulum endoplasmique serait un des 

candidats potentiels  pouvant expliquer l’inflammation lors de l’obésité (Hummasti et al., 2010). 

Pierre et collaborateurs ont montré que les animaux KO pour TLR4 soumis à un régime obésogène ne 

présentaient aucun signe de stress du RE contrairement aux animaux sauvages (Pierre et al., 2013). 

Ainsi, le LPS pourrait également jouer un rôle dans l’induction du stress du réticulum endoplasmique 

observé lors de l’obésité.  
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3.3.  Endotoxémie métabolique, suite des études 

3.3.1. Endotoxémie et consommation d’un régime obésogène  

a) Chez l’homme 

La majorité des études (5/6) montre que la consommation d’un repas hyperlipidique entraîne une 

augmentation de l’endotoxémie par rapport au seuil à jeun (Tableau 2). En revanche, l’étude récente 

de Moreira et collaborateurs, sur une plus grande cohorte de 65 volontaires sains contre 20 dans les 

autres études, n’a pas montré d’élévation de l’endotoxémie après la consommation d’un repas à 50% 

de l’énergie totale apportée par les lipides (Moreira et al., 2016). En revanche, dans une cohorte de 

sujets obèses, la consommation d’un repas riche en lipides induit une augmentation de l’endotoxémie 

postprandiale (Clemente-Postigo et al., 2012).  

Concernant l’effet d’un régime hyperlipidique à plus long terme, Pendyala et collaborateurs ont 

montré que la consommation d’un régime à 40% de lipides pendant 1 mois augmente de 71% 

l’endotoxémie par rapport à un régime à 10% de lipides (Pendyala et al., 2012). De la même manière, 

chez des hommes sains, les taux plasmatiques de LPS sont significativement corrélés à une 

alimentation riche en lipides (Amar et al., 2008). A l’inverse, Laugerette et collaborateurs ont montré 

que la consommation d’un repas à 81% de lipides pendant 55 jours n’a pas d’impact sur l’endotoxémie 

(Laugerette et al., 2014).  

Chez l’homme, il est difficile de conclure sur l’impact d’une consommation d’un régime 

hyperlipidique à long terme sur l’élévation de l’endotoxémie.  

b) Chez l’animal  

Après la publication des travaux de Cani, la majorité des études a confirmé la corrélation entre DIO et 

élévation de l’endotoxémie (Tableau 3-4).  

De façon intéressante, l’élévation de l’endotoxémie ne semble pas dépendante du taux de lipides dans 

le régime. En effet, la consommation pendant 3 semaines d’un régime à 45 % de lipides est suffisante 

pour doubler l’endotoxémie (Geurts et al., 2013) alors que 4 semaines de régime à 78% de lipides 

n’induisaient pas d’élévation de l’endotoxémie chez les mêmes souches de souris (Kless et al., 2015).  

De la même manière, les taux de LPS ne semblent pas être dépendants du temps de régime puisque 18 

semaines de régime à 60% de lipides induisent une augmentation de 70% de l’endotoxémie (Luck et 

al., 2015) tandis qu’après 4 et 8 semaines l’endotoxémie augmentait de 100% et 78%, respectivement 

(Everard et al., 2013; Kim et al., 2014). Cependant, ces valeurs proviennent d’études séparées. 

Uniquement une étude a réalisé un suivi longitudinal pendant 12, 24, 36 et 48 semaines de régime à 
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70% de lipides et montrent que le taux de LPS est stable pour toute la durée de l’intervention (Zhou et 

al., 2014).    

Bien que la majorité des études montre une augmentation du taux de LPS suite à l’ingestion d’un 

régime hyperlipidique, certaines études ne trouvent pas de différence. Notamment, l’étude de Muller et 

collaborateurs montre qu’en fonction des conditions d’hébergement (souris conventionnelles ou 

provenant d’une animalerie « exempt d'organisme pathogène spécifique (EOPS) »), les animaux 

répondent différemment au régime obésogène : hébergées dans une animalerie conventionnelle, les 

souris nourries avec un régime obésogène montrent une augmentation de l’endotoxémie alors 

qu’hébergées dans une animalerie EOPS,  les souris présentent des taux similaires de LPS aux 

animaux nourris avec un régime standard (Muller et al., 2016). L’induction d’une endotoxémie 

métabolique pourrait alors être dépendante du microbiote d’origine de l’animal. 

A l’inverse de chez l’homme, les résultats chez l’animal montrent des résultats plutôt 

homogènes : la consommation chronique d’un régime obesogène induit une élévation de 

l’endotoxémie.  

3.3.2. Endotoxémie	et	obésité	

a) Chez	l’homme	

La plupart des études montrent une corrélation positive entre obésité et taux sanguin de LPS. Dans une 

cohorte de femmes enceintes, les taux plasmatiques d’endotoxines sont doublés chez les femmes 

obèses (IMC moyen avant grossesse de 38.4 kg/m²) comparés à des femmes d’un IMC moyen avant 

grossesse de 22 kg/m² (Basu et al., 2011). L’endotoxémie est également corrélée à l’apparition de 

troubles métaboliques tels que le DBT2 (Creely et al., 2007). Enfin, dans une cohorte finlandaise de 

2 452 personnes, une corrélation significative a été observée entre syndrome métabolique et 

endotoxémie (Kallio et al., 2015).   

Selon les études, après une perte de poids importante, les taux sanguins de LPS diminuent ou restent 

inchangés. En effet, 6 mois après un by-pass gastrique Roux-en Y l’endotoxémie était réduite d’une 

moyenne de 20 % (Monte et al., 2012). De même, une perte de poids suite à 12 mois d’intervention 

diététique chez des adolescents ou une supplémentation en prébiotiques chez l’adulte, diminue le poids 

et l’endotoxémie (Lira et al., 2012; Dehghan et al., 2014). Au contraire, une troisième étude ne montre 

pas d’effet d’une chirurgie bariatrique (Roux-en Y ou Sleeve gastrectomy) 6 mois après l’intervention 

(Ortiz et al., 2014).   

D’autres facteurs tels que la sédentarité (Lira et al., 2010) ou le genre (Varma et al., 2015) peuvent 

influencer l’endotoxémie.  
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b) Chez l’animal 

Peu d’études ont comparé l’endotoxémie d’animaux génétiquement obèses à celle d’animaux 

sauvages. Brun et collaborateurs ont montré que les souris Ob/Ob et db/db présentaient une 

endotoxémie respectivement 2 à 3 fois supérieure à celle des souris sauavges (Brun et al., 2007). A 

l’inverse, les rats Zucker obèses (fa/fa) ont une endotoxémie similaire à celle des Zucker maigres (fa/-) 

(Plaza-Diaz et al., 2014). 

3.4.  Variabilité des valeurs de LPS  

Les valeurs d’endotoxémie retrouvées dans la littérature sont très hétérogènes que ce soit chez 

l’homme ou chez l’animal et dans les groupes standards ou obèses (Cf tableaux 2-3-4). Par exemple, 

chez des rats Sprague-Dawley nourris avec un régime standard, alors que de La serre et collaborateurs 

ont mesuré l’endotoxémie à 0.2 EU/ml, Marques et collaborateurs décrivent une valeur de 10 EU/ml 

(de La Serre et al., 2010; Marques et al., 2016).  

Cette variabilité peut s’expliquer par la difficulté du dosage de LPS (Explications plus précises dans le 

chapitre 2) et la présence d’un nombre important de kits commerciaux. De plus, le LPS interagit avec 

de nombreuses protéines plasmatiques réduisant ainsi la présence de LPS libre sanguin. Le type de 

prélèvement (portal, cardiaque ou au niveau caudal) ainsi que les conditions (présence 

d’anticoagulant) peuvent interférer avec le dosage. Enfin, l’état nutritionnel de l’animal est un facteur 

à prendre en compte, puisque l’absorption intestinale de LPS est dépendante du taux de lipides du 

repas.   

Ainsi, il est difficile de définir l’endotoxémie métabolique avec une valeur absolue. A l’inverse, ce 

qui est homogène entre la plupart des études est que l’endotoxémie augmente chez la personne ou 

l’animal obèse (génétique ou DIO) et qu’elle est corrélée avec les désordres métaboliques de l’obésité 

(Boutagy et al., 2015). Il a alors été proposé par Boutagy et collaborateurs qu’une augmentation de 0.5 

à 2 fois le taux circulant d’endotoxine comparé aux standards de la même étude seraient un meilleur 

indicateur qu’un seuil chiffré (Boutagy et al., 2015). 

3.5.  Autres marqueurs d’endotoxémie 

La demi-vie du LPS dans la circulation sanguine est très courte puisqu’il est rapidement lié avec ses 

transporteurs spécifiques tels que la lipopolysaccharide-Binding Protein (LBP) et CD14 sous sa forme 

soluble (sCD14). Ainsi, mesurer la concentration plasmatique de ses transporteurs permet également 

d’évaluer l’endotoxémie.  
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3.5.1. La LBP 

La production hépatique de la LBP est stimulée par des cytokines pro-inflammatoires produites en 

réponse au LPS. La LBP est ensuite sécrétée dans le sang. La mesure plasmatique de la LBP est alors 

classiquement utilisée comme marqueur de l’endotoxémie à plus long terme.  

a) LBP et consommation d’un régime obesogène 

 Chez l’homme sain, 2 heures après la consommation d’un régime enrichi en graisses et en glucides, la 

concentration plasmatique de LBP augmente jusqu’à atteindre 14,7 µg/ml puis rejoint son seuil initial 

à 10,5 µg/ml 3 heures après le repas (Ghanim et al., 2009). En revanche, la consommation d’un repas 

hyper énergétique par jour (+3180 KJ/jour) pendant 56 jours n’augmente pas les concentrations 

plasmatiques de LPS et LBP.  

 

Chez l’animal, la majorité des études montre que la consommation d’un régime hyperlipidique induit 

une élévation de la concentration plasmatique de LBP (Moreno-Navarrete et al., 2009; Naito et al., 

2011; Laugerette et al., 2012; Benoit et al., 2015; Hamilton et al., 2015; Wang et al., 2015) (Tableau 

5). Comme pour les niveaux plasmatiques de LPS, l’élévation des taux circulants de LBP ne semble 

pas être proportionnelle à la durée ou à la quantité de lipides dans le régime.  En revanche, un régime 

enrichi en huile de palme induit une augmentation plus importante de la LBP que la consommation 

d’un régime enrichi en matières grasses laitières ou huile de tournesol (Laugerette et al., 2012).   

b) LBP et obésité 

Chez l’homme, une élévation de la concentration plasmatique de LBP a été fortement associée à 

l’IMC (Gubern et al., 2006; Sun et al., 2010; Gonzalez-Quintela et al., 2013; Vors et al., 2015).  De 

plus, la concentration plasmatique de LBP a été corrélée à la présence de troubles métaboliques tels 

que l’insulino-résistance et le DBT2 (Sun et al., 2010; Moreno-Navarrete et al., 2012; Gonzalez-

Quintela et al., 2013; Liu et al., 2014).  Enfin, après une perte de poids ou une chirurgie bariatrique, la 

concentration plasmatique de LBP est diminuée pour atteindre des valeurs proches de celles de 

personnes maigres (Moreno-Navarrete et al., 2012; Clemente-Postigo et al., 2015). 

Les souris génétiquement obèses ob/ob et db/db présentent des concentrations plasmatiques de LBP 

augmentées (Naito et al., 2011; Stenman et al., 2013) (Tableau 6). Par ailleurs, Stenman et 

collaborateurs ont montré que cette augmentation n’était pas associée à une expression génique élevée 

de LBP au niveau hépatique suggérant soit un mécanisme post-transcriptionnel ou une production 

extra-hépatique de LBP augmentée (Stenman et al., 2013).  
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3.5.2. 		sCD14		

L’expression génique de CD14 est régulée positivement par le LPS, cependant aucun travail n’a pu 

montrer une corrélation positive entre expression génique de CD14 et concentration plasmatique de 

sCD14. Malgré cette absence de corrélation, le sCD14 est parfois utilisé comme marqueur de 

l’endotoxémie.  

a) sCD14	et	consommation	d’un	régime	obésogène	

Chez l’homme, cette augmentation de sCD14 semble liée aux habitudes alimentaires puisque chez des 

personnes obèses à IMC égal, celles qui avaient des habitudes alimentaires plus saines (plus forte 

consommation de fruits et légumes) présentaient un taux plasmatique de sCD14 plus bas que les 

personnes ayant un comportement alimentaire plus délétère  (Kong et al., 2014). A l’inverse, 

Laugerette et collaborateur montrent qu’un apport hyper énergétique pendant 8 semaines chez 

l’homme entrainerait une baisse des taux de sCD14 (Laugerette et al., 2014). 

Peu d’études utilisent sCD14 comme mesure d’endotoxémie chez l’animal. Une équipe à Lyon a 

montré, chez la souris, un régime enrichi en huile de colza augmente significativement la 

concentration plasmatique de sCD14 à la différence des régimes enrichis en huiles de palme ou 

tournesol (Laugerette et al., 2012). Cette équipe utilise également le ratio LBP/sCD14 comme 

marqueur de l’endotoxémie métabolique, caractérisée par une augmentation de la concentration 

plasmatique de LBP et une diminution de sCD4 plasmatique. Chez la souris, un régime hyperlipidique 

augmente également le ratio LBP/sCD14 (Laugerette et al., 2012).  

b) sCD14	et	obésité	

Plusieurs études chez l’homme ont montré que la concentration plasmatique de sCD14 était 

augmentée chez des personnes obèses comparées à des personnes maigres (Fernandez-Real et al., 

2011; Kong et al., 2014; de Courten et al., 2016). Dans une cohorte de personnes présentant un IMC 

supérieur à 33.45 kg/m², les niveaux systémiques de sCD14 étaient également positivement corrélés 

aux taux circulants de LPS et de LBP  (de Courten et al., 2016). A l’inverse, dans une étude sur une 

cohorte espagnole de 420 personnes, aucune différence au niveau de la concentration plasmatique de 

sCD14 n’est observée entre les personnes obèses ou normo-pondérées (Gonzalez-Quintela et al., 

2013).  

Aucune étude ne s’est intéressée à l’obésité chez l’animal et la concentration plasmatique de sCD14.  

Compte tenu des résultats divergents quant à l’augmentation ou la diminution du taux circulant 

de sCD14 lors de l’obésité, peu d’études l’utilisent comme marqueur d’endotoxémie.  

 



 

  

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentration 
plasmatique LBP 

souris obèses 

Concentration 
plasmatique 

WT 
Méthodes Ref 

Ob/Ob 
32 µg/ml 

10.7 µg/ml 

C57blck 
12 µg/ml 
5 µg/ml 

HyCult 
Biotechnology 

(Stenman et al., 2013) 
(Naito et al., 2011) 

Db/db 
9 µg/ml 

C57blck 
5 µg/ml 

HyCult 
Biotechnology, 

(Naito et al., 2011) 

Tableau 6 : Etudes sur l’impact de l’obésité sur la concentration plasmatique de LBP chez des souris 
génétiquement obèses  
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4. Implication	du	LPS	dans	le	développement	de	l’obésité		

Les LPS peuvent avoir des conséquences néfastes sur le fonctionnement de nombreux organes (Figure 

3). Les LPS pourraient agir soit via l’induction de l’inflammation ou en interférant avec des voies de 

signalisation. Dans cette section, nous détaillerons les effets des LPS sur le TA soulignant la possible 

implication du LPS dans le développement précoce de l’obésité. Nous décrirons ensuite l’impact des 

LPS sur l’hypothalamus et le comportement alimentaire. Enfin, les conséquences de la présence de 

LPS au niveau du nerf vague seront détaillées dans le chapitre 4 section 5.4.3. 

4.1.	 Au	niveau	du	tissu	adipeux	

Le LPS induit des modifications du métabolisme des lipides au niveau du TA bien que les effets 

semblent être dépendants de la dose et du temps d’exposition. En effet, alors qu’une injection aigüe de 

15µg de LPS/kg de poids chez le porc diminue la lipolyse (Guo et al., 2015), une dose plus forte de 1 à 

30 mg /kg de poids chez le rat engendre à l’inverse une augmentation de la lipolyse (Zu et al., 2009).  

De façon chronique, une infusion de LPS in vivo diminue la différentiation des pré-adipocytes en 

adipocytes (Luche et al., 2013; Xiang et al., 2013).  

Retrouvée dans la majorité des études, une injection chronique ou aigüe de LPS conduit à une 

inflammation au niveau des adipocytes, et plus particulièrement des pré-adipocytes, caractérisée par 

une augmentation des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α, Monocyte Chimioattractant 

Protein 1 (MCP1), IL-6 (Chung et al., 2006; Kopp et al., 2009; Luche et al., 2013; Guo et al., 2015; 

Nohr et al., 2016). L’endotoxémie métabolique expérimentale (par implantation de mini-pompes) 

engendre une infiltration de macrophages au niveau du TA (Cani et al., 2007; Luche et al., 2013). La 

surproduction de MCP-1, cytokine qui joue un rôle majeur dans le recrutement de macrophages, 

induite par une exposition au LPS pourrait participer activement à l’infiltration de macrophages 

observée lors de l’obésité (Kopp et al., 2009).   

Le LPS modifie également la sécrétion d’adipokines par le TA. Cependant les résultats sont assez 

hétérogènes compte tenu de la variabilité des méthodes utilisées. In vivo, Guo et collaborateurs ont 

montré qu’une injection aigüe de LPS augmente la production d’adiponectine et ne modifie pas celle 

de leptine (Guo et al., 2015). En revanche, une exposition chronique de LPS à 600 µg/kg/jour chez la 

souris diminue la production d’adiponectine (Nohr et al., 2016). De même, une infusion de LPS in 

vitro diminue la production de leptine, adiponectine et de résistine (Kopp et al., 2009; Taira et al., 

2015).   

 

 



 

 

 

 

 

Figure 3 : Effets du LPS sur l’intestin, le tissu adipeux, le foie, le cerveau et le nerf vague 
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Ces modifications de sécrétion d’adipokines associées à l’augmentation de l’inflammation pourraient 

contribuer au développement de la résistance à l’insuline dans le TA. Ainsi, il a été montré qu’une 

infusion de LPS sur des lignées cellulaires d’adipocytes pouvait entrainer une résistance à l’insuline de 

façon dose et temps dépendante (Chung et al., 2006; Davis et al., 2009).  

Le LPS induit donc des changements notables au niveau de la physiologie des adipocytes et 

pourrait participer activement à l’induction de la résistance à l’insuline au niveau du TA, le 

point de départ du développement de l’obésité. Cependant, la distinction entre réel effet du LPS 

ou de l’inflammation induite par le LPS n’est pas évidente.  

De même, lors de l’obésité il est difficile d’évaluer la part de l’inflammation liée à l’atrophie des 

adipocytes contre celle induite par le LPS.   

4.2.	 Sur	le	comportement	alimentaire	

En plus d’altérer la physiologie de nombreux tissus tels que le foie, le muscle et le TA, le LPS 

probablement via l’induction de l’inflammation impacte également les organes et tissus impliqués 

dans la régulation du comportement alimentaire.   

La première étude montrant la présence d’une inflammation au niveau du cerveau d’animaux nourris 

avec un régime hyperlipidique a été publiée en 2005  (Zhang et al., 2005). Les auteurs ont montré que 

des rats nourris avec un régime hyperlipidique (45% de lipides) pendant 20 semaines présentaient une 

augmentation du stress oxydant et de prostaglandine E2 au niveau du cortex cérébral suggérant alors 

une inflammation neuronale (Zhang et al., 2005). Par la suite, d’autres études ont confirmé la présence 

d’inflammation, caractérisée par une surproduction de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α, 

IL-6 and IL1-β dans le cerveau et plus particulièrement dans l’hypothalamus, le centre de régulation 

de la PA (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009). De plus, cette inflammation semble être 

associée à une perte de sensibilité aux signaux satiétogènes de l’insuline et la leptine, deux hormones 

anorexigènes (De Souza et al., 2005; de Git et al., 2015). Le LPS étant un puissant inducteur 

d’inflammation, des auteurs ont ensuite voulu connaître l’implication du LPS dans ces phénomènes de 

résistance à la leptine. Milanski et collaborateurs ont injecté en i.p. des rats DIO avec des anticorps 

anti-TLR4 (Milanski et al., 2009) et ont montré que les rats traités ne prenaient pas autant de poids que 

les animaux non-traités mais surtout ne présentaient pas d’inflammation ni de résistance à la leptine au 

niveau hypothalamique (Milanski et al., 2009). De plus, les souris portant une délétion spécifique au 

niveau central de Myd88 étaient protégées de l’obésité et toujours sensibles à la leptine (Kleinridders 

et al., 2009). Enfin, une injection aigüe en i.p de LPS (300µg/kg de poids) ou chronique augmente 

l’expression du Suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), un marqueur de la résistance à la leptine, 

au niveau de l’hypothalamus (Yamawaki et al., 2010)(de La Serre et al., 2015) et des neurones 

afférents du vague (mécanismes développés dans le chapitre 4 section 5.4.3).  
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Ces résultats montrent l’implication forte du LPS dans le développement de la résistance à la 

leptine hypothalamique, et donc de l’altération du comportement alimentaire chez les personnes 

obèses. 

 

 

 

 

 

En résumé :   

Véritable problème de santé publique, l’obésité est une maladie chronique qui est associée à un 

grand nombre de troubles métaboliques. Ces complications seraient liées à l’installation d’une 

inflammation chronique de faible intensité dite de bas grade.  

Les recherches de ces dernières années ont identifié les lipopolysaccharides, des composés des 

membranes des bactéries du microbiote intestinal, comme des potentiels déclencheurs de cette 

inflammation chronique de bas grade. Une fois dans le sang, ces LPS engendrent une 

inflammation et seraient ainsi à l’origine des troubles métaboliques et comportementaux 

associés à l’obésité.  

En revanche, les mécanismes précis expliquant pourquoi, lors de l’obésité, les LPS sont capables 

de traverser la barrière intestinale et d’atteindre le système circulatoire ne sont pas encore 

connus. Comprendre par quelles voies les LPS traversent l’intestin et/ou les défauts de prise en 

charge hépatique et plasmatique seraient des atouts essentiels pour élaborer des stratégies de 

prévention efficaces contre l’obésité.  
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Chapitre	2	:		 	

Mécanismes	intestinaux	et	hépatiques	limitant	
l’entrée	et	la	diffusion	du	LPS	dans	l’organisme	

La présence dans le sang de LPS due à la consommation d’un régime obesogène semble être un 

facteur important dans l’installation de l’obésité. De nombreuses études ont établi le lien entre 

consommation d’un régime obesogène et l’endotoxémie. De même, le LPS a été clairement identifié 

comme le facteur déclenchant du sepsis et du choc septique. Connaître les mécanismes de prise en 

charge du LPS dans l’organisme permettrait ainsi d’élaborer des stratégies de prévention et de 

traitement efficace contre ces deux pathologies.  

Ce chapitre détaillera les différents mécanismes de prise en charge des LPS au niveau intestinal et 

hépatique afin de limiter sa diffusion dans le sang et les organes périphériques et centraux. Nous 

décrirons également les deux principales maladies associées avec le LPS qui sont le choc septique et 

l’endotoxémie métabolique.  

Ce chapitre a fait l’objet d’une revue de littérature, écrite durant ma thèse et publiée en mai 2016 dans 

American Journal of Physiology Gastrointestinal and Liver Physiology. J’ai choisi de présenter ce 

chapitre sous sa forme originale. C’est pourquoi certaines parties telles que la physiopathologie du 

sepsis sont légèrement éloignées de mon sujet. De même, certains paragraphes comme l’endotoxémie 

métabolique ont déjà été décrits dans le chapitre 1.  
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lipopolysaccharide into the systemic circulation

Mathilde Guerville and Gaëlle Boudry
INRA UR1341 ADNC, Domaine de la Prise, Saint-Gilles, France

Submitted 7 March 2016; accepted in final form 30 April 2016

Guerville M, Boudry G. Gastrointestinal and hepatic mechanisms limiting
entry and dissemination of lipopolysaccharide into the systemic circulation. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol 311: G1–G15, 2016. First published May 5,
2016; doi:10.1152/ajpgi.00098.2016.—The human microbiota consists of 100 tril-
lion microorganisms that provide important metabolic and biological functions
benefiting the host. However, the presence in host plasma of a gut-derived bacteria
component, the lipopolysaccharide (LPS), has been identified as a causal or
complicating factor in multiple serious diseases such as sepsis and septic shock and,
more recently, obesity-associated metabolic disorders. Understanding the precise
mechanisms by which gut-derived LPS is transported from the gut lumen to the
systemic circulation is crucial to advance our knowledge of LPS-associated dis-
eases and elaborate targeted strategies for their prevention. The aim of this review
is to synthetize current knowledge on the host mechanisms limiting the entry and
dissemination of LPS into the systemic circulation. To prevent bacterial coloniza-
tion and penetration, the intestinal epithelium harbors multiple defense mechanisms
including the secretion of antimicrobial peptides and mucins as well as detoxifi-
cation enzymes. Despite this first line of defense, LPS can reach the apical site of
intestinal epithelial cells (IECs) and, because of its large size, likely crosses IECs
via transcellular transport, either lipid raft- or clathrin-mediated endocytosis or
goblet cell-associated passage. However, the precise pathway remains poorly
described. Finally, if LPS crosses the gut mucosa, it is directed via the portal vein
to the liver, where major detoxification processes occur by deacetylation and
excretion through the bile. If this disposal process is not sufficient, LPS enters the
systemic circulation, where it is handled by numerous transport proteins that clear
it back to the liver for further excretion.

intestinal barrier function; metabolic endotoxemia; sepsis; antimicrobial peptides;
liver LPS detoxification

THE GUT MICROBIOTA consists of bacteria, archaea, eukaryotes,
and viruses totaling 100 trillion microbes. It is now established
that the gut microbiota has a critical role in multiple biological
functions. These microorganisms benefit the host by hydrolyz-
ing undigestible carbohydrates, synthesizing vitamins, partici-
pating in immune system maturation, and protecting against
pathogens (45). However, some bacteria can be highly patho-
genic when they enter and colonize the gastrointestinal tract
(GIT), and others, called pathobionts, become pathogenic un-
der certain circumstances while normally symbiotic. Bacterial
components can also be secreted or shed from the bacteria and
have deleterious impact on the host. All bacteria including
those colonizing the gut can be divided into two groups,
Gram-negative and Gram-positive bacteria, depending on their
cell wall structure and outer membrane. Gram-negative bacte-
ria contain lipopolysaccharides (LPSs) coating their thin pep-
tidoglycan cell wall. LPSs are the major lipidic components of
the outer membrane and are vital for the structural and func-
tional integrity of the bacteria. They form a barrier, permeable

only to small hydrophobic compounds, preventing penetration
of bile salts and antimicrobial agents into the bacteria (112).
Over the past decades, the presence of LPS, commonly referred
to as endotoxin, in the plasma has been correlated to multiple
diseases including sepsis and septic shock but also more
recently to obesity and its associated metabolic disorders.

Gut microbiota is the major source of LPS, and it has been
estimated that the host lives continuously with �1 g of LPS
within the gut (49). In healthy conditions, multiple mechanisms
are involved at different levels, from the gut mucosa to the
liver, to keep LPS within the gut lumen and avoid its presence
in the systemic circulation. The purpose of this review is to
synthetize the current knowledge on these mechanisms. We
first describe the general LPS structure characteristics and its
distribution along the gut. In a second section, we focus on the
pathophysiology of sepsis and metabolic endotoxemia, two
LPS-associated diseases, which differ in the level of LPS
circulating in the host plasma. Third, the mechanisms involved
within the gut to limit LPS penetration are discussed with a
focus on the precise LPS crossing pathways through intestinal
epithelial cells (IECs). Finally, we discuss the principal LPS
detoxification and disposal processes at the liver and plasma
levels.
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Lipopolysaccharides: Structure, Biosynthesis, Distribution,
and Quantification

Structure. LPS from all Gram-negative bacteria, either com-
mensal or pathogenic, share essentially the same structure (Fig.
1): an O-polysaccharide chain, an R-core, and a lipid A moiety
(27, 50).

The O-polysaccharide chain consists of repetitive subunits
each containing one to eight sugars (Fig. 1). This chain varies
by the number and composition of sugars (ribofuranose, acet-
amidoyl, xylose . . . ), the number of subunits, chemical
linkage, and the nature of the terminal monosaccharide (27,
50). The number of O-polysaccharide subunits varies within a
species: for example, Escherichia coli includes 170 various
O-serotypes among multiple strains (128). Moreover, some
enteric mucosal bacteria, such as strains of Enterobacteriaceae,
lack this O-chain, and are called “rough-type” strains based on
resulting colony morphology. The O-polysaccharide chain car-
ries the LPS antigenic property targeted by the host comple-

ment system (128) and determines the serological specificity of
a bacterium. The subsequent activation of the host complement
and thereby the degree of bacteria lysis varies depending on the
structure of this O-polysaccharide chain (64, 128). However, in
some cases, the O-polysaccharide chain also protects the bac-
teria from the host response. Some bacteria harbor particular
ramified O-chain conformations that prevent activation of the
host complement and phagocytosis by host phagocytic cells
(30). Other bacteria, like Neisseria gonorrhoeae, carry O-poly-
saccharide chains with antigen conformations similar to host
antigens, enabling the bacteria to escape the host immune
system (30). Finally, depending on its composition, the O-
chain binds host proteins termed adhesins that help bacterial
adhesion to the host tissue, thereby determining the bacteria
colonization rate (30).

Attached to the O-polysaccharide chain, the R-core is often
divided into two parts (Fig. 1): the outer core composed of
common sugars such as glucose or galactose and the inner core
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Fig. 1. Organization of the Gram-negative bacteria cell walls and structure of LPS. Left: Gram-negative bacteria walls are divided into 2 layers, the inner and
the outer membranes, that are separated by the periplasm composed of a peptidoglycan layer. LPSs are endotoxins anchored to the outer membrane (27, 128).
Right: LPS contains 3 major parts: the O-polysaccharide chain (top), the R-core (middle), and lipid A (bottom). The O-polysaccharide chain consists of repetitive
subunits that contain 1–8 sugars. Linked to the O-chain, the R-core, less variable, is often divided into 2 parts: the outer and the inner core. The lipid A moiety
consists of a disaccharide backbone carrying ester and amine-linked fatty acids (FA) (27, 128).
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that contains unusual sugars such as 3-deoxy-D-manno-octu-
losonic acid [also named keto-deoxyoctulosonate (Kdo)] and
heptoses (27, 50, 128). Nonetheless, recent studies have shown
that hexoses can be found in the outer core as well as heptoses
on the inner part (30). The R-core links the O-chain structurally
with the lipid A and does not activate the immune system.

The lipid A moiety, covalently linked to the inner core,
carries the endotoxic activity of LPS (Fig. 1). Typically, it is
composed of a disaccharide bearing two phosphate groups at
positions 1 and 4=. The disaccharide is connected to four fatty
acids attached via either an amide linkage at positions 2 and 2=
or an ester linkage at positions 3 and 3=. These primary fatty
acids can be hydroxylated and esterified by secondary fatty
acids (27, 50, 128). The LPS lipid A moiety, more precisely its
fatty acyl chains, is recognized by the host transmembrane
receptors Toll-like receptors (TLRs), mainly TLR4 (124), and
leads to immune system activation. Lipid A endotoxicity varies
depending on several structural factors including the number
and length of acyl chains and the phosphorylation state of the
disaccharide backbone (27, 50). Nevertheless, because of the
relative homogeneity of the gut environment compared with
other ecosystems, lipid As from enteric bacteria present a
relatively low variability (30). It is noteworthy, however, that
Gram-negative bacteria are able to modulate the expression of
lipid A-synthesizing enzymes in response to environmental
signals such as inflammation, leading to reduced TLR4 induc-
tion as well as resistance to antimicrobial peptides (AMPs)
(35).

Biosynthesis and LPS release from bacteria. The general
LPS biosynthesis pathway is quite conserved within the bac-
terial world. At the cytoplasmic surface of inner membrane, the
O-polysaccharide chain is synthesized by glycosyltransferases
using nucleotide sugars as donors. The O-chain is then trans-
ported to the periplasm by the transporter Wzx and polymer-
ized by the Wzy and Wzz enzymes. The lipid A biosynthetic
pathway involves nine enzymes and occurs both at the inner
membrane and in the cytoplasm (128). The inner and outer
R-cores are synthesized and assembled on the lipid A at the
cytoplasmic surface of the inner membrane by glycosyltrans-
ferases through a rapid and efficient process. The lipid A/R-core
moiety is then flipped across the inner membrane to the periplas-
mic side by the ATP-binding cassette transporter MSba. The
assembly of the O-polysaccharide chain on the lipid A/R-core
moiety is mediated by the WaaL enzyme at the periplasm. Several
other modifications can occur at the periplasmic side, including
lipid A-specific modifications (127). LPS is then transported and
assembled at the cell surface by the LPS transport pathway
involving seven lipopolysaccharide transport proteins (LPTs), A
to G (114).

LPS can be released from the bacteria outer membrane and
circulate as a free molecule. LPS release occurs during both
bacteria growth and death. The outer membrane is attached to
the inner membrane by lipoproteins. However, these two mem-
branes can separate, resulting in the release of outer mem-
brane-contained LPS (30). This phenomenon may occur during
normal bacterial division or abnormal growth of outer mem-
brane (30). Moreover, LPS is also released during natural death
of bacteria, but release can also be induced by antibiotic
treatment. For example, chloramphenicol induces outer and
inner membrane separation, leading to LPS shedding. The
antibiotic polymixin B exhibits a high affinity to LPS and

exerts a potent pressure that detaches LPS from the outer
membrane. Thus the amount of LPS released is dependent on
the type of bacterial death, antibiotic concentration, and incu-
bation (152).

Distribution along the gut and throughout life. The gut
prokaryote microbiota represents 100 trillion microbes with
�500 species, classified into 9 major phyla: Firmicutes (Gram
positive), Bacteroidetes (Gram negative), Actinobacteria
(Gram positive), Proteobacteria (Gram negative), Verrucomi-
crobia (Gram negative), Cyanobacteria (Gram negative), Fu-
sobacteria (Gram negative), Spirochaetes (Gram negative), and
TM7 (Gram positive) (45). Intestinal sections display differ-
ences in bacterial growing conditions due to pH and oxygen
environment or the quality and quantity of mucus and AMPs,
explaining the great bacterial diversity along the gut. Bacterial
concentration increases gradually along the gut from 103–4

microbes per gram of content in the small intestine to �1011–12

per gram of content in the colon (18). Besides this oral-aboral
gradient in the quantity and quality of the microbiota, an
intraluminal radial gradient of bacterial composition also ex-
ists, due to the distribution of oxygen and nutrients provided by
the host tissues (4).

Because of technical constraints, microbiota composition
along the human gut is not easily measurable. Data are scarce
and rely on tissue samples collected from surgical procedures
or biopsies and rarely on luminal content samples. However,
the microbiota composition of duodenal digesta aspirate was
recently studied in healthy adults. Duodenal digesta harbored
mostly Gram-positive bacteria belonging to the phyla Firmic-
utes (60% of total bacteria) and Actinobacteria (25%), whereas
Gram-negative bacteria were far less abundant (Proteobacteria
10% and other phyla 5%) (6). In jejunum and ileum tissues,
biopsy microbiota analysis revealed that the Gram-positive
Firmicutes remains the major phyla (43%); however, the quan-
tity of Gram-negative Proteobacteria and Bacteroidetes in-
creases gradually to reach 23% and 20%, respectively, from the
jejunum to the ileum (33, 38). Biopsy analyses of large intes-
tinal tissues highlight the larger microbial diversity in the large
compared with the small intestine, with representatives from
each of the nine phyla, yet the colon is still dominated by two
major phyla, with 50% Gram-negative Bacteroidetes and 45%
Gram-positive Firmicutes (56). Compared with human data,
animal models allow a more precise quantification of the
bacterial composition along the gut. The mouse microbiota
Gram-negative-to-Gram-positive bacteria ratio seems rela-
tively stable along the gut (70/30) from the duodenum to the
colon (65), whereas a major shift in this ratio between the small
and the large intestine occurs in pig (80/20 and 20/80 in the
small and large intestine, respectively) (163). Despite the
discrepancies and uncertainty, it remains clear that because of
the increased concentration of bacteria along the gut the num-
ber of Gram-negative bacteria increases dramatically from the
duodenum to the rectum.

Drastic changes in the gut microbiota also occur during life.
Before birth the fetal intestine is sterile; colonization begins
when the infant is exposed to maternal vaginal and colonic
bacteria. At birth, human fecal microbiota contains equal
quantities of Gram-negative and -positive bacteria (78). During
the first 3 yr of life, the bacterial diversity increases, leading to
a state of relative stability. The proportion of Gram-positive
bacteria increases gradually to reach 85% at 2 yr of age (78).
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During lactation, the diet is constituted exclusively of breast
milk, which contains numerous factors that influence growth of
commensal intestinal bacteria but can also bind LPS with high
affinity, thus influencing possible dissemination of LPS to the
neonatal host (77). Lactoferrin (LF), the major whey protein in
breast milk, exhibits multiple functions including antimicrobial
activity and immunomodulatory effects (41, 139). LF exhibits
high affinity for LPS. Similarly, breast milk contains a high
concentration of cluster of differentiation 14 (CD14; 20 �g/ml
at 5 days postpartum), which can also bind intraluminal LPS,
enabling its dissemination in the neonatal host (90).

The fecal microbiota is relatively stable throughout adult life
if no major dietary, metabolic, or inflammatory changes occur.
However, modifications start to occur at advanced ages (70–90
yr), with the most noticeable changes in the fecal microbiota of
elderly individuals being an increase in the abundance of
Gram-negative bacteria due to an alteration in the relative ratio
of Firmicutes to Bacteroidetes (105).

Detection and quantification of LPS-bearing bacteria and
LPS. Although not really accurate, determination of the ratio of
Gram-negative to -positive bacteria gives a rough estimation of
the potential quantity of LPS in the intestinal microbiota, or at
least allows evaluation the potential variation between different
conditions. The well-known method of Gram coloration is
based on the ability of the peptidoglycan layer to retain dyes.
Gram-positive bacteria that have a thin layer will be colored
purple by crystal violet dye, whereas Gram-negative bacteria
that have a thick layer will be counterstained pink by safranin
(9). In addition to this classical method, the polymerase chain
reaction can also be used to quantify Gram-positive and -neg-
ative bacteria populations, using consensus sequence for
Gram-negative or -positive bacteria (76). Moreover, metag-
enomic analysis of microbial genes now allows the determina-
tion of the expression of bacterial genes involved in LPS
biosynthesis (53). However, many genes are involved in LPS
biosynthesis, and the relationship between changes in biosyn-
thesis gene expression and the actual number of Gram-negative
bacteria or LPS concentration is not straightforward.

Quantification of the concentration of LPS molecules is
possible in various fluids, such as plasma but also fecal water,
with different methods. Specific LPS components such as Kdo
contained in the R-core or the hydroxymystiric acid contained
in the lipid A moiety can be detected by colorimetric assays.
However, these methods have limitations since Kdo does not
have the same absorbance depending on its structure and the
number of hydroxymystiric acids differs depending on the
LPS. Another possibility is detection of LPS O-polysaccharide
chains with competitive ELISA methods. Multiple companies
have commercialized kits providing precoated plates with an-
tibody against the LPS O-polysaccharide chain. However,
there is not much information about the precoated antibodies
and therefore about the type of LPS that is measured. More-
over, this method does not target the lipid A moiety involved
in TLR4-mediated inflammation. Finally, another way to quan-
tify LPS is to measure its endotoxic activity. The most widely
used test is the Limulus amebocyte lysate (LAL) assay, based
on the property of Limulus amebocytes of coagulating in
contact with LPS. This coagulation process triggers a signaling
cascade leading to the formation of two molecules that can be
detected by either colorimetric or turbidimetric assays. Hence,
LPS concentration is expressed in international endotoxin units

(EU), whereby 1 EU equals 100 pg of E. coli 0113:H10:K LPS.
The LAL assay measures LPS biological activity and not the
LPS still bound to plasma molecules such as soluble CD14
(sCD14) or lipopolysaccharide-binding protein (LBP). In ad-
dition, the LAL assay has been shown to interact with other
factors including the various anticoagulants added during sam-
ple collection (17). These issues might explain the large range
of endotoxin baseline values in healthy individuals (from 0.1 to
60 EU/ml) observed in the literature (17).

Endotoxin-Associated Diseases

LPS may be a causal or complicating factor of multiple
serious diseases. The inflammatory bowel diseases (IBDs)
ulcerative colitis and Crohn’s disease are both characterized by
an exaggerated mucosal inflammation leading to chronic diar-
rhea and abdominal pain. Plasma LPS levels are increased in
IBD patients (24, 67, 117) and highly correlated with the
severity of the disease (67). Furthermore, elevated plasma LPS
has been correlated with other diseases including psychiatric
disorders such as autism (48) or Alzheimer’s disease (162) but
also respiratory problems like asthma (42). Despite the in-
creased plasma LPS levels in these diseases, the role of LPS in
their etiology has not been firmly established. On the other
hand, a central role of LPS in the pathophysiology of sepsis
and septic shock has been described. Moreover, over the past
decades, the presence of LPS at low concentrations in the
blood has also been connected to metabolic disorders. This
chronic low endotoxemia has been termed “metabolic endo-
toxemia.” The pathogenesis of these two endotoxin-related
conditions, sepsis and metabolic endotoxemia, are discussed
below after a general overview of the mechanisms of inflam-
mation triggered by endotoxin in immune-competent cells.

Endotoxin and inflammation. GENERAL OVERVIEW. One of the
mechanisms by which the innate system prevents invasion of
pathogenic bacteria is through TLRs, which recognize specific
molecular patterns that are present on bacteria, including LPS
(3, 123). Eleven members of the TLR family have been
identified in mammals, whereas LPS binds mainly TLR4. Most
immune-competent cells express TLR4 and activate the same
signaling pathways triggered by LPS binding (153). Before
TLR4 signal activation CD14, a glycosylphosphatidylinositol-
anchored membrane protein (mCD14) that also exists in a
soluble form (sCD14), binds LPS. CD14 transfers LPS to
Lymphocyte antigen 96 (MD2), a protein expressed on the cell
surface complexed with TLR4 that dimerizes and triggers two
different signaling pathways: the myeloid differentiation pri-
mary response gene 88 (Myd88) and the Toll interleukin-1
receptor domain-containing adapter-inducing interferon-� de-
pendent pathways. Both lead to the recruitment of numerous
downstream molecules, which results in the translocation of
transcription factors nuclear factor-�B (NF-�B) and interferon
regulatory factor 3 to the nucleus and the transcription of
proinflammatory cytokines such as interleukin (IL)-8, IL-6,
IL-1�, IL-12, interferon (IFN)-�, and tumor necrosis factor
(TNF)-� mRNA (3, 123).

PARTICULARITY OF INTESTINAL EPITHELIAL AND IMMUNE CELLS.

Given the proximity between IECs and the gut commensal
bacteria, the intestinal mucosa has evolved to maintain immu-
nological tolerance (1, 2). The small and large intestine express
TLR4 at low levels compared with other organs such as the
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spleen (1). Moreover, one study showed that TLR4 is predom-
inantly localized on the IEC basolateral side (58), thereby
avoiding TLR4 interaction with luminal LPS. However, the
precise localization of TLR4 remains inconsistent between
studies (25, 72, 107). More importantly, IECs are poorly
responsive to LPS (1). In vitro prolonged exposure of IEC cell
lines to LPS results in a state of LPS tolerance that includes a
decreased TLR4 surface localization (2) and increased expres-
sion of molecules inhibiting TLR4 signaling including the
Toll/IL-1R domain-containing inhibitory protein (116) and
single Ig IL-1R-related molecule (159). Similarly, immune
cells from the lamina propria have developed protective mech-
anisms against continuous LPS stimulation. Dendritic cells
(DCs) express TLR4 but are poorly responsive to LPS (29).
Isolated macrophages from lamina propria are devoid of sur-
face CD14, leading to a considerable downregulation of LPS-
induced proinflammatory activity (140).

Pathophysiology of sepsis. One of the most challenging
tasks in critical care medicine is the treatment of serious
infections associated with multiple organ failure, termed sep-
sis, severe sepsis, or septic shock depending on the severity of
the infection. Sepsis was originally described as systemic
inflammation in response to microbial infection that can prog-
ress to septic shock, a catastrophic syndrome characterized by
refractory hypotension and multiple organ failure (7, 115).
Both Gram-negative and Gram-positive bacteria can play a role
in causing sepsis (115), and the presence of bacteria or bacte-
rial toxin is recognized to be the most potent mediator impli-
cated in the pathogenesis of sepsis and septic shock. Among
bacterial toxins, early clinical experiments have described the
role of high doses of LPS in the pathogenesis of sepsis. High
endotoxemia can be detected in 20–89% of septic patients
(89). A single injection of LPS to healthy volunteers triggers
symptoms similar to sepsis shock (142, 151). C3H/HeJ mice,
which have a loss of function in TLR4, showed resistance to
sepsis after a high dose of LPS, whereas their wild-type
littermates died after the same or even lower doses of LPS
(124). These experimental and clinical data confirm the in-
volvement of high plasma LPS concentrations in sepsis and
septic shock. Although the origin of endotoxemia might be via
a trauma or severe infection, a defective intestinal barrier
function allowing enteric LPS to cross the intestine makes an
important contribution to the onset and maintenance of the
inflammatory state (133).

The pathogenesis of sepsis consists of three phases. First,
LPS binds its specific receptor TLR4, expressed in most
immune-competent cells (153), leading to the release of pro-
inflammatory cytokines contributing to the generalized inflam-
mation (“cytokine storm”). This inflammation promotes dis-
seminated intravascular coagulation and formation of micro-
thrombi that exacerbate the intensity of sepsis (115). Second,
the localized process becomes systemic, leading potentially to
multiple organ failure (115). In this second phase, the body
responds by a balanced release of pro- and anti-inflammatory
molecules. Finally, during the later phase the innate immune
system develops an endotoxin-tolerant phenotype (15): the
anti-inflammatory process overwhelms the proinflammatory
one. This phase is characterized by a downregulation of pro-
inflammatory cytokines and TLR expression, associated with
an increase in anti-inflammatory cytokines such as IL-10,
reducing the immune response against LPS (15, 115). How-

ever, cells from other tissues and organs (like liver, kidney,
lung, brain, or the GIT) can still be hyperreactive to LPS,
causing hyperinflammation in these tissues. This later state is
correlated to high risks of mortality (15).

Metabolic endotoxemia. Unlike acute inflammation ob-
served in sepsis, metabolic syndrome is characterized by a
chronic low-grade inflammation and endotoxemia with LPS
plasma levels five times lower than those observed in sepsis.

The incidence of obesity worldwide has increased drastically
during recent years. According to the World Health Organiza-
tion, 39% of adults over 18 yr old were overweight and 13%
were obese in 2014. Obesity is associated with multiple met-
abolic disorders described as the metabolic syndrome including
type II diabetes, cardiovascular diseases, and nonalcoholic
fatty liver disease (74, 79). Over the years, it has become clear
that obesity is associated with a state of chronic low-grade
inflammation characterized by increased inflammatory marker
circulating levels such as TNF-�, C-reactive protein, IL-1-�,
plasminogen activated protein, IL-6, IL-8, IL-10 or macro-
phage chemotactic protein-1 (74, 79). The adipose tissue seems
to be the starting point of this general low-grade inflammation
(79). At the onset of obesity, the adipose tissue rapidly shows
infiltration by macrophages (74, 79). This local inflammation
rapidly reaches the systemic circulation and activates a stress
pathway that disrupts metabolic cascades in host tissues, espe-
cially insulin signaling, leading to insulin resistance (IR). In
this IR state, insulin fails to increase glucose uptake by target
tissues, to inhibit liver glucose production and adipose tissue
lipolysis. To counteract this lack of effects, pancreatic �-cells
constantly increase their insulin secretion until they fail, result-
ing in insulin production deficiency (74, 79). Since insulin is
involved in several metabolisms, IR leads to multiple meta-
bolic disorders. For instance, IR reduces the inhibition of
adipose tissue lipolysis, thereby increasing free fatty acid
(FFA) release in the bloodstream. Hence, FFAs reach the liver,
where they are esterified and stored as triglycerides in hepato-
cytes (40). This steatosis is tightly associated with chronic
hepatic inflammation and can progress to more dramatic states
influenced by additional factors including inflammatory cyto-
kines or adipokines (40).

Although the low-grade inflammation state and downstream
consequences were widely accepted, the original source of the
adipose tissue inflammation was unknown until Cani et al.
hypothesized that enteric LPS could be an early factor in the
triggering of low-grade inflammation. By measuring plasma
LPS, they showed a perturbation of the circadian rhythm of
LPS circulating levels as well as a small, yet significant
(1.4-fold), increase of endotoxemia in mice fed for 4 wk with
a high-fat diet (72% fat of total calories) compared with
chow-fed animals (21, 22). They confirmed the key role of LPS
in diet-induced low-grade inflammation using osmotic mini-
pumps delivering small amounts of LPS continuously to mice
over 4 wk in order to mimic chronic metabolic endotoxemia
(21). High-fat diet and experimental endotoxemia induced the
same metabolic disorders, i.e., inflammation, weight gain, and
hepatic steatosis (21). In addition, using mice knocked out for
TLR4 signaling molecules, multiple studies demonstrated that
a deletion of TLR4 or CD14 prevented diet-induced weight
gain and metabolic disorders (21, 36, 52, 54, 121, 126, 132,
145). On the other hand, deletion of Myd88 showed various
results depending on the site of deletion: while specific deletion
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in IECs or in the central nervous system partially protected the
animals from diet-induced obesity, a whole body deletion of
Myd88 as well as specific deletion in immune cells did not
show protection (51, 73, 85). It is noteworthy that although the
correlation between metabolic syndrome and elevated endo-
toxemia has been confirmed in multiple animal studies either in
diet-induced obesity or genetic models of obesity, some studies
also failed to detect increased plasma LPS in obese animals
(12, 86). Thus, because of differences in protocols in terms of
diet composition, length of diet consumption, and animal
models, it still remains unclear when, where, and how precisely
elevated endotoxemia occurs during consumption of a high-fat
diet. In humans, obese phenotype is associated with elevated
endotoxemia (34, 81) and elevated TLR4 expression in several
tissues (17) including adipose tissue (34). In addition, a rapid
weight loss obtained after bariatric surgery is accompanied by
decreased endotoxemia and TLR4 and CD14 expressions in
mononuclear cells (108). However, the relationship between
consumption of high-fat diet and elevated endotoxemia is still
unclear (17). While two studies showed a correlation between
high-fat diet consumption and elevated fasted endotoxemia (5,
119), fat overconsumption (	760 kcal/day) for 8 wk did not
change endotoxemia in healthy volunteers (93).

Intestinal Barrier Function and LPS

Gut microbiota is the major source of LPS, and the primary
site of LPS entry is through the gut. Nevertheless, the mech-
anisms and the place of passage of LPS across the intestinal
mucosa are not fully understood. In this section, we first
describe the mechanisms that limit the presence of LPS at the
apical side of IEC and then focus on the transport of LPS
across IEC.

Luminal mechanisms limiting access of LPS to intestinal
epithelial layer. A wide range of molecules, including mucins
and AMPs are secreted by enterocytes, goblet cells (GCs), and
Paneth cells along the intestine. They can all act on luminal
bacteria, including Gram-negative bacteria, thus limiting the
number of LPS-bearing bacteria and LPS molecules coming in
close contact with the apical side of the IEC.

MUCINS. The mucus is composed of complex carbohydrates
forming a gel lining the epithelium. The mucus is hydrophobic,
providing a physical barrier that protects the epithelial cells by
acting as a diffusion barrier with its bound water. The organi-
zation of the mucus differs along the gut: the small intestine
harbors a single layer, while the colon displays an outer layer,
normal habitat for commensal bacteria, and an inner layer
densely packed with small pores that physically prevent bac-
teria penetration (118). The major components of the mucus
that give the mucus its gel-like properties are mucins. These
proteins, synthesized by GCs, form a gel with their heavily
O-glycosylated residues (118). Up to 20 different mucin genes
have been described: Muc1 to Muc20. Muc5 is one of the most
abundant proteins in the stomach mucus, whereas Muc2 is in
greater quantity in the intestine, especially in the large intestine
(131). Several factors can regulate Muc2 expression including
proinflammatory cytokines, bile acids (125), as well as LPS
itself, which upregulates Muc2 expression through NF-�B
activation (99).

ANTIMICROBIAL PEPTIDES. Paneth cells are epithelial secretory
cells confined to the bottom of the crypts in the small intestine.

They release large granules containing a wide variety of AMPs
and enzymes in the crypts that disseminate into the mucus
layer. These proteins are synthesized in response to Gram-
positive or -negative bacteria but also LPS itself detected in the
lumen (8). However, as the small intestine is constantly ex-
posed to bacteria, Paneth cells likely secrete granules contin-
uously. AMPs have different mode of actions toward LPS,
either targeting LPS directly or inducing bacterial death, and
therefore LPS release. Their direct action on LPS is due to their
cationic nature. AMPs bind the negatively charged LPS (13),
which, once bound to AMPs, is no longer able to trigger
TLR-mediated inflammation. AMPs also target bacteria by
binding to their cell membrane. The most abundant AMPs
released into the crypt lumen by Paneth cells are defensins,
divided into two subgroups depending on their cysteine resi-
dues: �- and �-defensins. Defensins permeabilize cell mem-
branes, leading to bacteria death (13). Moreover, defensins are
able to bind lipid II, a key precursor in bacterial cell wall
biosynthesis, which leads to a perturbation in the biosynthesis
machinery, resulting in lesions in the cell wall (134). In
addition to their antimicrobial activities, a number of defensins
have a role in innate immunity, since most of them are
chemoattractant for monocytes or T cells (136).

Paneth cells also secrete enzymes: lysozyme C and group
IIA phospholipase A2 (PLA2). Both disrupt bacterial cell wall
homeostasis, leading to bacteria death. Lysozyme C cleaves the
peptidoglycan of the bacteria cell wall, whereas PLA2 de-
grades bacteria membrane phospholipids (88, 110). Lysozyme
C exhibits antimicrobial activity against both Gram-negative
and -positive bacteria, whereas PLA2 has a preferential activity
against Gram-positive bacteria (13). Enterocytes, but also Pan-
eth cells, secrete type C lectins: regenerating family member
(Reg)3� and Reg3�. The rodent ortholog to Reg3�, Reg3�,
has antimicrobial activity toward Gram-positive bacteria only
(28) and is involved in mucus organization (101). Conversely,
Reg3� binds the LPS O-polysaccharide chain (149). Both
C-lectins’ expressions are highly induced by LPS through the
TLR pathway (148).

INTESTINAL ALKALINE PHOSPHATASE. Besides their primary
roles in nutrient absorption, enterocytes and colonocytes ex-
hibit a secretory activity. Intestinal alkaline phosphatase (IAP)
is one of the gut mucosal proteins secreted by the enterocytes
and colonocytes to maintain gut barrier function. IAP is a
brush-border enzyme secreted along the intestine predomi-
nantly in the small intestine (91) in a bidirectional secretion
into the lumen as well as into the bloodstream (47). This
enzyme has several biological roles including the regulation of
lipid absorption and duodenal pH but also LPS detoxification.
The first evidence of the role of IAP in defense against LPS
came from Poelstra and colleagues, who demonstrated that an
IAP inhibitor decreased the survival rate in a rat model of
septic shock (146). It was then confirmed, with the zebrafish
model, that IAP prevents excessive intestinal inflammation by
dephosphorylating LPS (10). In vitro, IAP transfection of the
human colorectal cell line HT-29 confirmed that IAP dephos-
phorylates LPS, reducing NF-�B activation and thereby in-
flammation (63). IAP cleaves the phosphate groups in positions
1 and 4 of lipid A, leading to a nontoxic molecule no longer
able to trigger TLR4 signaling. Moreover, dephosphorylated
LPS competes with intact LPS to bind TLR4 (92). IAP expres-

Review

G6 INTESTINAL AND HEPATIC HANDLING OF LPS

AJP-Gastrointest Liver Physiol • doi:10.1152/ajpgi.00098.2016 • www.ajpgi.org

 by 10.220.33.2 on S
eptem

ber 20, 2016
http://ajpgi.physiology.org/

D
ow

nloaded from
 

33

http://ajpgi.physiology.org/


 



sion is regulated by several factors including LPS itself as well
as the proinflammatory cytokines IL-1� and TNF-� (10, 92).

LIPOPOLYSACCHARIDE-BINDING PROTEIN. LBP is an acute-
phase protein synthesized in response to proinflammatory cy-
tokines by multiple cell types including IECs (157). LBP has a
high affinity for the LPS lipid A moiety (135) and modulates
LPS-induced inflammation (164). LBP is able to remove LPS
bound to mCD14 or MD2, forming a large LBP-LPS complex
with a reduced ability to trigger TLR4 signaling (135). Nev-
ertheless, at low concentration, LBP potentiates LPS recogni-
tion by transferring it to the mCD14-TLR4/MD2 complex
triggering the inflammatory signal (160).

Passage of LPS across the intestinal epithelial layer. GEN-

ERALITY ON MOLECULE PASSAGE ACROSS INTESTINAL EPITHELIAL

CELLS. Even with this potent luminal mechanism to prevent
LPS from reaching IECs, LPS might still face the apical side of
IECs and cross the epithelial layer. The controlled passage of
immunogenic substances by the epithelium involves several
mechanisms: transcellular passage across M cells located in
Peyer’s patches, projections from DCs, and transepithelial
passage across enterocytes or GCs (16). In this section, we
focus on the passage across enterocytes and/or colonocytes,
which involves two routes depending on the size and the
charge of the molecules crossing the epithelium.

Paracellular permeability refers to the passage of small-
diameter, i.e., 
3.6 Å, molecules between adjacent IECs. This
pathway is regulated by junctional complexes including tight
junctions, adherens junctions, and desmosomes. The commu-
nication and adhesion between cells are provided by adherens
junctions and desmosomes, whereas tight junctions regulate
the paracellular permeability. Tight junctions are protein com-
plexes including claudins, occludin, and zonula occludens
associated with cytosolic proteins. IECs are also able to trans-
port molecules of higher diameter via a transcellular pathway
through transcytosis. Multiple transcytosis mechanisms have
been described, including clathrin-mediated endocytosis, mi-
cropinocytosis, and caveolin-mediated endocytosis. The most
extensively studied type of endocytosis is clathrin-mediated
endocytosis (39). This mechanism involves a specific receptor-
ligand interaction occurring in the clathrin-coated pits at the
plasma membrane. The recruitment of adaptor proteins leads to
the formation of clathrin-coated vesicles. Dynamin disconnects
the vesicles from the plasma membrane, allowing them to
traffic toward early endosomes or the Golgi apparatus (39). A
second transcytosis mechanism is micropinocytosis, an active
but nonselective uptake of soluble agents, nutrients, and anti-
gens initiated from surface membrane ruffles forming large
uncoated endocytic vesicles called macropinosomes (39). One
other clathrin-independent pathway is the caveola/lipid raft
endocytosis pathway that occurs in cholesterol- and sphingo-
lipid-enriched domains in the plasma membrane called lipid
rafts (138). This particular composition leads to the formation
of flask-shaped invaginations of the plasma membrane (50–80
nm in diameter) called caveolae. Two major proteins are
involved in caveola endocytosis: the coat protein caveolin,
which stabilizes the complex, and the dynamin that separates
invaginations from the membrane (39). This pathway concerns
molecules that have receptors in lipid rafts or lipophilic mol-
ecules.

ROUTE OF PASSAGE OF LPS ACROSS IEC. In vivo, LPS is able to
be internalized as a free molecule into the enterocytes (11, 94)

of each intestinal section (60) and reach the lamina propria
(60). However, the precise mechanisms by which LPS is
translocated in each intestinal section remain a controversial
area. The passage of E. coli LPS across rat colon tissues
mounted in an Ussing chamber is temperature dependent (144).
In addition, transport of LPS from Shigella typhimurium across
Caco-2 monolayer is ion and pH independent but inhibited by
a metabolic inhibitor, 1,2-dinitrophenol, and a microtubule
disruptor, colcemid (144), suggesting active transport. Some
studies suggest that the paracellular pathway might be involved
in LPS transport, based on the parallel increase in plasma LPS
and in vivo permeability to fluorescently tagged dextran 4000
in models of obesity (22). However, LPS molar mass is �10
kDa and can reach 15–20 kDa depending on the length of the
O-polysaccharide chain. It spontaneously forms microaggre-
gates in aqueous solutions that can reach a size of 300-1,000
kDa (120). With this size, LPS likely crosses IECs through an
active transcellular pathway. Along these lines, electron mi-
croscopy pictures revealed the internalization of Shigella LPS
into polarized T84 monolayer cells after incubation with LPS
for 2 h (11). More precisely, LPS clustered into coated pits and
coated vesicles at the apical membrane, suggesting clathrin-
mediated endocytosis, and was not colocalized with fluid-
phase marker (11). However, Mani et al. recently showed in
pig ileal tissue mounted in Ussing chambers that lipid raft
disruption by methyl-�-cyclodextrin decreased E. coli LPS
permeation coefficient without any change in paracellular per-
meability, suggesting the involvement of caveola-dependent
mechanisms (104). Taken together, these results suggest that
LPS crosses the intestine via a transcytosis pathway via either
lipid raft- or clathrin-mediated endocytosis but that further
research is needed to precisely identify the actual mechanisms.
Moreover, a recent study using in vivo imaging also identified
passage of LPS through GCs in mouse small intestine (75).
Recently, this goblet cell-associated antigen passage (GAP)
has been described as a pathway delivering luminal antigen to
underlying lamina propria DCs (87). In the small intestine, the
GAP formation is activated by acetylcholine (ACh). Con-
versely, despite the presence of abundant GCs and mucus
secretion, colonic GCs are not responsive to ACh to form GAP.
Consequently, in healthy colonic cells, no GAP occurs. This
unresponsiveness of GC to ACh is regulated, through a
Myd88-dependent pathway, by bacterial components con-
tained in the gut microbiota (87). Whether this route of passage
is also involved in LPS crossing of the epithelium therefore
must be confirmed.

PUTATIVE TRANSPORTERS INVOLVED IN PASSAGE OF LPS ACROSS

IEC. As mentioned above, LPS likely crosses the gut via
clathrin- and lipid raft-mediated endocytosis, mechanisms that
both require a specific receptor for LPS. We propose that TLR4
and scavenger receptor (SR)-BI could both be involved.

By immunohistochemistry, several in vivo studies localized
TLR4 on the plasma membrane of small and large intestine,
without determining whether it was at the apical or basolateral
side, however (26, 116). In vitro, Cario et al. have localized
TLR4 at the apical side of T84 cells (25), whereas TLR4 was
localized on the basolateral surface of crypts of human fetal
small intestinal enterocytes (58). However, other studies have
found TLR4 in the intracellular compartment (107), more
specifically in the Golgi apparatus of small intestinal epithelial
cells (72). In vitro, using multiple IEC lines, Suzuki et al.

Review

G7INTESTINAL AND HEPATIC HANDLING OF LPS

AJP-Gastrointest Liver Physiol • doi:10.1152/ajpgi.00098.2016 • www.ajpgi.org

 by 10.220.33.2 on S
eptem

ber 20, 2016
http://ajpgi.physiology.org/

D
ow

nloaded from
 

34

http://ajpgi.physiology.org/


 



described a correlation between TLR4 expression and LPS
uptake based on the observations that IFN-� increased both
TLR4 expression and LPS uptake (141). Tomita et al. con-
firmed, in rat colonic tissues in Ussing chambers, that adding
antibodies against TLR4 and CD14 decreased LPS permeation
by half, suggesting that TLR4 and CD14 are involved but not
essential to LPS transport (144). It is noteworthy that TLR4-
mediated intracellular uptake is not ubiquitous in all types of
cells since macrophages and endothelial cells from TLR4-
knockout mice exhibit the same LPS uptake as wild-type mice
(43). Along this line, one study using the mCLcl2 intestinal cell
line showed that LPS crosses the apical membrane indepen-
dently from TLR4 and binds TLR4 localized at the Golgi
apparatus (71), triggering TLR4 signaling. Although these
results need to be confirmed in vivo and in vitro in other IEC
cell lines, they suggest that LPS apical uptake and internaliza-
tion might also involve a TLR4-independent pathway.

Another possible family of receptors involved in LPS apical
uptake is the scavenger receptor (SR) family. These receptors
were first identified by their ability to bind and internalize
modified, i.e., oxidized or acetylated, lipoprotein in macro-
phages. They can bind a variety of ligands including LPS.
SR-A, expressed in macrophages, including Kupffer cells, is
able to bind and internalize LPS, helping its clearance (122).
SR-BI is expressed in the liver but also in intestinal brush-
border membrane of IECs from the duodenum to the rectum as
well as in Caco-2 cells (20, 98, 100). The primary intestinal
role of SR-BI is to mediate cholesterol and triglyceride absorp-
tion (14). In macrophages, SR-BI is also able to bind LPS (68)
and might be, similarly to SR-A, involved in the uptake and
internalization of LPS in HeLa cells (155) and hepatocytes
(19). However, to date the role of SR-BI in the passage of LPS
across IECs has not been investigated.

SPECIAL ROLE OF CHYLOMICRONS IN INTESTINAL EPITHELIAL

TRANSLOCATION OF LPS DURING POSTPRANDIAL PHASE. In vivo,
gavage with oil increased LPS intestinal absorption in rodents
(21, 95). In vitro, incubation of Caco-2 cells mounted on
Transwell membranes with lipid micelles increased LPS cross-
ing through the monolayer (95). The lipid physicochemical
structure (emulsified vs. nonemulsified oil) and the fatty acid
composition of the oil also impact endotoxin uptake. During
the postprandial period, dietary lipids are efficiently absorbed
by the small intestine through incorporation into triglyceride-
rich lipoproteins—chylomicrons—and transported in the
bloodstream to target tissues. Recent evidence identified that,
in addition to lipid transport, chylomicrons are also able to bind
and transport LPS independently of chylomicron size (95).
Indeed, in healthy men, endotoxemia increased after a mixed
meal (fat 33% of total energy) to reach its maximum concen-
tration at 60 min. At this peak time, endotoxemia tended to be
higher in the chylomicrons than in the remaining lipoprotein
fraction (95). Moreover, Ghoshal et al. observed that inhibiting
chylomicron formation reduced the quantity of LPS in the
blood, suggesting a key role of chylomicrons in postprandial
LPS intestinal crossing (61). Lipid absorption occurs mainly in
the small intestine, and chylomicrons are not synthesized in the
large intestine. Although probably important in metabolic en-
dotoxemia, chylomicron-mediated LPS absorption is therefore
probably limited to the small intestine and might not occur in
the large intestine, where high concentrations of LPS are
present.

CONCLUSION. Likely because of the differential environments
within the small and large intestine, LPS might not cross via
the same pathway. In the small intestine, the GAP has been
identified as the major pathway for presenting antigen to
lamina propria DCs (87). Howe et al. suggested that LPS
reaches the lamina propria by crossing through the GAP
pathway (75). However, pictures from electron microscopy
(94) and immunochemistry (60) revealed that LPS localized in
cell types other than GCs, suggesting other routes of passage.
Finally, during the postprandial phase, chylomicrons are able
to bind and transport LPS from the intestinal lumen to the
blood (61, 95). LPS might take three different pathways to
cross the small intestine: GAPs, clathrin- or caveolin-depen-
dent transcytosis in enterocytes, or the chylomicron pathway
after a lipid-rich meal (Fig. 2). In contrast to the small intestine,
the colon harbors a higher quantity of LPS-bearing Gram-
negative bacteria. No colonic GAP is observed in a healthy
colon (75). Similarly, chylomicrons are not synthesized in the
large intestine. Those two ways of passage can therefore be
excluded. However, electron microscopy pictures from Beatty
et al. revealed that LPS crossed T84 colonocytes through
clathrin-dependent transcytosis (11). In addition, two studies
on IEC cell lines and colonic tissues have described the major
role of TLR4 in LPS permeation (141, 144). It is therefore
likely that LPS crosses the colonocytes through transcytosis
partly mediated by TLR4 and possibly other undetermined
transporters (Fig. 2).

Particularity of LPS itself in modulating intestinal epithelial
permeability. One particularity of LPS is that it is able to alter
gut permeability when present in the basolateral but not the
apical side of IECs. Models of septic shock demonstrate altered
gut permeability 4 h after intraperitoneal LPS injection in
rodents (66). However, in this model the direct role of LPS
cannot be demonstrated and increased permeability could be
due to release of proinflammatory cytokines. In vitro, IEC-6
monolayers exposed to low-dose LPS (1 ng/ml) for 5 days in
the basolateral but not the apical compartment displayed in-
creased monolayer permeability compared with monolayers
incubated with medium (55, 66). Moreover, LPS-induced in-
creased permeability involved a TLR-4-dependent upregula-
tion of mCD14 expression (66). This specificity of LPS action
on the intestinal epithelium might play a great role in the
perpetuation of inflammation since it suggests that once LPS
has crossed the IEC barrier it can induce epithelium hyperper-
meability.

Lamina propria immune cells. The lamina propria, a layer of
connective tissue below the epithelial barrier, contains many
immune cells constituting an immunological barrier behind the
chemical and physical barrier just described (109). Those cells
are the first immune cells to encounter LPS in the body and
respond to LPS via TLR4-mediated response, yet some of
these immune cells also exhibit specific proteins and enzymes
with binding or detoxification properties against LPS.

DENDRITIC CELLS AND MACROPHAGES. DCs and macrophages
are found in the lamina propria and express the enzyme
acyloxyacyl hydrolase (AOAH) involved in modulating LPS
endotoxicity. AOAH�/� mice show persistent inflammation
after subcutaneous LPS injection, suggesting that AOAH plays
a key role in modulation of LPS toxic activity (102). Indeed,
AOAH inactivates LPS by removing the secondary fatty acyl
chains on the lipid A moiety. Deacylated LPS is no longer able
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to initiate TLR4 signaling and even competitively inhibits
signaling by the active form of LPS (111). LBP as well as
sCD14 both induce a rearrangement of LPS that leads to a
better exposure of its lipid A for AOAH detoxification (62).

POLYNUCLEAR NEUTROPHILS. Polymorphonuclear leukocytes,
especially neutrophils, release numerous proteins such as LF or
AMPs: lysozymes or defensins. Because of their cationic
nature, each of these proteins shows high affinity to the anionic
LPS, which, once bound, is no longer able to interact with the
MD2/TLR4 complex, preventing downstream signaling.

LF, released by neutrophil granules during inflammatory
response, exhibits antibacterial activity that can protect the host
from septic shock (41, 96). By binding LPS lipid A with high

affinity with LPS (Table 1), LF reorganizes the bacterial cell
wall, leading to the release of free LPS (41). Nevertheless, LF
is able to sequester LPS (161), preventing it from interacting
with mCD14/TLR4 complex (96). Moreover, LF is able to
block the binding of NF-�B to the TNF-� promotor, leading to
reduced TNF-� release (70).

Bactericidal permeability-increasing protein (BPI) is another
major constituent of the granules of polymorphonuclear leu-
kocytes. Because of its strong affinity for LPS lipid A moiety
(Table 1), BPI exhibits a high selectivity toward Gram-nega-
tive bacteria (59). BPI is expressed in human intestinal cell
lines as well as murine intestine, with decreasing levels along
the intestinal tract (highest in the small intestine and lowest in
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Fig. 2. Putative pathways of LPS translocation across the small and large intestine. LPS molar mass is �10–20 kDa, and it spontaneously forms aggregates that
can reach a size from 300 to 1,000 kDa (120), which unlikely crosses the intestinal epithelial barrier through a paracellular route in healthy individuals. A: in
the small intestine, LPS might take 3 different pathways to cross the epithelial barrier: goblet cell-associated passage (GAP), specific receptor-mediated
transcytosis in enterocytes, or the chylomicron pathway after a lipid-rich meal. B: in a healthy colon, GAP and chylomicron absorption do not occur and LPS
likely crosses the colonocytes through transcytosis partly mediated by TLR4 and other undetermined transporters.
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the colon) (23). Once LPS is bound to BPI, it will no longer
interact with TLR4, preventing the inflammation cascade.

Beyond the Gut

Despite the various gut mechanisms limiting the entry of
enteric LPS, the latter can still cross the intestine. It then
spreads into the portal vein and reaches the liver, where major
detoxification and disposal processes occur. Yet some LPS can
still escape these detoxification processes and reach the sys-
temic circulation. Several mechanisms are also present in the
plasma to detoxify and/or transport LPS back to the liver (Fig.
3). In this section, we review the principal mechanisms of liver
detoxification and describe the major transport proteins in-
volved in LPS clearance to the liver.

The liver: the major LPS-detoxifying organ. The major role
of the liver is to take up nutrients from the portal vein and
distribute them to the other organs. At the same time, the liver
is continuously exposed to a variety of gut-derived antigens,
bacteria, and endotoxins and has to clear these toxic compo-
nents. The liver is structurally heterogeneous with parenchy-
mal and nonparenchymal cells. Hepatocytes, parenchymal
cells, represent the majority (60%) of the total liver cells, while
nonparenchymal cells compose 40% of the liver cells including
15% of Kupffer cells, liver macrophages that reside in the
lumen of the liver sinusoids. The liver is the major organ
involved in LPS detoxification, although the mechanisms are
not fully understood. In mice, 45% and 35% of a single
intravenous injection of LPS (700 ng) is found in the liver after
5 and 60 min, respectively (32). Moreover, Mimura et al.
showed that after intravenous injection of fluorochrome-la-
beled LPS fluorescence was found after 5 min in the hepato-
cytes and after 20 min in the bile (106). However, within the
liver, LPS localization seems dynamic: during the first 5 min
after portal injection radiolabeled LPS is found in Kupffer
cells, and then it is redirected to hepatocytes and excreted into
the bile (150) (Fig. 3). Despite the description of this dynamic
process of LPS disposal, the precise mechanisms of transfer of
LPS from Kupffer cells to hepatocytes and then to the bile are
poorly described, although it clearly involves lipoproteins and
apolipoprotein E (129, 130). Similarly, the cosecretion of LPS
with bile acids seems to involve hydrophobic interactions of
LPS with bile acids (57) before secretion into the duodenum
(103, 106). Finally, besides disposal of LPS through bile
secretion, the liver is also endowed with enzymes that detoxify
LPS. As macrophages, Kupffer cells express the leukocyte
AOAH that detoxifies LPS by deacetylation (137) after phago-

cytosis by SR (150). Hepatocytes also express a particular
isoform of alkaline phosphatase that dephosphorylates the
phosphate groups in positions 1 and 4, forming a nontoxic LPS
molecule (124a).

Plasma LPS transport proteins. Either in host biological
fluids or in cells, LPS is mainly attached to binding proteins
(31). In the plasma multiple proteins with various affinities
(Table 1) have been described: LBP, sCD14, lipoproteins, BPI,
adiponectin, serum amyloid P, lectins, gelsolin, and hemoglo-
bin (30). The most LPS specific, LBP and sCD14, as well as
lipoproteins that are involved in LPS detoxification are pre-
sented next.

LIPOPOLYSACCHARIDE-BINDING PROTEIN. As already men-
tioned, LBP is an acute-phase protein synthesized by hepato-
cytes (82) and intestinal cells (157) in response to proinflam-
matory cytokines and released into the bloodstream. The con-
centration of LBP in healthy human serum ranges from 5 to 15
�g/l and exhibits a 30-fold increase 2–3 days after the onset of
the acute phase of the inflammation reaction (135, 164). In an
aqueous solution such as blood, the amphipathic LPS aggre-
gates and binds poorly to immune cells. LBP facilitates LPS
monomerization by inserting into aggregates, thereby helping
LPS transfer to immune cells and degradation by these later
(135). Second, LBP catalyzes the transfer of LPS to lipopro-
teins such as chylomicron or high-density lipoproteins (HDLs),
promoting its clearance by the liver (156, 158). Nonetheless, at
low concentration LBP potentiates LPS-induced inflammation
by transferring LPS to the TLR4-MD2 complex (160).

SOLUBLE CD14. CD14 exists in two forms: membrane CD14
(mCD14) and soluble CD14 (sCD14). As already mentioned,
mCD14 binds LPS-LBP complexes, resulting in TLR4 activa-
tion. The soluble form is released by the phagocyte immune
cells monocytes and macrophages and released into the blood-
stream. In healthy individuals, sCD14 concentration in the
blood is �2 mg/l (113) and increases during infection.

The binding affinity of sCD14 for LPS is moderate (Table 1)
but enhanced by LBP (83). sCD14 has a dual role, either
inhibiting or enhancing LPS cellular activation. It is able to

PORTAL VEIN
LIVER

BILE

SYSTEMIC 
CIRCULATION

LBP
sCD14

Lipoproteins

GUT 
MUCOSA

LPS

Gut lumen

IAP
AMPs
Mucus

AOAH ALP
AOAH
BPI

Fig. 3. Summary of the mechanisms limiting the entry and dissemination of
LPS into the circulation. Gut microbiota is the major source of LPS, and the
primary site of LPS entry is through the intestine. The gut mucosa provides
numerous proteins [mucins, antimicrobial peptides (AMPs), intestinal alkaline
phosphatase (IAP)] that prevent LPS-bearing bacteria or LPS from coming in
close contact with the apical side of intestinal epithelial cells or that detoxify
LPS within the mucosa [acyloxyacyl hydrolase (AOAH), bactericidal perme-
ability-increasing protein (BPI)]. Despite this mucosal gut barrier, LPS might
reach the liver through the portal vein. The liver participates in LPS detoxifi-
cation via 2 major processes: either detoxification of LPS through specific
enzymes (AOAH) or alkaline phosphatase (ALP) or coexcretion with bile
acids into the duodenum. Many plasma transport proteins, including li-
popolysaccharide-binding protein (LBP), soluble cluster of differentiation
14 (sCD14), or lipoproteins, are also involved in the clearance of LPS to the
liver.

Table 1. LPS binding protein affinities

Binding Affinity (Kd), nM References

BPI 0.2–5 33, 52
LBP 1–3.5 26, 132, 142
Lactoferrin 3.6–390 41

depending on fixation site
Serum amyloid P 3.9 33
Lectins 
1 26
Gelsolin 
1 26
Hemoglobin 3.1–6.3 72
sCD14 30–74 39, 142

For comparison, the antibiotic polymixin B exhibits a higher affinity for LPS
binding (Km � 0.5 �M) (135).
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transfer LPS either to mCD14 anchored to the membrane or
directly to TLR4/MD2 complex when mCD14 is absent,
thereby triggering LPS-induced TLR4 activation (83). How-
ever, sCD14 can also transfer free LPS or mCD14-bound LPS
to lipoprotein, thus reducing LPS cellular stimulation (83).
Like LBP, this dual sCD14 action is concentration dependent:
at concentrations below physiological level sCD14 enhances
LPS cellular activation, whereas it exhibits inhibiting effects at
high concentrations (83).

PLASMA LIPOPROTEINS. The primary function of plasma lipo-
proteins is lipid transport between tissues and organs, but they
are also involved in LPS detoxification. All lipoprotein classes
(very low-density lipoproteins, HDL, low-density proteins, and
chylomicrons) bind LPS and reduce LPS-induced inflamma-
tion (69) (156). When incubated with human plasma, �90% of
LPS is associated to lipoproteins, the majority (60%) with
HDL (97). However, chylomicrons might have the most potent
detoxifying effects (156). Transfer of LPS to the lipoprotein
membrane is catalyzed by several plasma proteins such as
phospholipid transfer protein or cholesteryl ester transfer pro-
tein. They mediate the exchange of LPS between micelles and
help the transfer of LPS to lipoproteins only and not to
TLR4/CD14 complexes (135).

Lipoproteins increase the clearance of LPS by formation of
LPS-lipoprotein complexes preventing LPS binding to TLR4,
thereby reducing cytokine secretion. Moreover, lipoproteins
are able to take up LPS already bound to monocytes, reducing
LPS-induced inflammation (84). When bound to lipoproteins,
LPS is transferred to the liver, where it is excreted into the bile.

Conclusions

For bacteria, LPS is vital for structural and functional
integrity. Conversely, in humans LPS induces a large array of
deleterious effects that can progress from fever to death in the
case of sepsis. Recently the presence of LPS in the plasma has
been linked to obesity-associated metabolic disorders, increas-
ing the scientific interest for this molecule. As a major com-
ponent of the bacteria cell wall, LPS originates primarily from
the gut microbiota. The host is endowed with multiple and
overlapping mechanisms to avoid the presence of LPS in the
systemic circulation that we have just reviewed. At the intes-
tinal level, these mechanisms limit the close contact of LPS or
LPS-bearing bacteria with IECs or reduce LPS toxicity by
modifying its structural components, limiting further interac-
tions with TLR4. If LPS spreads into the portal vein and
reaches the liver, this later harbors major detoxification and
disposal processes (Fig. 3). Finally, plasma LPS is also rapidly
complexed to transport proteins that limit LPS interaction with
host TLR4 and bring LPS back to the liver for disposal through
the bile (Fig. 3). However, many mechanisms are not fully
described, especially at the gut epithelium and liver levels. The
precise pathway by which LPS is transported through the gut
barrier remains a controversial area. Likely because of the
differential LPS density within the small and large intestine,
LPS might not penetrate via the same pathway. To cross the
small intestine, LPS might take three different routes of pas-
sage: GAPs, clathrin- or caveolin-dependent transcytosis in
enterocytes, or the chylomicron pathway after a lipid-rich
meal. Conversely, in a healthy colon, LPS might cross the
colonocytes through a clathrin- or caveolin-dependent transcy-

tosis mediated by TLR4 and other undetermined transporters.
Moreover, whether or not different structural types of LPS
follow the same route to cross the gut is not known. Similarly,
it is established that the liver is the major detoxifying organ,
although the precise mechanisms of LPS disposal through the
bile are poorly described. In addition to these gaps in the
literature on the basic mechanisms of LPS translocation and
disposal in healthy individuals, the reasons why these multiple,
overlapping, and even redundant mechanisms are over-
whelmed in several diseases, especially obesity and metabolic
related disorders, is still poorly understood. Yet their under-
standing is crucial to the design of efficient and targeted
solutions for the prevention and cure of LPS-associated dis-
eases.
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Chapitre 3 :  

Les mécanismes de prise en charge du LPS sont-ils 

modifiés lors de l’obésité ? 

1. Modulation du microbiote   

Le microbiote intestinal est maintenant reconnu comme un facteur clé dans la physiopathologie des 

troubles métaboliques liés à l’obésité. Il a été décrit comme un organe endocrine à part entière 

impliqué dans le maintien de l’homéostasie énergétique via des communications bidirectionnelles avec 

l’hôte. Ainsi des perturbations du microbiote altèrent la relation symbiotique hôte-microbiote pouvant 

conduire au développement de maladies métaboliques telles que l’obésité et ses complications.  

1.1.  Premières études montrant l’importance du microbiote dans 

l’obésité 

L’importance du microbiote dans la régulation du poids corporel a été décrite grâce à l’utilisation de 

souris Germ-Free (GF), exemptes de microbiote dès la naissance. En effet, nourries avec un régime 

standard ou obesogène, les souris GF présentent une prise de poids et de masse grasse inférieures à 

celle des souris conventionnelles (CV) soumises au même régime (Backhed et al., 2004; Backhed et 

al., 2007; Swartz et al., 2013). De plus, l’inoculation chez des souris GF de contenus caecaux de 

souris CV induit une prise de poids et d’adiposité associée à une augmentation des niveaux d’insuline 

et de leptine comparés à des souris GF (Backhed et al., 2004). Ces premiers résultats montrent bien le 

rôle clé du microbiote dans la régulation du poids corporel et les métabolismes qui en dépendent.   

Par la suite, Turnaugh et collaborateurs ont montré que la composition en bactéries du microbiote 

pouvait influencer la régulation du poids corporel. Pour cela, ils ont transféré le microbiote de souris 

génétiquement obèses (ob/ob) à des souris sauvages GF. Ils ont montré que les souris sauvages 

possédant le microbiote des souris obèses présentaient un gain de poids supérieur aux souris inoculées 

avec le microbiote de souris maigres (Turnbaugh et al., 2006). Ces résultats suggèrent alors la 

présence d’un microbiote « obèse » versus un microbiote « maigre », capable d’induire l’obésité.  

Afin de transposer ces découvertes à l’humain, des études sur des souris humanisées, transplantées 

avec un microbiote humain (dont les compositions en bactéries sont différentes de celles de la souris), 

ont été réalisées. Dans une première étude, des souris GF ont été colonisées avec le microbiote de 

souris humanisées nourries avec un régime pauvre ou riche en lipides. Les souris inoculées avec le 

microbiote provenant de donneuses nourries avec un régime hyperlipidique présentaient un gain de 
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poids significativement supérieur aux souris inoculées avec le microbiote de souris nourries avec un 

régime standard (Turnbaugh et al., 2009).  Plus récemment, Ridaura et collaborateurs ont colonisé des 

souris GF avec le microbiote de paires de jumelles dont l’une était obèse et l’autre normo-pondérée 

(Ridaura et al., 2013). Ils ont montré que les souris colonisées avec le microbiote de jumelles obèses 

présentaient un gain de poids et une masse grasse supérieurs aux souris inoculées avec le microbiote 

de jumelles maigres.  

L’ensemble de ces études montre l’importance de la composition bactérienne du microbiote dans la 

physiopathologie de l’obésité.  

1.2.	 Le	concept	de	dysbiose	lors	de	l’obésité	

La dysbiose se définit comme un déséquilibre du microbiote intestinal qui est associé à une pathologie. 

De par les premières études de transplantation de microbiote, il a été émis l’hypothèse d’une dysbiose 

lors de l’obésité.  

Chez l’animal, Ley et collaborateurs ont montré que le microbiote caecal de souris obèses ob/ob 

présentait une réduction de 50% des bactéries du phylum Bacteroidetes associée à une augmentation 

de 30 % de Firmicutes comparé aux souris maigres WT (Ley et al., 2005). Par la suite, d’autres études 

ont confirmé cette augmentation du ratio Firmicutes/Bacteroidetes chez la souris obèse (Turnbaugh et 

al., 2006; Murphy et al., 2010). De plus, le microbiote « obèse » présenterait également une diversité 

microbienne inférieure à celui d’une souris maigre (Turnbaugh et al., 2006; Shen et al., 2013). En 

revanche, dans des modèles animaux de DIO, les résultats sont plus hétérogènes. Plusieurs études chez 

le rongeur montrent une augmentation de l’abondance des Firmicutes et/ou une diminution des 

Bacteroidetes après la consommation d’un régime obesogène (Cani et al., 2007; Hildebrandt et al., 

2009; de La Serre et al., 2010; Murphy et al., 2010) alors que d’autres décrivent une augmentation des 

Bacteroidetes associées ou non à une augmentation des Firmicutes (Daniel et al., 2014; Hamilton et 

al., 2015; Lecomte et al., 2015).  

De la même manière, chez l’homme les résultats sont divergents. Alors que certaines études retrouvent 

les résultats observés dans des modèles animaux (Turnbaugh et al., 2006; Armougom et al., 2009; 

Schwiertz et al., 2010), Schwiertz et collaborateurs ont montré, à l’inverse, une augmentation de 

l’abondance des Bacteroidetes chez les personnes obèses (Schwiertz et al., 2010). D’autres travaux ne 

montrent aucune différence en termes de phyla entre les personnes obèses et minces (Duncan et al., 

2008; Jumpertz et al., 2011).  

Des modifications de la composition du microbiote à différentes échelles taxonomiques ont également 

été associées à l’obésité (Gerard, 2016). Une méta-analyse de 2014 a compilé et analysé les données 

de composition du microbiote chez des patients obèses et non obèses mais les auteurs n’ont pas réussi 
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à identifier un marqueur homogène entre ces études (Walters et al., 2014). Il est donc difficile de 

définir précisément la composition d’un microbiote « obèse », probablement en raison des nombreux 

facteurs confondants pouvant avoir une influence importante sur le développement de l’obésité et du 

microbiote.  

1.3.	 Nouvelles	méthodes	d’analyses	du	microbiote	et	obésité	

Les grandes avancées en biologie moléculaire ont contribué à l’essor considérable de la 

compréhension des rôles essentiels du microbiote intestinal dans la régulation des métabolismes et de 

la physiologie de l’hôte. En effet, grâce au séquençage haut-débit, il est possible de séquencer les 

copies du gène 16S d’un échantillon et donc de déterminer les abondances de toutes les communautés 

bactériennes. Cependant ceci ne renseigne pas sur la fonctionnalité du microbiote intestinal.  

En complément de la mesure de l’abondance des genres bactériens, il est également possible d’étudier 

l’intégralité des gènes bactériens d’un échantillon, en séquençant l’intégralité de l’ADN bactérien d’un 

échantillon renseignant ainsi sur son métagénome (Mandal et al., 2015). Connaissant la fonction de la 

majorité de ces gènes, on peut ainsi raisonner en termes de fonctions plutôt qu’en termes d’espèces 

bactériennes. Malgré une variation importante au niveau de l’abondance d’espèces bactériennes entre 

individus, les profils fonctionnels restent relativement stables mais pourraient être modifiés lors de 

l’obésité (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Arumugam et collaborateurs ont montré, 

dans une cohorte de plus de 200 individus, que l’IMC était significativement corrélé à deux clusters de 

bactéries dont les fonctions étaient impliquées dans l’extraction d’énergie (Arumugam et al., 2011). 

De même, dans une cohorte 292 personnes saines et obèses, les auteurs ont pu séparer les individus 

par leur richesse bactérienne i.e. le nombre de gènes bactériens (Le Chatelier et al., 2013). Les 

individus possédant une faible richesse bactérienne présentent une adiposité plus importante, une 

insulino-résistance et un phénotype plus inflammatoire (Le Chatelier et al., 2013). Par ailleurs, les 

approches de métatranscriptomique et métaprotéomique qui déterminent les ARNm ou protéines 

exprimées par le microbiote respectivement, permettent d’analyser également les caractéristiques 

fonctionnelles du microbiote. Ces approches sont en plein développement méthodologique et peu de 

travaux sur l’obésité sont actuellement publiés (Ferrer et al., 2013; Hernandez et al., 2013; Daniel et 

al., 2014)   

Cependant, le microbiote exerce une fonction métabolique importante dans l’intestin et toutes ces 

données ne fournissent pas d’informations sur cette interaction microbiote-hôte. La métabolomique 

étudie le profil métabolique des bactéries en évaluant les métabolites qu’elles produisent. Grâce à cette 

technique, les auteurs ont pu mettre en évidence que la consommation d’un régime hyperlipidique 

augmentait le métabolisme des acides aminés et la traduction des protéines associée à une baisse des 

fonctions de production et conversion d’énergie (Daniel et al., 2014) 
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1.4.	 	Quantité	de	LPS	dans	la	lumière	intestinale		

Une augmentation de la quantité de bactéries Gram-négatif qui contiennent du LPS, pourrait être une 

hypothèse expliquant l’élévation de l’endotoxémie observée lors de l’obésité. Cependant, en raison des 

résultats divergents sur la composition d’un microbiote « obèse », il est difficile de conclure sur 

l’abondance des bactéries Gram-négatif et donc de la quantité potentielle de LPS présente dans la 

lumière intestinale de personnes obèses. Néanmoins, supportant cette hypothèse, deux études ont 

montré que la quantité d’endotoxines était augmentée dans les fèces de souris DIO comparées à des 

souris standards (Kim et al., 2012; Lau et al., 2016). Ces résultats suggèrent donc que la 

consommation d’un régime hyperlipidique pourrait augmenter la quantité de LPS dans les contenus 

intestinaux. Cependant, le prélèvement de fèces induit une lyse bactérienne libérant donc le LPS. Ainsi 

il est difficile d’interpréter ces augmentations de LPS dans les contenus.   

2. Mécanismes	de	protection	au	niveau	de	la	muqueuse		

2.1.	 Mucus	

La sécrétion de mucus est un mécanisme intestinal essentiel pour limiter le contact du LPS avec les 

entérocytes et donc le passage du LPS à travers la barrière intestinale.  

Il est possible d’évaluer la sécrétion de mucus par une technique d’histologie, qui consiste à colorer les 

cellules à mucus. Il est supposé qu’une augmentation du nombre de cellules à mucus est le reflet d’une 

augmentation de la quantité de mucus au niveau de la barrière intestinale. Les travaux sur l’impact 

d’un régime hyperlipidique sur la quantité de cellules à mucus montrent des résultats divergents 

(Tableau 7). En effet, trois études montrent une augmentation, trois autres décrivent une diminution et 

les trois dernières ne trouvent aucune différence entre des animaux DIO et standards. Toutefois, le 

manque d’homogénéité dans les méthodes ne permet pas d’émettre d’hypothèses concernant les 

possibles effets des teneurs en lipides du régime, de la durée d’expérimentation ou de la localisation 

intestinale.  

La mesure par RT-qPCR (Real time quantitative Polymerase chain reaction) de l’expression de muc2 

dans les tissus intestinaux est également une technique permettant d’évaluer la quantité de mucus. 

Comme avec l’histologie, les résultats sont divergents. Par exemple, Andres et collaborateurs ont 

montré que la consommation d’un régime à 60% de lipides pendant 22-26 semaines diminuait 

l’expression génique de muc2 dans le jéjunum (Andres et al., 2015). A l’inverse, chez des rats Wistar 

nourris avec un régime à 45% de lipides pendant 1,3 et 6 semaines, les expressions iléale et caecale de 

muc2 ne sont pas différentes de celles de rats standards (Hamilton et al., 2015). Néanmoins, on peut 

noter que ces adaptations de la muqueuse semblent précoces puisqu’un jour de régime à 60% de 
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lipides est suffisant pour augmenter l’expression génique de muc2 au niveau colique (Waise et al., 

2015).  

Cependant, étudier la sécrétion de mucus par muc2 ne serait pas la méthode la plus appropriée. En 

effet, d’une part, la mesure de l’expression génique de muc2 en RT-qPCR ne corrèle pas toujours avec 

le nombre de cellules à mucus. Dans l’étude d’Hamilton et collaborateurs, les rats DIO et standards 

présentaient une expression caecale de muc2 similaire alors que les rats DIO montraient une 

augmentation de la quantité de cellules à mucus dans le caecum (Hamilton et al., 2015). De même, 

aucune corrélation entre la quantité d’ARNm et la quantité protéique de muc2 dans le contenu caecal 

n’a été montrée (Enos et al., 2016). D’autre part, pour étudier la défense intestinale par le mucus il est 

essentiel de pouvoir mesurer la sécrétion de mucus par immunohistochimie ou histologie. Grâce à de 

l’immunohistochimie sur de l’iléon ciblant la protéine muc2, Tomas et collaborateurs ont montré que 

la consommation d’un régime obésogène diminue l’expression de la Merpin-B, une peptidase 

nécessaire à la libération de muc2 dans la lumière induisant alors une accumulation de muc2 dans les 

cellules à mucus. 

En parallèle de ces changements, Mastrodonato et collaborateurs ont montré que la consommation 

d’un régime hyperlipidique modifiait la composition des chaînes oligo-saccharidiques des mucines en 

augmentant le ratio salio/sulfomucins et altérant l’organisation des lectines. L’ensemble de ces 

modifications pourrait conduire à une réduction de la longueur des chaînes oligo-saccharidiques des 

mucines (Mastrodonato et al., 2014). 

Pour évaluer la défense intestinale par le mucus, il est également important d’étudier le microbiote 

intestinal. En effet, plusieurs bactéries et notamment Akkermansia muciniphila sont capables de 

dégrader le mucus. Cette bactérie vit dans la couche de mucus et semble essentielle à la formation 

d’un mucus de qualité via un turn-over efficace des mucines (Belzer et al., 2012). Everard et 

collaborateurs ont montré que la consommation d’un régime riche en lipides induisait une diminution 

de la couche de mucus à la surface des entérocytes qui pouvait être restaurée par un gavage 

d’Akkermansia muciniphila (Everard et al., 2013). Ainsi avec moins d’Akkermansia muciniphila au 

sein du microbiote, la couche de mucus serait diminuée malgré l’augmentation du nombre de cellules 

à mucus, conduisant à une perte de la barrière intestinale.  

Alors que l’augmentation de la quantité de mucus semble être une adaptation bénéfique dans le but 

réduire le passage des bactéries, et donc du LPS à travers l’intestin, de façon étonnante, Hartmann et 

collaborateurs ont montré que les souris déficientes pour le gène muc2 présentaient une inflammation 

intestinale mais étaient protégées contre l’obésité induite par la consommation d’un régime obesogène 

(Hartmann et al., 2016). Ces résultats remettent alors en cause l’aspect bénéfique d’une barrière de 

mucus au niveau intestinal. 



 

 

 

 

 

 

   

 Régime    

Espèces CTL WD Durée Effet sur l’IAP 
Section 

intestinale 
Réf 

SOURIS 

Souris 
C57Blc6 

15% 45 % 5 sem ↑ 
Uniqt jéjunum 

Pas d’effet 
duodénum 

(Lynes et al., 
2011) 

RATS 

Rats SD 9.3% 47.5% 2 sem ↑ Jéjunum 
(Lalles et al., 

2012) 

Rats SD 9.5% 30 % 4 sem ↑ 
Duodénum 

Jéjunum 
(Sefcikova et al., 

2008) 

Rats SD 10% 60 % 6 sem ↓ Iléon 
(Jiang et al., 

2016) 

Rats SD 10% 45 % 8 sem 
↓ chez OB-P 

vs CTL et OB-R 
Duodénum 

(de La Serre et al., 
2010) 

Rats SD 7% 22% 
12,24, 36 
et 48 sem 

↑ Intestin grêle 
(Zhou et al., 

2014) 
   

         Tableau 8 : Etudes montrant l’impact de la consommation d’un régime obésogène sur l’activité de 
l’IAP dans l’intestin chez la souris et le rat. 

       ↑ / ↓ / ↔  augmenté, diminué ou sans effet, respectivement. 
 % de lip :% de lipides de l’énergie totale du régime. SD : Sprague-Dawley OB-P : Obese-prone. 

OB-R : obèses résistant 
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Pour conclure, l’impact de la consommation d’un régime obesogène sur la défense mucosale via 

la sécrétion de mucus reste un sujet controversé. L’étude de Thomas et collaborateurs souligne 

l’importance d’étudier la dynamique de sécrétion de mucus plutôt que l’expression de 

protéines ou le nombre de cellules à mucus.   

 

2.2.	 	Phosphatase	alcaline	intestinale	(IAP)	

Grâce à l’utilisation de souris déficientes pour le gène Akp3, codant pour l’IAP au niveau duodénal, 

deux études ont révélé l’importance de l’IAP lors de l’installation de l’obésité (Kaliannan et al., 2013; 

Yang et al., 2015). En effet, les souris akp3-/- nourries avec un régime standard présentent une obésité 

et un syndrome métabolique associés à une endotoxémie élevée (Narisawa et al., 2003; Kaliannan et 

al., 2013; Yang et al., 2015) suggérant un rôle majeur de l’IAP dans l’endotoxémie métabolique. De 

plus, une supplémentation orale avec de l’IAP atténue l’obésité et ses troubles métaboliques associés 

(Kaliannan et al., 2013). Cependant, les études s’intéressant à l’impact de la consommation d’un 

régime obésogène sur l’activité de l’IAP montrent des résultats hétérogènes (Tableau 8). Quatre études 

montrent une augmentation de l’activité de l’IAP suite à un régime obesogène (Sefcikova et al., 2008; 

Lynes et al., 2011; Lalles et al., 2012; Zhou et al., 2014), tandis que deux autres décrivent le résultat 

inverse, à savoir  une diminution de l’activité duodénale et iléale de l’IAP (de La Serre et al., 2010; 

Jiang et al., 2016).  De plus, Kalliannan et collaborateurs ont montré que les souris transgéniques fat-

1, qui synthétisent de façon endogène les oméga-3 sont résistantes à l’obésité et présentent à la fois 

une modification de la composition du microbiote et en parallèle une élévation de l’activité et la 

sécrétion d’IAP dans l’intestin grêle. Les auteurs suggèrent que les effets positifs des oméga-3 

pourraient être la conséquence d’une modulation bénéfique de la composition du microbiote induite 

par l’augmentation de l’activité et de la sécrétion d’IAP dans l’intestin grêle (Kaliannan et al., 2015) 

Par ailleurs, l’IAP est régulée négativement par TNF-α et IL-1β, deux cytokines pro-inflammatoires 

(Malo et al., 2006). Observée lors de l’obésité, l’inflammation chronique, notamment au niveau 

intestinal (Hotamisligil, 2006) pourrait diminuer l’activité de l’IAP réduisant ainsi la détoxification de 

LPS.  

 

 

 

 



    

  Régime 

Espèces CTL WD Durée Effet sur les AMPs Section 
intestinale 

Méthode de 
mesure Ref 

Souris 
C57Blck6 

? 60 % 8 sem 
↓  Reg3-γ  ↓ PLA-2 

=  LyzC =  Defa 
Jéjunum  
Côlon 

RT-qPCR 
(Everard et al., 

2014) 

Souris 
C57Blck6 

? 60% 8 sem ↓  Reg3-γ 
Jéjunum  
Côlon 

RT-qPCR 
(Everard et al., 

2014) 

Souris 
C57Blck6 

? 45 % 
2,4 et 
8 sem 

↓  Reg3-γ 
Duodénum 

Jéjunum 
ϴ Côlon 

RT-qPCR 
(de Wit et al., 

2008) 

Souris 
C57Blck6 

3% 
22% 

(+ALA) 
12 

sem 
↑   LyzC Duodénum

Immuno-
histochimie 

(Benoit et al., 
2014) 

Souris 
C57Blck6 

13% 60% 
16 

sem 
= Reg3-β  = Reg3-γ Iléon RT-qPCR 

(Hartmann et 
al., 2016) 

Souris 
C57Blck6 

14% 60% 
22-23 
sem 

↑  LyzC  ↑ DEFA-1 Jéjunum 
Immuno-

histochimie 
(Andres et al., 

2015) 

Tableau 9 : Etudes montrant l’impact de la consommation d’un régime obésogène sur l’expression 
protéique ou génique d’AMPs dans l’intestin chez la souris  

       ↑ / ↓ / ↔  augmenté, diminué ou sans effet, respectivement. 
 % de lip :% de lipides de l’énergie totale du régime. ? : non indiqué dans l’étude  ϴ : Absent 

LyzC : Lysozyme C . Reg3-β et γ : Regenerating islet-derived protein β et γ. Defa1-5 : Défensines 1 ou 5 
PLA-2 : Phospholipase A2. ALA : Acide α-linolénique 

 

Figure 4 : La modulation de l’expression génique des AMPs est dépendante du site intestinal considéré.  

Expression génique d’AMPs de souris nourries avec un régime obésogène pendant 4 semaines (40% lipides). 
L’expression génique a été exprimée relativement à celle des animaux contrôles. Les valeurs représentent les 
moyennes ± SEM. (**P < 0.01, ***P < 0.001). NS, non significatif. 

De Tomas et collaborateurs, 2016 
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2.3.	 Peptides	antimicrobiens	(AMPs)	

La plupart des AMPs dégradent l’intégrité de la membrane bactérienne conduisant à la mort des 

bactéries (Bevins et al., 2011).  De ce fait, via la régulation de la quantité de bactéries Gram-négatif, 

les AMPs sont indirectement impliqués dans la détoxification mucosale du LPS (Guerville et al., 

2016). De plus, il a été montré que Reg3-γ était essentiel à la séparation spatiale entre les entérocytes 

et les bactéries Gram-négatif contenant du LPS (Vaishnava et al., 2011).  

Chez l’homme et la souris obèses, les études mesurant l’expression d’AMPs sont peu nombreuses 

(seulement deux études) et divergents (Hodin et al., 2011; Rajala et al., 2014). Chez l’homme, les 

expressions géniques de LyzC et DEFA-5 étaient augmentées chez les personnes obèses comparées 

aux normo-pondérées, malgré un nombre de cellules de Paneth identique (Hodin et al., 2011). Chez la 

souris db/db, les expressions de Reg3-γ et Reg3-β étaient similaires aux animaux sauvages alors que 

celles des défensines 1 et 5 étaient diminuées (Rajala et al., 2014).  

Dans des modèles de DIO, les résultats sont également très hétérogènes et dépendants de l’AMP 

étudié (Tableau 9). Les travaux d’Everard et collaborateurs chez la souris montrent une réduction de 

l’expression génique de Reg3-γ et PLA-2 suite à la consommation d’un régime hyperlipidique pendant 

8 semaines  (Everard et al., 2014; Everard et al., 2014) alors que les expressions du LyzC et DEFA 

n’étaient pas modifiées par le régime (Everard et al., 2014). De la même manière, une étude 

longitudinale regardant les effets d’un régime à 45% de lipides durant 2,4 et 8 semaines chez la souris 

montrent qu’à chacun de ces temps, l’expression génique de Reg3-γ était diminuée (de Wit et al., 

2008). A l’inverse, 16 semaines de régime hyperlipidique n’induisent aucun changement au niveau des 

expressions géniques de Reg3-γ et Reg-β. Ces résultats suggèrent un potentiel effet de la durée de 

régime.   

De même, la consommation d’un régime obésogène induit des modifications de l’expression d’AMPs 

dépendante du site intestinal (Figure 4). En effet, les souris DIO présentent une sous-expression de 

Reg3-γ dans le duodénum et le jéjunum comparés aux animaux contrôles (Figure 4) (Tomas et al., 

2016). En revanche, dans l’iléon, l’expression de Reg3-γ est inchangée alors que celle des défensines 

est diminuée (Tomas et al., 2016).  

Pour expliquer la réduction d’expression de reg3-γ, plusieurs hypothèses ont été proposées. Tout 

d’abord, Everard et collaborateurs proposent que la bactérie intestinale Akkermansia muciniphila, dont 

l’abondance est réduite lors de l’obésité, est capable de stimuler l’expression de Reg3-γ (Everard et 

al., 2013). Ainsi les animaux consommant un régime obesogène présenteraient une faible abondance 

d’Akkermansia muciniphila et donc une baisse de l’expression de Reg3-γ (Everard et al., 2013). 

D’autres études révèlent également l’implication de Myd88 dans la régulation de l’expression de 

Reg3-γ malgré des conclusions différentes (Vaishnava et al., 2011; Frantz et al., 2012; Everard et al., 
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2014) : Chez des souris Myd88-déficientes spécifiquement au niveau des IEC, Everard et 

collaborateurs décrivent une diminution de l’expression génique de Reg3-γ alors qu’inversement, une 

augmentation de Reg3-γ a été décrite dans deux autres études (Vaishnava et al., 2011; Frantz et al., 

2012).  

Ainsi, il est clair que l’introduction d’un régime obesogène chez le rongeur altère l’expression 

génique des AMPs. Il semblerait que cette altération soit dépendante du temps de régime ainsi 

que la localisation intestinale.  

3. Neutrophiles	polynucléaires	

Les neutrophiles polynucléaires ne sont pas spécifiques à l’intestin, néanmoins ils jouent un rôle 

important dans la détoxification du LPS au sein de cet organe. En l’absence de données spécifiques à 

l’intestin, nous présenterons ici les résultats sur les variations de permeability-increasing protein (BPI) 

et lactoferrine circulantes lors de l’obésité. 

3.1.	 BPI	

La BPI, protéine libérée dans les granules des neutrophiles, est capable de lier et de neutraliser le LPS 

(Guerville et al., 2016). Dans une cohorte d’hommes sains et intolérants au glucose, la BPI circulante 

est négativement corrélée à l’IMC ainsi qu’au taux plasmatique de LPS (Gubern et al., 2006). La BPI 

serait également un marqueur de sensibilité à l’insuline puisque sa concentration est inversement 

proportionnelle à la glycémie et l’insulinémie à jeun (Gubern et al., 2006). La perte de poids suite à 

une chirurgie bariatrique ne modifie pas les niveaux plasmatiques de BPI (Manco et al., 2007).  

3.2.	 Lactoferrine	

La lactoferrine est une protéine des granules de neutrophiles possédant des activités anti-inflammatoire 

et bactéricide contre, entre autres, les bactéries Gram-négatif (Guerville et al., 2016).  Chez l’homme, 

le taux de lactoferrine circulante est inversement proportionnel à l’IMC (Moreno-Navarrete et al., 

2008; Fernandez-Real et al., 2010) ainsi qu’à la triglycéridémie et glycémie à jeun (Moreno-Navarrete 

et al., 2008). Dans une cohorte d’hommes sévèrement obèses (IMC > 52 kg/m²), la concentration 

plasmatique de lactoferrine était également négativement corrélée à la lipémie postprandiale et 

l’inflammation induite par un repas hyperlipidique (Fernandez-Real et al., 2010).  De plus, Morreno-

Navarette et collaborateurs ont montré, ex vivo, que la capacité des neutrophiles à libérer de la 

lactoferrine suite à une stimulation au LPS était diminuée chez des patients atteint de DBT2 (Moreno-

Navarrete et al., 2009).  
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Cependant, une supplémentation en lactoferrine bovine ne suffit pas pour prévenir de la dyslipidémie 

(Takeuchi et al., 2004) et gain de masse grasse (McManus et al., 2015) induits par la consommation 

d’un régime hyperlipidique chez la souris. En revanche, elle permet le rétablissement de la leptinémie 

à des seuils comparables à ceux observés chez des animaux nourris avec un régime standard 

(McManus et al., 2015). Associée à une restriction énergétique, la lactoferrine induit également une 

perte de poids plus prononcée que d’autres sources de protéines (α-lactalbumine, β-lactoglobuline) 

(Pilvi et al., 2009).  

4. Perméabilité	intestinale	et	régime	obesogène	

4.1.	 Méthodes	pour	mesurer	la	perméabilité	intestinale	

De nombreuses méthodes existent pour évaluer la perméabilité intestinale. La technique de mesure 

« in vivo » consiste à administrer un ou plusieurs marqueurs qui traverseront l’intestin et qui seront 

mesurés dans le sang ou l’urine. Ces marqueurs ne sont pas métabolisés par les bactéries intestinales ni 

par l’hôte et traversent les IEC par voie passive. Cette technique est peu invasive et très utilisée dans 

les études chez l’homme. Les marqueurs utilisés sont majoritairement des sucres tels que le sucrose, le 

lactulose ou le mannitol qui sont absorbés au niveau de sites intestinaux différents (Verdam et al., 

2013). Le sucrose est utilisé pour décrire la perméabilité gastroduodénale, le lactulose et le mannitol 

représentent la perméabilité de l’intestin grêle tandis que le sucralose est un marqueur de la 

perméabilité du gros intestin mais la localisation de son passage reste très imprécise. Chez l’animal, le 

FITC-Dextran 4 kDa (FD4) est utilisé comme marqueur de la perméabilité. Il est administré par voie 

orale et quantifié par la mesure de la fluorescence dans le sang.  

La technique des Chambres d’Ussing « ex vivo » mesure le passage de molécules de différentes tailles 

et le passage ionique du tissu à travers une section précise de l’intestin. Majoritairement, le fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-Dextran 4 kDa (FD4) est utilisé comme marqueur de la perméabilité 

paracellulaire tandis que la Horseradish Peroxydase (HRP) représente la perméabilité transcellulaire. 

Par la mesure de la conductance électrique, les chambres d’Ussing mesurent le transport paracellulaire 

d’ion et de molécules chargées. Cette méthode invasive permet également d’étudier plusieurs sites 

intestinaux simultanément et la perméabilité suite à une stimulation par des produits chimiques.   

Ces données peuvent être complétées par l’étude de l’expression de protéines de jonctions serrées 

(Claudine1-3 / Occludine / Zonula-Occludens 1 / Junctional Adhesion Molecule 1) par RT-qPCR, 

Western Blot ou immunohistochimie.   

Par ailleurs, il est possible d’étudier les effets d’une infusion chronique de lipides ou l’effet d’eaux 

fécales sur des modèles de cellules intestinales in vitro telles que les cellules Caco-2, T84, m-ICcl2.   



   PERMEABILITE  

Espèces 
Section 

intestinale 
Méthode 

Para-
cellulaire 

Paracellulaire- 
conductance 

Trans-
cellulaire 

Ref 

Souris 
Ob/Ob 

 

Jéjunum 
 
 

Iléon 
 
 

Côlon 
 

Intestin 

Ussing C 
Ussing C 

 
Ussing C 

 
 

Ussing C 
 

In vivo 

↔ (FD4) 
↑   (FD4) 

 
 

↑ (FD4) 
 

↔ (FD4) 
 

↑ (FD4) 
 

 
↔ 

 
↑ 
↔ 

 

 
 
 

↑ (HRP) 

(Stenman et al., 2013) 
(Johnson et al., 2015) 

 
(Brun et al., 2007) 

(Johnson et al., 2015) 
 

(Stenman et al., 2013) 
 

(Johnson et al., 2015) 
 

Souris 
Db/db 

Iléon Ussing C 
 

↑ ↑ (HRP) (Brun et al., 2007) 

Rats 
OLETF 

Intestin In vivo 
↔  (PSP-Cr 

EDTA) 
  

(Suzuki et al., 2010) 

 Régime Perméabilité  

Espèces CTL WD Durée Marqueur Paracellulaire Réf 

Souris 
C567Blck6 13% 60 % 

1,2,3 
jrs 

FD4 ↑ (Johnson et al., 2015) 

Souris 
C567Blck6 15.8% 60 % 

3,9,15 
sem 

PSP-Cr-
EDTA 

↑ (Suzuki et al., 2010) 

Souris 
C567Blck6 ? 72 % 4 sem FD4 ↑ (Cani et al., 2008) 

Souris 
C567Blck6  40% 8 sem FD4 ↑ (Murakami et al., 2016) 

Rats SD 10 % 45 % 10 sem FD4 ↑ (de La Serre et al., 2010) 

Tableau 10 : Etudes montrant l’impact de l’obésité sur la perméabilité intestinale mesurée en chambres 
d’Ussing. La perméabilité paracellulaire correspond au passage de petites molécules entre les cellules. La 
conductance correspond au passage d’ions et de molécules chargées. Enfin, la perméabilité transcellulaire 
correspond au passage de grosses molécules à travers les entérocytes.  

↑ / ↓ / ↔  augmenté, diminué ou sans effet, respectivement. 
FD4 : FITC-Dextran 4 

HRP : Horseradish peroxidase 
PSP: phenolsulfonphthalein 

CR-EDTA : Chromium radioactive complexé avec de l’acide éthylène diamine tetracétique 

Tableau 11 : Etudes montrant l’impact de la consommation  d’un régime obésogène sur la perméabilité 
intestinale mesurée in vivo. 

↑ / ↓ / ↔  augmenté, diminué ou sans effet, respectivement. 
FD4 : FITC-Dextran 4 

HRP : Horseradish peroxidase 
PSP: phenolsulfonphthalein 

CR‐EDTA : Chromium radioactif complexé avec de l’acide éthylène diamine tetracétique 
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4.2.  Obésité et barrière intestinale 

Les études portant sur l’état de la barrière épithéliale intestinale (BEI) lors de l’obésité montrent des 

résultats divergents que ce soit chez l’animal (Tableau 10) ou chez l’homme. Certaines études 

montrent que les rongeurs génétiquement obèses (souris Ob/Ob et rats OLETF) présentent une BEI 

intacte (Suzuki et al., 2010; Stenman et al., 2013) alors que d’autres travaux décrivent une 

augmentation de la perméabilité para et transcellulaire chez les souris ob/ob génétiquement obèses 

comparées aux souris sauvages (Brun et al., 2007; Johnson et al., 2015). Chez l’homme, la majorité 

des résultats associe l’obésité avec une perte de la fonction de barrière (Brignardello et al., 2010; 

Gummesson et al., 2011; Moreno-Navarrete et al., 2012; Teixeira et al., 2012; Verdam et al., 2013).  

Dans une cohorte néerlandaise de 28 adultes, la perméabilité au sucrose était augmentée chez les 

patients présentant un IMC supérieur à 30 kg/m² par rapport aux personnes normo-pondérées (Verdam 

et al., 2013). De même, dans une cohorte de femmes normo-pondérées et en surpoids, le ratio 

sucralose/mannitol était corrélé à la graisse viscérale et indépendant de la masse grasse totale 

(Gummesson et al., 2011). Enfin, Morreno-Navarette et collaborateurs ont évalué la perméabilité 

intestinale par la mesure de la zonuline circulante (Moreno-Navarrete et al., 2012), une protéine dont 

la concentration plasmatique augmente lors d’une augmentation de la perméabilité des jonctions 

serrées (Fasano, 2011). Ils ont montré que la zonuline circulante est proportionnelle à l’IMC et 

négativement corrélée à la sensibilité à l’insuline (Moreno-Navarrete et al., 2012). En revanche, 

Brignardello et collaborateurs ont montré que des patients obèses (IMC moyen de 35.9 kg/m²) et 

normo-pondéraux (IMC moyen de 23.5kg/m²) présentaient une perméabilité similaire à trois différents 

sucres : lactulose, mannitol et sucralose (Brignardello et al., 2010). 

Alors que chez l’animal obèse les résultats sont assez divergents, les mesures chez l’homme 

montrent en majorité une augmentation de la perméabilité intestinale chez les 

personnes obèses relativement aux normo-pondéraux. 

4.3.  Consommation d’un régime hyperlipidique et barrière intestinale 

Les études chez l’animal utilisant la technique de mesure de perméabilité in vivo avec le FD4 comme 

marqueur de perméabilité montrent majoritairement une augmentation de la perméabilité 

paracellulaire suite à la consommation d’un régime obesogène (Tableau 11) (Cani et al., 2008; de La 

Serre et al., 2010; Suzuki et al., 2010; Johnson et al., 2012; Murakami et al., 2016). Cependant, le 

manque de précision de cette méthode ne permet pas de déterminer exactement la section intestinale 

qui est devenue perméable. Grâce à la technique des Chambres d’Ussing, il a été montré que la perte 

de fonction de barrière intestinale était très dépendante du site intestinal considéré et de la durée de 

régime (Tableau 12) (Stenman et al., 2012; Hamilton et al., 2015; Johnson et al., 2015; Muller et al., 

2016). Toutefois, face au manque d’homogénéité des protocoles d’études (durée et composition du 



 

 

 

 

 

   

 Régime Perméabilité  

Section 
intestinale 

Espèces 
CTL 
% lip 

HFD 
% lip 

Durée 
Para-

cellulaire 
Condu-
ctance 

Trans-
cellulaire 

Ref 

Duodénum 
Souris 

C57blck6 
10% 60% 15 sem ↑   (Stenman et al., 2012) 

Jéjunum 

 

 

 

Souris 

C57blck6 

13% 

13% 

10% 

13% 

60% 

48-75% 

60% 

60% 

4 sem 

4 sem 

15 sem 

12 sem 

↑ 

↔ 

↑ 

↔ 

↔ 

 

↔ 

 

 

 

(Johnson et al., 2015) 

(Kless et al., 2015) 

(Stenman et al., 2012) 

(Kless et al., 2015) 

 Rats 

Wistar 

13% 

13% 

78 % 

45% 

4 sem 

1,3,6 sem 

↑ 

↔ 

↔  

↔ 

(Kless et al., 2015) 

(Hamilton et al., 2015) 

Iléon 
Souris 

C57blck6 

13% 

10% 

13% 

60% 

60% 

60% 

4 sem 

12 sem 

12 sem 

↑ 

↔ 

↔ 

↑ 

 

↔ 

 

 

 

(Johnson et al., 2015) 

(Stenman et al., 2012) 

(Kless et al., 2015) 

 Rats 

Wistar 

13% 

13% 

45% 

45% 

1 sem 

3,6 sem 

↑ 

↔ 

 ↔ 

↔ 

(Hamilton et al., 2015) 

(Hamilton et al., 2015) 

Côlon-

Caecum 
Souris 

C57blck6 

 

13% 

10% 

10% 

13% 

48%  

60% 

60% 

78% 

4,12 sem 

12 sem 

12 sem 

4 sem 

↔ 

↑ 

↔ 

↔ 

↔ 

 

↔ 

↔ 

 (Kless et al., 2015) 

(Stenman et al., 2012) 

(Kless et al., 2015) 

(Kless et al., 2015) 

 AKR/J 

SWR/J 
13% 45% 4 sem ↔ ↔ 

 
(Kless et al., 2015) 

 Rats 

Wistar 
13% 45% 1,3,6 sem ↑  ↑ (Hamilton et al., 2015) 

Tableau 12 : Etudes montrant l’impact de la consommation d’un régime obésogène sur la 
perméabilité intestinale mesurée en chambre d’Ussing.  

↑ / ↓ / ↔  augmenté, diminué ou sans effet, respectivement.  % de lip :% de lipides de l’énergie totale du 
é i
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régime différentes) il reste difficile de déterminer précisément quand et où la perméabilité est 

augmentée. Concernant la perméabilité transcellulaire, une seule étude chez le rat a montré que le gros 

intestin présentait une perméabilité augmentée suite à 3 et 6 semaines de régime hyperlipidique à 45% 

de lipides (Hamilton et al., 2015).   

Par ailleurs, de nombreux autres facteurs inhérents à l’utilisation de modèles animaux, tels que les 

conditions d’hébergement, peuvent impacter la fonction de BEI (Muller et al., 2016).  En effet, des 

souris nourries avec un régime obesogène et hébergées dans une animalerie conventionnelle ont une 

conductance augmentée suite à 12 semaines de régime hyperlipidique alors que les souris nourries 

avec le même régime mais dans une animalerie « exempte d’organisme pathogène spécifique»  ne 

présentent aucune perte de barrière intestinale (Muller et al., 2016). Ces résultats montrent 

l’importance du microbiote avant l’intervention nutritionnelle dans l’altération de la BEI induite par la 

consommation d’un régime obesogène (Muller et al., 2016). 

4.4.	 Mécanismes	possibles		

Les mécanismes expliquant la perte de barrière intestinale suite à la consommation d’un régime 

obesogène ne sont pas totalement élucidés (Teixeira et al., 2012). 

L’utilisation de pré et probiotiques a permis de mettre en évidence l’importance du microbiote dans 

ces dérèglements. Plusieurs études ont montré que l’ingestion de pré ou probiotiques restaure la 

fonction de barrière intestinale chez des animaux consommant un régime obesogène (Cani et al., 2009; 

Everard et al., 2013). De plus, des corrélations ont été décrites entre certaines populations bactériennes 

et des paramètres de BEI telles que les niveaux d’expression de protéines de jonctions serrées (Lam et 

al., 2012). La résistance transépithéliale du côlon proximal de souris est positivement corrélée avec 

l’abondance de Lactobacille et négativement avec celle d’Oscillibacter (Lam et al., 2012). De même, 

l’abondance d’Oscillispira ainsi que celle de Butyricimonas sont significativement corrélées avec la 

perméabilité paracellulaire de l’intestin grêle et transcellulaire du caecum, respectivement, chez le rat 

(Hamilton et al., 2015). Une supplémentation en certaines bactéries telles qu’Akkermansia muciniphila 

est également associée à une amélioration de la BEI par des mécanismes qui ne sont pas encore 

totalement connus (Reunanen et al., 2015). L’ensemble de ces bactéries pourrait agir positivement ou 

négativement via la production d’acides gras volatiles (AGV) comme le butyrate, l’acétate ou le 

propionate qui seraient capable d’influencer la barrière intestinale (Suzuki et al., 2008; Peng et al., 

2009). 

Les acides biliaires (AB), dont la production et l’excrétion sont augmentées lors de la consommation 

d’un régime obesogène (Stenman et al., 2012; Murakami et al., 2016), pourraient être également 

impliqués dans l’altération de la BEI via une modulation de l’expression des protéines des jonctions 

serrées (Raimondi et al., 2008; Stenman et al., 2013). Une corrélation positive entre la perméabilité 
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caecale paracellulaire et la quantité d’AB primaires et secondaires a été décrite chez la souris 

(Murakami et al., 2016). 

Des protéines impliquées dans le métabolisme des lipides et glucides pourraient aussi moduler la BEI. 

La leptine augmente la perméabilité colique en altérant l’expression des protéines de jonctions serrées 

(Le Drean et al., 2014). Ainsi, l’hyperleptinémie observée lors de DIO (Lin et al., 2000) pourrait être 

un facteur contribuant à la perte de la BEI. De même, l’insuline dont les concentrations sont élevées 

lors de certains stades de l’obésité, pourrait augmenter la perméabilité paracellulaire (McRoberts et al., 

1990).  

Enfin, l’inflammation systémique et locale observée lors de l’obésité est un facteur contribuant 

également à la perte de barrière intestinale (Teixeira et al., 2012).   

4.5.	 Perméabilité	intestinale	spécifique	au	LPS	

Malgré l’implication importante de l’endotoxémie métabolique lors de l’obésité, aucune étude n’a 

mesuré le passage transépithelial du LPS. Les mécanismes par lesquels le LPS traversent l’intestin 

n’étant pas totalement compris, il est difficile de conclure précisément de l’impact d’un régime 

obesogène sur la perméabilité intestinale au LPS (Guerville et al., 2016). Cependant, plusieurs voies 

de passage du LPS selon le site intestinal ont été suggérées nous permettant ainsi d’émettre des 

hypothèses (Guerville et al., 2016).  

Le LPS pourrait traverser l’intestin grêle par trois mécanismes différents: la voie transcellulaire, le 

passage via les cellules à mucus (GAP pour Goblet-Associated Passage) et enfin grâce aux 

chylomicrons (Guerville et al., 2016). Concernant la perméabilité transcellulaire, un régime obesogène 

à 45 % de lipides durant 1, 3 et 6 semaines chez le rat ne modifie pas la perméabilité transcellulaire 

(Hamilton et al., 2015). Aucune étude n’a été réalisée sur l’impact de l’obésité sur le passage 

d’antigènes via les cellules à mucus dans l’intestin grêle. Les mécanismes de passage postprandial du 

LPS via les chylomicrons seront développés dans la section suivante.  

A l’inverse, la perméabilité transcellulaire du gros intestin est augmentée et significativement corrélé 

avec la concentration plasmatique de LBP après 3 et 6 semaines de régime obesogène chez le rat 

(Hamilton et al., 2015). Ces résultats suggèrent que le LPS pourrait traverser les colonocytes. Bien que 

les GAP ne soient présents dans un côlon sain, il a été montré qu’une altération de l’équilibre du 

microbiote par l’administration d’antibiotiques engendrait l’ouverture de GAP (Knoop et al., 2015). 

Les modifications du microbiote intestinal induites par l’obésité (Daniel et al., 2014) pourraient ainsi 

augmenter les GAP coliques laissant ainsi traverser le LPS.  

Physiologiquement, le LPS ne peut traverser l’intestin grêle ou le gros intestin via la voie 

paracellulaire du fait de sa grosse taille. En revanche, des études ont montré que sous certaines 
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conditions qui augmentent la perméabilité paracellulaire telles que l’hypoxie ou l’inflammation, le 

LPS pouvait traverser l’intestin via les jonctions serrées (Drewe et al., 2001; Watson et al., 2005).  La 

consommation d’un régime obesogène entraînerait une élévation de la perméabilité paracellulaire 

(Cani et al., 2008; de La Serre et al., 2010; Suzuki et al., 2010; Johnson et al., 2012; Murakami et al., 

2016) pouvant permettre au LPS de traverser la BEI. Cependant, l’augmentation de la perméabilité 

dans les tissus enflammés ou hypoxiés est nettement supérieure à celle observée chez les animaux et 

patients obèses. Ainsi, il est alors peu probable que le LPS emprunte la voie paracellulaire lors de 

l’obésité.   

4.6.	 Passage	postprandial	via	les	chylomicrons	

L’absorption des lipides se déroule au niveau de l’intestin grêle via les chylomicrons. Lors de la 

consommation d’un régime hyperlipidique, la quantité de chylomicrons secrétée est donc plus 

importante afin de permettre une absorption plus efficace des lipides. Or les chylomicrons sont 

capables de lier et transporter les LPS à travers l’intestin (Ghoshal et al., 2009; Laugerette et al., 

2011).  

Ce parallèle entre consommation de régimes hyperlipidiques et augmentation de l’endotoxémie 

postprandiale a été montré dans plusieurs études. Chez la souris, un gavage de lipides augmente 

l’endotoxémie (Cani et al., 2007; Ghoshal et al., 2009). Comme déjà vu dans le chapitre 1, chez 

l’homme, la consommation d’un repas enrichi en lipides induit une augmentation transitoire de 

l’endotoxémie (Erridge et al., 2007; Amar et al., 2008; Laugerette et al., 2011). 

Par ailleurs, la structure des lipides modifierait la cinétique de l’endotoxémie post-prandiale.  Chez 

l’homme, une ingestion de lipides sous forme d’émulsion augmente de façon plus importante 

l’endotoxémie en comparaison avec l’ingestion de lipides non émulsionnés (Laugerette et al., 2011). 

In vitro, en culture Transwell de Caco-2, une infusion de LPS en présence de micelles lipidiques 

augmente le passage du LPS du côté apical au basolatéral (Laugerette et al., 2011).     

Pour conclure, lors de la consommation d’un régime obesogène, la translocation du LPS au 

niveau de l’intestin grêle serait facilitée par la surproduction post-prandiale de chylomicrons. 

Au niveau du gros intestin, la perméabilité transcellulaire est augmentée chez des rats DIO, on 

peut alors supposer que le LPS traverserait les colonocytes. Ainsi, une perte de BEI pourrait 

être l’un des facteurs responsables de l’augmentation de l’endotoxémie lors de l’obésité. 

Cependant, aucune étude n’a mesuré le passage à travers l’intestin du LPS spécifiquement chez 

des animaux ou patients obèses.  
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Figure 5 : Schéma simplifié des voies de synthèse des acides biliaires.

Les AB sont synthétisés à partir du cholestérol initiée par l’enzyme limitante
cholestérol-α hydroxylase (CYP7A1) conduisant aux acides primaires : l’acide
cholique (CA) et l’acide chénodésoxycholique (CDCA). La plupart des AB primaires
sont ensuite conjugués avec de la glycine et de la taurine au niveau hépatique :
l’acide taurochénodéoxycholique, l’acide glycodéoxycholique, l’acide taurocholique
et l’acide glycholique. Une fois dans le tractus digestif, les AB primaires CA et
CDCA peuvent être déconjugués et déhydroxylés par les bactéries du microbiote
pour produire des AB secondaires comme l’acide déoxycholique et l’acide
lithocholique.
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5. Prise	en	charge	hépatique		

5.1.	 Enzymes	hépatiques	de	détoxification	du	LPS	

Deux enzymes sont présentes au niveau hépatique pour détoxifier le LPS : l’Acyloxylacylhydroxylase 

(AOAH) et la phosphatase alcaline (ALP). L’élévation de l’endotoxémie observée lors de l’obésité 

pourrait résulter, en partie, d’une diminution de la capacité hépatique à détoxifier le LPS. Cependant, 

aucune étude ne décrit l’effet de la consommation d’un régime hyperlipidique ou de l’obésité sur 

l’expression et l’activité de l’AOAH.  

Chez l’homme, les personnes obèses présentent une ALP plasmatique élevée comparée aux personnes 

maigres suggérant une augmentation de la production d’ALP par le foie (Khan et al., 2015) (Verrijken 

et al., 2010) (Kim et al., 2013). Cependant, aucune étude n’a encore montré de corrélation directe 

entre l’ALP hépatique et plasmatique. De plus, tout comme l’intestin, le tissu adipeux est également 

capable de produire de l’ALP (Khan et al., 2015). Par ces mesures plasmatiques il est donc difficile de 

conclure de l’effet de l’obésité et/ou de la consommation de régimes hyperlipidiques sur la modulation 

de l’expression de l’ALP au niveau hépatique spécifiquement.   

De façon importante, il a été montré que l’activité de l’ALP était diminuée chez les rats Zucker obèses 

comparés aux Zucker maigres et sauvages (Bertone et al., 2011).  

5.2.	 Bile		

5.2.1. Métabolisme	de	la	bile	et	des	acides	biliaires	

La bile est un fluide constitué en majorité d’eau, d’AB, de phospholipides, de bilirubine et de 

cholestérol.  La bile exerce deux fonctions principales : elle aide à la digestion des lipides et permet 

l’excrétion de molécules toxiques telles que les endotoxines. La bile est formée dans les hépatocytes et 

sera ensuite stockée dans la vésicule biliaire jusqu’à l’excrétion dans le duodénum durant un repas.   

a) Les	acides	biliaires	(AB)	

Les AB sont des molécules amphipatiques dérivées du cholestérol, synthétisés selon deux voies 

prédominantes. La voie classique conduit à la production de deux AB : l’acide cholique (CA) et 

l’acide chénodésoxycholique (CDCA). Ces deux AB représentent 90% de la production d’AB 

primaires. Cette voie classique est initiée par l’enzyme limitante cholestérol-α hydroxylase (CYP7A1), 

exprimée dans les hépatocytes. La voie alternative ne représente que 10% de la production d’AB 

primaire et mène également à la production de CDCA. La plupart des AB primaires seront ensuite 

conjugués avec de la glycine et de la taurine au niveau hépatique (Figure 5).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure  6 : Schéma du cycle enterohépatique 

Le pool d’AB est maintenu grâce à une circulation entéro-hépatique efficace permettant de 

préserver 95% des AB conjugués. La réabsorption active des AB conjugués se passe au niveau de 

l’iléon distal.  Les AB non conjugués peuvent être réabsorbés de façon passive dans l’intestin 

grêle et le gros intestin. 5% des AB seront éliminés par les fèces.  

 

  De (Brestoff et al, 2013) 
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Une fois dans le tractus digestif, les AB primaires CA et CDCA peuvent être déconjugués et 

déhydroxylés par les bactéries du microbiote pour produire des AB secondaires comme l’acide 

déoxycholique et l’acide lithocholique.  

Le pool d’AB est maintenu grâce à une circulation entéro-hépatique efficace permettant de préserver 

95% des AB conjugués (Figure 6). La réabsorption active des AB conjugués se passe au niveau de 

l’iléon distal via plusieurs transporteurs tels que l’Apical Sodium Dependent Bile Acid Transporter 

(ASBT aussi connu comme IBAT) ou Organic Soluble Transporter. Les AB non conjugués (formés 

après déconjugaison de la taurine et de la glycine par les bactéries intestinales) peuvent être réabsorbés 

de façon passive dans l’intestin grêle et le gros intestin. Cependant, leur transport par cette voie est 

beaucoup moins efficace. Enfin, 5% des AB seront éliminés par les fèces.  

Le métabolisme de  la bile diffère en plusieurs points entre la physiologie humaine et celle des 

rongeurs. Tout d’abord, en termes d’anatomie l’homme et la souris possèdent une vésicule biliaire 

alors que le rat n’en possède pas. De plus, l’homme possède deux AB primaires (CA et CDCA) alors 

que la souris et le rat en possèdent 5 (CA, CDCA, l’acide ursodéoxycholique et les acides 

murideoxycholique β et α) (Sayin et al., 2013). Enfin, la prise en charge hépatique des xénobiotiques 

est plus efficace chez le rat comparé à l’homme (Yang et al., 2015), tout comme l’hydrophobicité des 

AB qui est augmentée chez le rat (Heuman, 1989).  

b) Régulation	de	la	synthèse	d’AB	

Les AB sont des puissants régulateurs de leur propre synthèse via, entre autres, l’activation de 

plusieurs récepteurs dont le majoritaire est le farnesoid X receptor (FXR). De nombreuses voies 

d’action de la régulation de la synthèse des AB ont été décrites dans la littérature, sont présentées 

seules les actions majeures de FXR dans cette voie de régulation. Au niveau hépatique, la liaison des 

AB sur FXR augmente la conjugaison des AB et l’expression de gènes impliqués dans l’efflux des AB 

jusqu’à la bile. L’activation de FXR va également induire la transcription du Small Heterodimer 

Partner qui inhibe l’expression de Cyp7A1. Au niveau intestinal, l’activation de FXR induit la 

sécrétion de fibroblast growth factor-15/19 (FGF19 chez l’homme et FGF15 chez le rongeur) dans la 

veine porte. FGF15 va ensuite interagir avec son récepteur Fibroblast Growth Factor-15/19 Receptor 4 

exprimé au niveau des hépatocytes, et inhiber la synthèse d’AB en réduisant la transcription de 

Cyp7a1. FGF15 augmente également le remplissage de la vésicule biliaire par la bile.  
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5.2.2. Composition et excrétion de bile pendant l’obésité.  

L’obésité induite par la consommation d’un régime obesogène et génétique augmente la quantité d’AB 

au niveau caecal (Stenman et al., 2013; Muller et al., 2016; Murakami et al., 2016) et fécal (Stenman 

et al., 2012; Stenman et al., 2013; Muller et al., 2016). Plus précisément, l’obésité est caractérisée par 

une augmentation de la concentration dans le caecum de l’AB secondaire : DCA (Stenman et al., 

2012; Stenman et al., 2013; Duparc et al., 2016; Muller et al., 2016; Murakami et al., 2016). De plus, 

l’expression des transporteurs iléaux d’AB, l’ASBT et l’organic soluble transporter est augmentée 

chez les animaux DIO comparés aux standards et cela de 2 semaines de régime (de Wit et al., 2008; 

Duparc et al., 2016) De plus, l’étude de Muller et collaborateurs a montré que suivant la composition 

du microbiote avant la consommation du régime obesogène, la composition en AB en réponse au 

régime était différente, soulignant ainsi l’importance du microbiote dans le métabolisme des AB lors 

de l’obésité (Muller et al., 2016). Une étude publiée dans Nature en 2013 a même suggéré qu’une 

bactérie particulière C. sordellii serait responsable de l’augmentation d’acide déoxycholique lors de 

l’obésité (Yoshimoto et al., 2013).   

Lors de l’obésité, l’excrétion de la bile est augmentée suggérant alors une excrétion hépatique de LPS 

facilitée. De plus, une augmentation de la concentration caecale de CA, comme observée lors de 

l’obésité (Stenman et al., 2012; Stenman et al., 2013; Muller et al., 2016; Murakami et al., 2016), 

induit une réduction de la proportion des Gram-négatif Bacteroides suggérant alors une baisse de la 

quantité de LPS dans le contenu.   

5.3.  Prise en charge plasmatique : Lipoprotéines 

Une fois dans la circulation sanguine, le LPS est rapidement pris en charge par des molécules de 

transport dont la principale est la LBP, synthétisée au niveau hépatique (Cf chapitre 1). Lors de 

l’obésité, le foie s’adapte en augmentant la synthèse de LBP, permettant ainsi de prendre en charge 

l’afflux de LPS dans la circulation sanguine. Le foie synthétise également des lipoprotéines, qui 

transportent le cholestérol et des lipides mais également de façon minoritaire le LPS.  

La dyslipidémie est l’un des troubles métaboliques associés à l’obésité et reconnue pour être un facteur 

de risque majeur pour les maladies cardiovasculaires (Jung et al., 2014). Elle se caractérise par un 

niveau anormal de lipides (cholestérol ou triglycérides) dans la circulation sanguine. Lors de l’obésité, 

les concentrations plasmatiques d’acides gras libres et de triglycérides augmentent tandis que la 

concentration d’High densitiy lipoprotein (HDL) diminue  (Jung et al., 2014).  
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Les HDL sont les principales lipoprotéines impliquées dans la détoxification du LPS puisqu’elles le 

transportent de la circulation sanguine vers le foie. Ainsi une baisse de la concentration de HDL 

plasmatique diminuerait ce transport du LPS, participant au maintien de l’endotoxémie élevée 

observée lors de l’obésité. Cependant, la détoxification du LPS par les HDL ne semblent pas être la 

voie majeure de détoxification puisqu’aucune corrélation entre la concentration plasmatique de LPS 

libre et la concentration plasmatique d’HDL n’a été trouvée (Amar et al., 2008). 

 

 

 

 

En résumé : 

Les principaux mécanismes de prise en charge du LPS qui sont modifiés lors de l’obésité induite 

par la consommation d’un régime obésogène, sont résumés dans la figure 7. 

 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
Figure 8 : Schéma représentant l’axe intestin-cerveau. Les hormones synthétisées par la 
périphérie interagissent avec les neurones de l’ARC.  Les neurones POMC/NPY sont activés par 
les hormones anorexigènes alors qu’à l’inverse, les neurones AgRP/NPY sont stimulés par les 
hormones orexigènes. Par la suite, les neurones de l’ARC, du premier ordre, projettent sur les 
neurones du second ordre pour induire une inhibition ou stimulation de la PA.   

Modifié de Niswender et al, 2003 
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Chapitre	4	:		

Régulation	de	la	prise	alimentaire	

1. Notion	de	balance	énergétique	

La balance énergétique se définit comme un état métabolique correspondant à un équilibre entre les 

apports et les dépenses énergétiques. Plusieurs facteurs sont pris en compte dans la régulation de 

l’homéostasie énergétique : les niveaux de nutriments présents dans les organes de stockage (TA et 

foie), les quantités de nutriments reçus par l’alimentation et enfin les besoins en énergie des tissus. 

L’intégration de ces nombreux facteurs implique donc une communication étroite entre de nombreuses 

structures à la fois périphériques et centrales.  

2. Structures	centrales	impliquées	dans	le	contrôle	de		la	
balance	énergétique	

2.1.	 L’hypothalamus	

Au niveau central, de nombreuses structures sont impliquées dans l’homéostasie énergétique.  Il est 

actuellement admis que les principaux centres du contrôle homéostatique de la prise alimentaire se 

trouvent au niveau de l’hypothalamus, organisé en plusieurs noyaux agissant en synergie : le noyau 

arqué (ARC), le noyau paraventriculaire, le noyau ventromédian, le noyau dorsomédian et l’aire 

latérale hypothalamique.  

2.1.1. Le	noyau	arqué	(ARC)	

L’ARC est accolé à l’éminence médiane, structure sans barrière hémato-encéphalique (BHE) et donc 

perméable aux signaux périphériques. Cette localisation fait de l’ARC un relais entre les organes 

périphériques et le SNC permettant l’intégration des signaux périphériques systémiques nécessaires au 

maintien de l’homéostasie (Figure 8). L’ARC est ainsi le premier noyau à intégrer leurs informations 

avant de les relayer vers d’autres noyaux. Il contient des populations neuronales sensibles aux signaux 

périphériques, appelées de premier ordre, projetant vers les neurones de second ordre (détaillés dans la 

section suivante).  
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a) Populations	neuronales	orexigènes	NPY/AgRP	

Cette première population de neurones de première ordre co-exprime deux puissants stimulateurs de la 

PA (Figure 8) : le neuropeptide Y (NPY) et l’agouti-gene related peptide (AgRP). Leur effet orexigène 

a été montré grâce à des injections centrales et l’utilisation de souris transgéniques. En effet, une 

injection intracerebroventriculaire de NPY et d’AgRP induit une prise alimentaire (Geerling et al., 

2013) (Rossi et al., 1998). De plus, une ablation des neurones AgRP induit une faible mais 

significative réduction du gain de poids liée en majorité à une diminution de la masse grasse (Xu et al., 

2005). A l’inverse, des souris sur-exprimant NPY et AgRP spécifiquement au niveau du SNC 

développent une obésité associée à une hyperphagie comparées à des souris WT (Kaga et al., 2001; 

Zheng et al., 2013) ; (Ollmann et al., 1997).  

b) Populations	neuronales	anorexigéniques	POMC/CART	

La deuxième population neuronale co-exprime la pro-piomélanocortine (POMC) et la Cocaïne and 

Amphetamine Regulated Transcript (CART) (Figure 8). La POMC est la protéine précurseur des 

mélanocortines (α-MSH et β-MSH) qui exercent un rôle inhibiteur sur la PA (Edwards et al., 2000).  

Les souris déficientes pour POMC développent une obésité et une hyperphagie, qu’elles soient 

soumises à un régime standard ou obesogène (Yaswen et al., 1999). Une ablation des neurones POMC 

conduit à une hyperphagie et une augmentation des masses grasses et maigres (Xu et al., 2005). Chez 

l’homme, des cas d’obésité sévère ont également été associés à des mutations des gènes exprimant 

POMC (Krude et al., 1998).  

Le neuropeptide CART est co-exprimé avec POMC. Chez le rongeur, des injections 

intracerebroventriculaires de CART diminuent la PA (Aja et al., 2001) tandis que des souris KO pour 

CART soumises à un régime standard présentent un surpoids et une perte de sensibilité à l’insuline à 

40 jours d’âge (Wierup et al., 2005).  

2.1.2. Autres	noyaux	hypothalamiques		

Les neurones du premier ordre de l’ARC vont agir sur les neurones du second ordre localisés au 

niveau des autres noyaux hypothalamiques en particulier le noyau paraventriculaire et l’aire 

hypothalamique latérale (Figure 8). Le noyau paraventriculaire possède des neurones anorexigènes à 

Corticotropin-Realeasing Hormone et Thyrotropin-Releasing Hormone, alors que l’aire 

hypothalmique latérale possède des neurones orexigènes à orexines et Melanocortin Hormone (MCH). 

Ces neurones de second ordre projettent ensuite vers des régions extra-hypothalamiques.  

 



 

   



SYNTHESE	BIBLIOGRAPHIQUE	

62 
 

2.2.	 Régions	extra‐hypothalamiques	

La régulation de l’homéostasie énergétique fait également intervenir d’autres structures cérébrales 

connectées à l’hypothalamus telles que le complexe dorso vagal, le système limbique ou le thalamus. 

Parmi ces structures extra-hypothalamiques, le noyau du tractus solitaire (NTS) est un site majeur pour 

l’intégration des informations périphériques. Comme l’ARC, le NTS reçoit directement des signaux 

hormonaux de par sa proximité avec l’area postrema, région présentant une BHE incomplète. Il reçoit 

également des signaux périphériques provenant des fibres afférentes du nerf vague (VANs), 

mécanismes détaillés dans la section 5.  

3. Les	principales	hormones	impliquées	dans	la	régulation	de	
la	PA	

Parmi les structures périphériques, le tractus gastro-intestinal (GIT pour gastro-intestinal tractus) joue 

un rôle majeur dans le contrôle de la PA à court terme, i.e. dans l’initiation et la terminaison des repas. 

En effet, les cellules entéroendocrines (EECs) du GIT libèrent des hormones en réponse à la présence 

ou à l’absence de nutriments dans le tube digestif, qui vont stimuler ou inhiber la PA à l’échelle d’un 

repas. Les hormones communiquent avec le SNC soit via la circulation sanguine soit par le nerf vague 

(Berthoud, 2008).  Les différentes hormones seront détaillées dans la première partie de cette section.  

La régulation de l’homéostasie énergétique implique également les fonctions endocrines du tissu 

adipeux et du pancréas dont les mécanismes d’action des hormones seront détaillés dans la section 3.  

3.1.	 Les	cellules	entéroendocrines	–	détection	des	nutriments		

L’intestin est le lieu où les nutriments sont digérés et absorbés. Parmi les différents types de cellules 

intestinales, les EECs sont spécialisées dans la détection des nutriments et la libération d’hormones. 

Elles sont localisées dans la muqueuse du GIT et représentent moins de 1% des cellules épithéliales 

totales. Le pôle apical des EECs, recouvert de microvillosités est ouvert sur la lumière intestinale. Les 

hormones sont libérées dans des granules de sécrétion au niveau basolatéral pour agir soit sur les 

neurones entériques et vagaux, sur d’autres organes via la circulation sanguine, ou sur les cellules 

intestinales voisines de façon paracrine. Il existe plus de 20 types d’EECs différents, toutes réparties 

dans le GIT et libérant une ou plusieurs hormones.   

Compte tenu de leur faible quantité et de leur dispersion dans le GIT, les EECs sont difficiles à 

étudier. Le recours à des lignées cellulaires telles que STC-1, GLUTag ou BON cells est donc 

nécessaire. Cependant, les EECs sont entourées d’autres types cellulaires, ce qui ne peut pas être 

reproduit avec les lignées cellulaires. Plus récemment, l’utilisation de souris transgéniques exprimant 
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un rapporteur fluorescent GFP (pour Green Fluroscent Protein) sous le contrôle d’un promoteur pour 

le précurseur d’hormone a permis d’étudier les EECs in vivo (Bohorquez et al., 2011).  

Les EECs adaptent leur réponse sécrétoire en fonction de la composition du contenu luminal. Grâce 

aux modèles cellulaires et ces souris transgéniques, plusieurs mécanismes de détection des nutriments 

par les EECs ont été mis en évidence. La détection du glucose impliquerait des transporteurs et 

notamment le sodium/glucose cotransporter 1, des canaux potassiques et des récepteurs couplés à des 

protéines G plus spécifiquement l’α-gustducine. Concernant la détection des acides aminés, le Gq-

coupled calcium-sensing receptor semble être l’un des récepteurs majeurs impliqués. La détection de 

peptides plus larges s’effectuerait via le transporteur peptide transporter 1  ainsi que le 

glysophosphatic acid receptor 5. Enfin, via leurs interactions avec ces récepteurs, les lipides ainsi que 

les AGV produits par le microbiote sont des puissants stimulants de la production d’hormones 

intestinales (Sleeth et al., 2010).  

3.2.	 L’hormone	orexigène	majeure:	la	ghréline	

La ghréline, peptide de 28 acides aminés, a été initialement décrite, par l’équipe de Kojima en 1999, 

comme un ligand endogène du récepteur de l’hormone de croissance (Kojima et al., 1999).  

Cependant, elle est maintenant reconnue pour être l’hormone majeure stimulant la PA (Tschop et al., 

2000). La ghréline est issue de la maturation d’un peptide, la pré-pro-ghréline qui, dans sa maturation, 

produit également un autre peptide l’obestatine (Muller et al., 2015). Bien que provenant du même 

précurseur, ces deux hormones présenteraient cependant des effets opposés sur la PA (Zhang et al., 

2005). Le tractus digestif et en particulier les EECs A de l’épithélium gastrique, sont les sites majeurs 

de production de ghréline (Date et al., 2000; Gnanapavan et al., 2002). Elle est également synthétisée 

par d’autres organes périphériques tels que les poumons ou le pancréas (Gnanapavan et al., 2002) mais 

aussi centraux comme l’hypothalamus et l’hypophyse (Kojima et al., 1999; Gnanapavan et al., 2002). 

La ghréline peut exister sous deux formes : la forme acylée ou des-acylée. La réaction d’acylation est 

effectuée par l’enzyme ghréline 0-acyl-Transferase (GOAT), exprimée dans les mêmes tissus que la 

ghréline (Yang et al., 2008). L’acylation de la ghréline régule son activité biologique. Seule la forme 

acylée se lie au récepteur Growth Hormone Secretagogue Receptor (GHSR) et exerce des effets sur 

l’homéostasie énergétique. Néanmoins, la ghréline non acylée, forme majoritaire présente dans la 

circulation sanguine, a été récemment décrite comme un inhibiteur fonctionnel de la ghréline acylée 

(Delhanty et al., 2014).  

L’absence de nutriments augmente la sécrétion de ghréline tandis que leur présence diminue la 

ghrélinémie (Camina et al., 2003). La ghréline atteint donc un pic de sécrétion durant la phase 

préprandiale puis retourne à son niveau basal quelques heures après un repas [10, 26, 27]. La 

magnitude de réduction de ghrélinémie est proportionnelle à la quantité calorique du repas 

(Monteleone et al., 2003) et la présence en forte quantité de lipides augmente la durée de sécrétion 
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comparé à un repas riche en glucides (Monteleone et al., 2003). Les mécanismes de suppression de la 

production de ghréline ne sont pas encore totalement connus (Muller et al., 2015). Récemment, il a été 

suggéré que l’expression de la GOAT était régulée par la présence de nutriments faisant varier le ratio 

ghréline acylée sur ghréline dés-acylée pouvant ainsi expliquer les fluctuations de la ghrélinémie en 

fonction du statut nutritionnel (Kirchner et al., 2009).  

La ghréline acylée joue un rôle primordial dans la régulation de l’homéostasie énergétique. Elle agit en 

activant principalement les neurones AgRP/NPY et inhibant les neurones POMC localisés au niveau 

de l’ARC (Cowley et al., 2003). Via ces effets hypothalamiques, la ghréline stimule la PA, induisant 

sur le long terme une augmentation du gain de poids et de l’adiposité (Tschop et al., 2000; Wren et al., 

2001; Wren et al., 2001). Pour atteindre le SNC, la ghréline peut traverser la BHE (Banks et al., 2002) 

et agir au niveau du NTS (Muller et al., 2015). En revanche, l’implication des VANs dans l’action 

orexigène de la ghréline reste un sujet controversé dans la littérature (Muller et al., 2015).   

D’autre part, de nombreuses fonctions périphériques et centrales lui ont été attribuées comme la 

stimulation de la motricité gastrique, le raccourcissement du temps d’endormissement, la suppression 

de la thermogénèse du tissu adipeux brun ou encore l’amélioration des fonctions cardiovasculaires 

comme la contractilité des vaisseaux (Muller et al., 2015). 

3.3.  Hormones majeures de la satiété 

3.3.1. Cholécystokinine 

La cholécystokinine (CCK) a été la première hormone découverte ayant un effet inhibiteur sur la PA 

(Gibbs et al., 1973). La CCK est secrétée par les EECs I de l’intestin, principalement au niveau du 

duodénum et jéjunum en réponse à la présence de lipides et de protéines dans la lumière intestinale. 

Un des rôles principaux de la CCK est de faciliter la digestion (Dockray, 2006). La CCK stimule la 

sécrétion exocrine du pancréas conduisant à la libération d’un suc pancréatique riche en enzymes 

digestives hydrolysant les nutriments du bol alimentaire (Dockray, 2006). Elle entraine également une 

augmentation de la production biliaire en stimulant la contraction de la vésicule biliaire et le 

relâchement du sphincter d’Oddi libérant ainsi la bile dans le duodénum (Dockray, 2006). La CCK 

inhibe également la vidange gastrique, augmentant la digestion mécanique des nutriments par 

l’estomac (Dockray, 2006). Mais, une fonction primordiale de la CCK est d’inhiber la PA (Gibbs et 

al., 1973; Ballinger et al., 1995; Degen et al., 2001; Raybould, 2007). Plus précisément, la CCK agit 

en diminuant la taille des repas et en augmentant l’intervalle entre chaque repas (Degen et al., 2001). 

L’importance de la CCK dans la régulation de la PA a été confirmée grâce à un modèle de rat (OLETF 

rats) KO pour le récepteur CCK1-R qui développe une hyperphagie et une obésité (Moran et al., 2006) 

( Chapitre 5 section 1.2).  
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La CCK ne peut pas traverser la BHE, elle agit donc majoritairement au niveau périphérique via le 

nerf vague (Owyang et al., 2011). En effet, une vagotomie physique ou chimique supprime ses effets 

anorexigènes (Smith et al., 1985; Brown et al., 2011) et une administration intraveineuse de CCK 

induit une décharge calcique au niveau des VANs gastriques (Date et al., 2002). La CCK se fixe à son 

récepteur CCK1-R présent sur les VANs (Donovan et al., 2007) activant ainsi le NTS qui va rediriger 

les informations vers l’hypothalamus (Raybould, 2007). Le signalling intracellulaire précis sera 

développé dans la section 5.3 de ce chapitre. La CCK est également synthétisée au niveau central par 

l’hypothalamus et le NTS, en moindre quantité que dans l’intestin, Via l’activation de ses deux 

récepteurs CCK1R et CCK2R, la CCK endogène centrale pourrait également diminuer la PA (Clerc et 

al., 2007) (Reidelberger et al., 2004).   

3.3.2. Le	peptide	YY	

Le peptide YY (PYY) appartient à la famille des protéines « PP-fold » comme le NPY et le 

polypeptide pancréatique (PP). Le PYY est synthétisé sous sa forme primaire PYY 1-36 par les cellules 

L de l’intestin en réponse à la présence d’aliments dans la lumière intestinale (Stadlbauer et al., 2015) 

(Manning et al., 2014). La synthèse de PYY atteint un plateau 1 à 2 heures après un repas et varie en 

fonction de la composition nutritionnelle du repas (Stanley et al., 2004). En effet, la synthèse de PYY 

est plus importante suite à un repas riche en lipides et protéines par rapport à un repas riche en 

glucides (Stanley et al., 2004) (Batterham et al., 2006). Une fois libéré dans la circulation sanguine, 

PYY1-36 sera clivé par la dipeptidyl-peptidase IV formant ainsi le PYY 3-36 (Manning et al., 2014; 

Stadlbauer et al., 2015).  A l’état à jeun, la forme PYY1-36 est prédominante, tandis qu’en postprandial, 

PYY3-36 est la forme majeure dans la circulation (De Silva et al., 2012). 

Les deux formes du PYY peuvent se fixer à leurs 5 récepteurs spécifiques : Y1R à Y5R. Cependant, la 

forme PYY 3-36 présente une forte affinité pour Y2R. Le PYY3-36 a un rôle majeur dans l’inhibition de 

la sécrétion gastrique (Yang, 2002) mais est largement impliqué dans le contrôle de l’homéostasie 

énergétique (Manning et al., 2014; Stadlbauer et al., 2015).  En effet, il a été montré dans de 

nombreuses espèces animales qu’une administration centrale ou périphérique de PYY 3-36 réduisait la 

PA (Stadlbauer et al., 2015).  De même, des souris déficientes pour PYY présentent une hyperphagie 

et une obésité (Batterham et al., 2006; Boey et al., 2006) qui pouvaient être restaurées par l’injection 

exogène de PYY (Batterham et al., 2006).  

Les mécanismes précis d’action de PYY sur la régulation de la PA ne sont pas complètement élucidés. 

Il est connu que PYY peut traverser la BHE et activer son récepteur Y2R situé, entre autres, au niveau 

de l’hypothalamus (Stadlbauer et al., 2015). Il est suggéré que PYY inhiberait la PA en réduisant 

l’activation de neurones orexigènes NPY et en augmentant l’activité des neurones anorexigènes 

POMC de l’ARC (De Silva et al., 2012).  En plus de son action centrale, PYY agit via son récepteur 
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Y2R exprimé au niveau du nerf vague pour inhiber la PA (Iwasaki et al., 2013) (Koda et al., 2005) 

(mécanismes développés dans la section 5.3).  

3.3.3. Dérivés	du	pré‐pro‐glucagon	

Le pré-pro-glucagon est une hormone synthétisée dans les cellules L de l’intestin, dans les îlôts 

pancréatiques et au niveau central. Cette pré-hormone est ensuite clivée en glucose-like peptide 1 

(GLP-1), GLP-2, et oxyntomoduline qui interviennent tous dans la régulation de la PA. 

Une des fonctions majeures du GLP-1 est la régulation du métabolisme glucidique, mais il est 

également impliqué dans la régulation de la PA. En effet, une administration périphérique de GLP-1 

chez l’homme réduit la PA et augmente la sensation de satiété (Naslund et al., 1999). La demi-vie du 

GLP-1 étant inférieure à deux minutes, il agirait principalement au niveau vagal via notamment 

l’activation de son récepteur GLP-1R (Kakei et al., 2002; Ronveaux et al., 2014).  

A l’inverse du GLP-1, l’action inhibitrice du GLP-2 sur la PA est principalement centrale. Une 

administration centrale de GLP-2 diminue la PA (Guan, 2014) et il a été même suggéré que le GLP-2 

soit un neurotransmetteur impliquée dans la régulation de la PA (Guan, 2014). Il est cependant plus 

connu pour son action périphérique majoritaire qui est d’augmenter la capacité d’absorption au niveau 

intestinal en augmentant l’activité d’enzymes de la bordure en brosse et en inhibant la vidange 

gastrique (Guan, 2014).  

L’oxyntomoduline peut passer la BHE et stimuler les neurones du noyau arqué via l’activation du 

récepteur au GLP1. Une administration centrale et périphérique d’oxyntomoduline diminue la PA et la 

prise de poids chez le rat (Dakin et al., 2002).  

3.3.4. La	leptine	

La découverte de la leptine par l’équipe de Zhang en 1999 (Zhang et al., 1994) a constitué une 

avancée majeure dans la compréhension de la régulation de l’homéostasie énergétique. Cette hormone, 

principalement synthétisée par les adipocytes, est considérée comme le reflet de la masse grasse d’un 

individu (Munzberg et al., 2015).  Cependant, elle est également exprimée dans de nombreux tissus et 

notamment dans l’estomac où sa production joue un rôle important dans la régulation de la PA (Bado 

et al., 1998).  

Le gène db codant pour le récepteur à la leptine a été identifié en 1995 par l’équipe de Tartaglia 

(Tartaglia et al., 1995). Ce gène subit des mécanismes d’épissage alternatif conduisant à 6 isoformes 

différents leur conférant chacun des rôles précis : Ob-Ra à Ob-Rf. Suite à l’épissage, l’isoforme Ob-Re 

ne possède pas de domaine transmembranaire, il est donc une forme soluble du récepteur et serait 

impliqué dans le contrôle de la leptinémie (Munzberg et al., 2015). L’isoforme le plus court, Ob-Ra, 

permet le transport de la leptine à travers la BHE (Bjorbaek et al., 1998). Enfin, l’isoforme le plus 



   

Figure 9 : Cascade de signalisation de la leptine.  

La fixation de la leptine sur son récepteur Ob-Rb induit l’activation de plusieurs voies de signalisation 
(Jak2/STAT3, MAPK, PI3K, AMPK). La signalisation de la leptine est négativement correlée par le Suppressor of 
cytokine signaling-3 (SOCS3), protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) et le stress du réticulum endoplasmique 
mais positivement régulée par Src homology 2 B adaptor protein 1. 

Adapté de Morris et al, 2009 
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long, Ob-Rb, possède un domaine intracellulaire lui permettant d’activer différentes voies de 

signalisation suite à sa liaison avec la leptine (Park et al., 2014). La liaison de la leptine sur son 

récepteur Ob-Rb active 5 voies différentes de signalisation (Figure 9). La cascade de signalisation se 

termine par l’induction des facteurs de transcription Signal Transducer and Activator of Transcription 

3 (STAT3) et STAT5 (Park et al., 2014). Deux protéines sont impliquées dans le rétrocontrôle  

négatif : suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) et protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1b) 

(Park et al., 2014). 

La leptine peut-être caractérisée comme une hormone multifonctionnelle qui régule non seulement 

l’homéostasie énergétique mais également d’autres fonctions physiologiques tels que les fonctions 

gastro-intestinales (Guilmeau et al., 2004). L’effet de la leptine sur la régulation du comportement 

alimentaire a été mis en évidence grâce à l’utilisation de modèles d’animaux mutés soit pour la leptine 

(ob/ob (Zhang et al., 1994)) soit pour son récepteur (db/db (Lee et al., 1996) et le rat Zucker (Zucker 

et al., 1972) qui présentent tous une obésité (Chapitre 5 section 1.1). De la même manière, chez 

l’homme, une mutation du gène db conduit à une hyperphagie et une obésité morbide (Clement et al., 

1998).  

Même si les leptines adipocytaire et gastrique sont structurellement identiques, leur processus de 

sécrétion sont différents. Au niveau du TA, la leptine est secrétée de façon continuelle, à l’inverse de 

la leptine gastrique qui est secrétée rapidement et de façon transitoire en réponse à certains stimuli tels 

qu’un repas (Guilmeau et al., 2004). Ainsi, on peut suggérer que la leptine gastrique serait 

majoritairement impliquée dans la régulation de la PA à court terme, tandis que la leptine adipocytaire 

agirait comme indicateur de stockage pour réguler la PA à plus long terme (Cammisotto et al., 2012). 

A court terme, à l’état nourri, plusieurs facteurs tels que la CCK ou des stimulations provenant du nerf 

vague augmentent la production de leptine gastrique (Sobhani et al., 2002; Guilmeau et al., 2004; 

Cammisotto et al., 2012).  Une fois produite, la leptine gastrique peut agir au niveau de l’estomac mais 

peut également entrer dans la lumière intestinale (Guilmeau et al., 2004). Tout d’abord, au niveau des 

VANs gastriques et intestinaux la leptine potentialise l’activité anorexigène de la CCK (Guilmeau et 

al., 2004) dont le mécanisme sera développé dans la section X. La leptine gastrique agit également au 

niveau des EECs en augmentant la production et la sécrétion de CCK (Guilmeau et al., 2004). Tout 

comme la leptine adipocytaire, la leptine gastrique peut se retrouver dans la circulation sanguine  pour 

agir au niveau central où, via l’interaction avec son récepteur OB-Rb, elle active les neurones 

anorexigènes POMC/CART et inhibe les neurones oréxigènes AgRP/NPY de l’ARC (Schwartz et al., 

2000).  
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3.3.5. Polypeptide	pancréatique	(PP)			

Le polypeptide pancréatique (PP) appartient également à la famille des PP-fold. Le PP est secrété par 

cellules endocrines du pancréas en réponse à l’ingestion d’un repas (Woods et al., 2006) ainsi que la 

CCK (Kojima et al., 2007).  Le PP exerce une multitude d’actions régulatrices telles que l’inhibition 

de la sécrétion exocrine du pancréas et de la motricité gastrique (Woods et al., 2006; Kojima et al., 

2007) mais également la réduction de la PA (Malaisse-Lagae et al., 1977; Asakawa et al., 2003; 

Batterham et al., 2003; Kojima et al., 2007). En effet, une administration intraveineuse de PP réduit la 

PA chez des souris obèses et normales (Malaisse-Lagae et al., 1977; Asakawa et al., 2003) ainsi que 

chez l’homme (Batterham et al., 2003).  Le PP, libéré dans la circulation sanguine, peut passer la BHE 

et activer son récepteur Y4R exprimé au niveau des régions du complexe dorso-vagal dont le NTS et 

le noyau dorsal moteur du vague. Le PP va ainsi moduler les fonctions gastro-intestinales via les 

neurones efférents du vague (Kojima et al., 2007). Cependant, il a été également suggéré que le PP 

pourrait agir au niveau des VANs puisqu’une injection de PP en i.p. induit une décharge calcique au 

niveau du ganglion noueux (Iwasaki et al., 2013).  

3.3.6. Insuline	

L’insuline est sécrétée par les cellules béta des îlots de Langerhans du pancréas en réponse à une 

hyperglycémie. Outre son rôle dans le métabolisme glucidique, l’insuline diminue la PA (Filippi et al., 

2013). Après avoir traversé la BHE, l’insuline via ses récepteurs (Insulin Receptor IR) inhibe l’activité 

des neurones NPY et active les neurones POMC de l’ARC réduisant ainsi la PA (Filippi et al., 2013).  

4. L’obésité	et	la	régulation	de	la	PA	

Vu le rôle majeur des hormones du GIT et de la leptine dans la régulation de la PA, l’hypothèse d’une 

dérégulation de leur synthèse ou de leur fonctionnement lors de l’obésité a été suggérée. Dans cette 

section, nous allons détailler l’impact de la consommation d’un régime obesogène ou de l’obésité sur 

la physiologie de ces hormones.  

4.1.	 La	ghréline	

Les taux plasmatiques de ghréline, hormone orexigène, sont inversement proportionnels à l’IMC et au 

pourcentage de masse grasse (Tschop et al., 2001). En conséquence, la ghrélinémie à jeun est 

inférieure lors de l’obésité chez l’homme et le rongeur (Tschop et al., 2001; Batterham et al., 2003; 

Gueugnon et al., 2012) (Ariyasu et al., 2002). De même, la consommation chronique d’un régime 

obesogène induit une diminution de l’expression et de la sécrétion de ghréline quel que soit l’état 

nutritionnel (à jeun ou nourri) (Lee et al., 1996; Beck et al., 2002; Moesgaard et al., 2004; Briggs et 

al., 2010; Naznin et al., 2015). Les expressions génique et protéique de son récepteur GHSR sont 

également diminuées dans l’hypothalamus et les VANs (Briggs et al., 2010; Naznin et al., 2015).  
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Les mécanismes expliquant cette réduction de ghréline plasmatique ne sont pas totalement connus 

mais semblent impliquer la leptine et l’insuline malgré des résultats contradictoires selon les études. 

En effet, Kamegai et collaborateurs ont montré que la leptine ou l’insuline infusées sur un estomac de 

rat sain isolé diminuait la production de ghréline (Kamegai et al., 2004). A l’inverse, des injections i.p. 

d’insuline ou de leptine augmentent les niveaux protéiques de ghréline dans l’estomac de rats normo-

pondérés (Toshinai et al., 2001). In vitro, sur des cultures primaires de nerf vague, Kentish et 

collaborateurs ont montré qu’une infusion de leptine induisait une augmentation de l’expression de 

GHSR chez des animaux sains et une diminution de GHSR chez des animaux DIO (Kentish et al., 

2013). De même, la ghréline effectue soit un rétrocontrôle négatif sur l’expression de son récepteur 

chez des animaux sains soit un rétrocontrôle positif chez des animaux DIO alors qu’ils présentaient 

une ghrélinémie normale (Kentish et al., 2013). Enfin, Qi et collaborateurs ont utilisé des rats nourris 

avec un régime obesogène traités ou non avec l’hormone thyroïdienne T3, connue pour limiter 

l’adiposité induite par le régime (Qi et al., 2008). Ils ont montré que les animaux traités présentaient 

une adiposité et une leptinémie diminuées par rapport aux animaux non traités. En revanche, la 

ghrélinémie à jeun était diminuée chez les deux groupes de rats suggérant que la réduction de la 

ghrélinémie observée lors de l’obésité ne serait pas due à une adiposité et/ou une leptinémie élevées 

(Qi et al., 2008).  Bien qu’une diminution de la ghrélinémie lors de l’obésité soit retrouvée dans la 

majorité des études, les mécanismes impliqués restent incompris.  

Briggs et collaborateurs ont été les premiers à mettre en évidence une résistance à la ghréline dans 

l’hypothalamus de souris nourries avec un régime obesogène (à 24% de lipides) pendant 12 semaines. 

En effet, chez ces souris DIO, des injections i.p. et i.c.v. de ghréline n’induisaient pas d’augmentation 

des expressions d’AgRP/NPY, neuropeptides hypothalamiques orexigènes. Par conséquent, la ghréline 

n’était plus capable de stimuler la PA (Briggs et al., 2010). Dans un deuxième article, les auteurs ont 

confirmé ces résultats et montré qu’un régime restrictif pouvait restaurer la sensibilité à la ghréline 

(Briggs et al., 2013). Récemment, Naznin et collaborateurs ont montré que cette perte de sensibilité à 

la ghréline serait localisée également au niveau vagal, mécanisme développé dans la section 5.4.2 de 

ce chapitre (Naznin et al., 2015).  Cependant, cette perte de sensibilité à la ghréline n’est pas retrouvée 

chez l’homme puisque la ghréline diminue toujours la PA chez des personnes souffrant d’une obésité 

modérée (moyenne IMC=31.9kg/m²) (Druce et al., 2005). 
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4.2.	 Cholécystokinine	

La consommation d’un régime hyperlipidique modifie la sécrétion intestinale de CCK et 

l’expression génique de son récepteur majoritaire, mais les résultats des études chez l’animal et 

chez l’homme sont contradictoires. (Tableau 13).  

L’expression du principal récepteur à la CCK, CCK-1R au niveau du ganglion noueux est également 

modifiée par la consommation d’un régime obesogène. Comme pour la production de CCK, les 

résultats des études ne sont pas homogènes quant à son augmentation ou sa diminution (Tableau 14).  

Enfin, comme pour la ghréline, les études chez l’animal montre que la consommation chronique d’un 

régime obesogène induit une perte de sensibilité à la CCK notamment au niveau du nerf vague (de 

Lartigue et al., 2012; Duca et al., 2013; Duca et al., 2013). Chez les animaux DIO, une plus forte dose 

de CCK est nécessaire pour inhiber la PA comparée à des animaux contrôles (de Lartigue et al., 2012; 

Duca et al., 2013; Duca et al., 2013). De même, chez des rats obèses Zucker, la CCK n’est plus 

capable d’inhiber la PA (de Lartigue et al., 2012). Les mécanismes de cette perte de sensibilité à la 

CCK au niveau du ganglion noueux seront développés dans la section 5.4.2 de ce chapitre.  

4.3.	 Peptide	YY	

Une fois de plus, les études sur l’impact de l’obésité ou de la consommation d’un régime 

obesogène sur la production de PYY montrent des résultats divergents (Tableau 15-16). Alors que 

certaines études montrent une augmentation de sa production, d’autres ne décrivent aucun effet ou une 

diminution.  

4.4.	 Polypeptide	pancréatique	

Les études chez l’homme concernant les variations de taux circulant de PP lors de l’obésité 

montrent des résultats divergents. Plusieurs études ne décrivent aucune différence entre des 

personnes maigres et obèses (Pieramico et al., 1990; Wisen et al., 1992) alors que d’autres montrent 

une diminution des taux plasmatiques à jeun de PP chez les patients obèses (Lassmann et al., 1980; 

Marco et al., 1980; Glaser et al., 1988). Une étude plus récente de 2006 montre que des enfants obèses 

ont des taux plasmatiques à jeun de PP significativement plus bas que les enfants normo-pondérés 

(Reinehr et al., 2006). Par analyse de régression linéaire, les concentrations de PP étaient 

négativement corrélées à l’IMC (Reinehr et al., 2006).   

 



 

 Régime    

Modèle 
CTL 

% lip 

WD 

% lip 
Durée  

Etat 

nutritionnel 
Effets sur le récepteur à la CCK Tissus Réf 

 SOURIS 

Souris 
BalBc  

16 % 30% 
15 

jours 
A jeun 

↓ CCK 1R chez HFD comparé 
aux CTL 

Ganglion 
noueux 

(Nefti et al., 
2009) 

Souris 
C57Bl6 

45 % 10 %  
20 

sem 
? ↔ 

Hypo-
thalamus 

(Montgomery 
et al., 2013) 

RATS 

Rats SD 10 % 45% 
8 

sem 

Gavage avec 
une 

émulsion de 
lipides 

↑  CCK 1R chez DIO-P comparés 
aux CTL et DIO-R 

Ganglion 
noueux 

(Paulino et 
al., 2009) 

Rats SD  45 % 10 % 
4 

sem 
? 

↓CCK 1R chez OP-HF comparé 
aux OP nourris avec un régime 

standard 

Ganglion 
noueux 

(Duca et al., 
2013) 

RATS GENETIQUEMENT OBESES 

Rats 
Zucker 

Régime standard ? ↑ CCK 1R chez Zucker vs lean 
Hypo-

thalamus 
(Hays et al., 

1981) 

Tableau 14 : Etudes montrant l’impact de la consommation d’un régime obésogène et de l’obésité sur 
l’expression génique de CCK1R chez l’animal. 

       ↑ / ↓ / ↔  augmenté, diminué ou sans effet, respectivement.  
% de lip :% de lipides de l’énergie totale du régime. SD : Sprague-Dawley OB-P : Obese-prone.   

OB-R : obèses résistant 
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4.5. Dérivés du pré pro glucagon

Les résultats chez l’homme comme chez l’animal concernant les effets de l’obésité sur la 

synthèse de GLP-1 sont contradictoires. Certains travaux montrent que la production endogène de 

GLP-1 est atténuée (Verdich et al., 2001; Lugari et al., 2004; Adam et al., 2005)  alors que d’autres 

études ne décrivent aucune différence entre les personnes obèses et normo-pondérées (Feinle et al., 

2002; Vilsboll et al., 2003). Chez l’animal, les souris obèses ob/ob présentent le même nombre de 

cellules à GLP-1 que les souris WT (Aranias et al., 2015). Au contraire, des souris nourries avec un 

régime obesogène (34% de lipides) pendant 8 semaines montrent une augmentation du nombre de 

cellules et de la sécrétion de GLP-1(Aranias et al., 2015). Dans une cohorte de patients obèses, les 

personnes consommant majoritairement une nourriture grasse (40% de l’énergie totale de la journée 

provenant des lipides) présentent un plus grand nombre de cellules à GLP-1 que les personnes 

consommant moins de lipides (27 % de lipides) (Aranias et al., 2015). Plutôt que l’obésité, la 

consommation d’un régime hyperlipidique pourrait être donc à l’origine de l’augmentation de la 

production de GLP-1.  

4.6. Leptine et résistance à la leptine

Les découvertes sur la leptine ont apporté de grands espoirs à la communauté scientifique pour traiter 

efficacement l’obésité. Cependant, bien que les personnes déficientes en leptine soient extrêmement 

obèses, la plupart des personnes obèses présentent des taux de leptine très élevés (Mantzoros et al., 

2000). En effet, l’obésité est associée à une surexpression du gène de la leptine au niveau du tissu 

adipeux (Lonnqvist et al., 1995) conduisant à une élévation du taux circulant de leptine (Considine et 

al., 1996; van Dielen et al., 2001; Al Maskari et al., 2006; Monti et al., 2006). Par ailleurs, la leptine 

gastrique est également augmentée lors de l’obésité chez l’homme et chez l’animal DIO (Le Beyec et 

al., 2014). De plus, chez l’animal DIO, l’élévation de la production de leptine gastrique précède celle 

de leptine adipocytaire puisqu’elle apparait dès la première semaine de régime contre 4 semaines pour 

la leptine adipocytaire (Le Beyec et al., 2014). Ainsi, la concentration plasmatique de leptine est 

proportionnelle à l’IMC ainsi qu’au pourcentage de masse grasse (Considine et al., 1996; van Dielen

et al., 2001; Al Maskari et al., 2006; Monti et al., 2006). Des injections exogènes de leptine chez des 

animaux ou personnes déficientes en leptine réduisent significativement la PA et le poids (Farooqi et 

al., 1999). En revanche, lors d’une obésité induite par un régime obésogène, la leptine exogène ne 

provoque aucune diminution de la PA ni de perte de poids (Mantzoros et al., 2000). Ces résultats 

suggèrent donc une résistance à la leptine dont les mécanismes ne sont pas encore totalement 

expliqués. 
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Les études chez l’animal et notamment les travaux de Lin et collaborateurs ont permis de démontrer ce 

phénomène et d’en évaluer la chronologie (Lin et al., 2000). Les auteurs ont soumis des souris à un 

régime obesogène ou standard pendant 1, 8 ou 12 semaines et ont étudié les effets d’injections 

périphériques et centrales de leptine sur la PA et le poids de ces animaux (Lin et al., 2000). Après 1 

semaine de régime, tous les animaux réduisaient leur PA suite à une injection intra-péritonéale de 

leptine. Après 8 semaines de régime, les souris HFD développaient une résistance à une injection 

périphérique de leptine, tout en restant sensible à la leptine centrale (Lin et al., 2000). Enfin, après 19 

semaines, ces souris développaient également une résistance à une injection de leptine au niveau 

central (Lin et al., 2000).  

Plusieurs hypothèses décrivant les mécanismes impliqués dans la résistance à la leptine ont déjà été 

formulées : une BHE défective empêchant la leptine d’atteindre ses récepteurs centraux et d’inhiber la 

PA.  

Le passage de la leptine est un phénomène actif, saturable et unidirectionnel qui semble dépendre d’un 

transporteur spécifique : le récepteur Ob-Ra (Gonzalez-Carter et al., 2016), bien que certains auteurs 

suggèrent l’existence d’autres transporteurs (Gonzalez-Carter et al., 2016). Il a été montré que le 

passage de la leptine à travers la BHE était diminué de moitié chez les animaux obèses soit 

génétiquement ou par la consommation de régime hyperlipidique (Burguera et al., 2000). Chez 

l’homme, ce transport est évalué par la mesure du ratio concentration de leptine dans le liquide 

céphalo-rachidien / concentration plasmatique de leptine. Comme montré chez l’animal, le ratio est 

diminué chez les personnes obèses comparés à des personnes normo-pondérées (Caro et al., 1996; 

Schwartz et al., 1996). La majorité des actions de la leptine s’exerçant au niveau central, une réduction 

de son transport à travers la BHE pourrait être à l’origine de la perte de sensibilité à la leptine observée 

lors de l’obésité.  

De plus, la résistance à la leptine peut également résulter d’une désensibilisation voire une inhibition 

de la cascade de signalisation de la leptine. En effet, la leptine exerce son pouvoir anorexigène via 

l’interaction avec son récepteur Ob-Rb. Ainsi une baisse de l’expression de ce récepteur pourrait 

résulter en une réduction de l’activité de la leptine. Plusieurs études décrivent une diminution de 

l’expression génique d’Ob-Rb au niveau hypothalamique lors de la consommation d’un régime 

obesogène (Wilsey et al., 2003; Wilsey et al., 2004; Liu et al., 2007). De plus, une corrélation 

négative a été trouvée entre la concentration plasmatique de leptine et l’expression d’Ob-Rb (Liu et 

al., 2007). Par ailleurs, in vitro, la leptine exercerait un rétrocontrôle négatif sur l’expression de son 

récepteur au niveau du ganglion noueux (Kentish et al., 2013). Ainsi, l’hyperleptinémie observée lors 

de l’obésité pourrait être à l’origine de la réduction de l’expression d’Ob-Rb. Cependant, en parallèle 

d’une diminution d’ObR, deux études ont décrit une augmentation de la signalisation de la leptine 

suggérant des mécanismes plus complexes (Wilsey et al., 2003; Wilsey et al., 2004).   
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Enfin, le dernier mécanisme proposé pour induire une résistance à la leptine est le défaut de 

signalisation de la leptine. Dans un modèle murin de DIO, El Haschimi et collaborateurs ont été les 

premiers à décrire une perte de signalisation de la leptine au niveau de l’hypothalamus. Après 4 

semaines de régime obesogène, l’activation hypothalamique de STAT3 en réponse à une injection i.p. 

de leptine était comparable entre les animaux DIO et contrôles. En revanche après 15 semaines, la 

leptine n’entrainait plus d’activation hypothalamique de STAT3 qu’elle soit injectée de façon 

périphérique ou centrale. Ces résultats montrent donc que la réduction de l’activité anorexigène de la 

leptine observée lors de l’obésité pourrait également être due à une perte de la signalisation 

intracellulaire (El-Haschimi et al., 2000). Deux molécules ont été identifiées comme les principaux 

inhibiteurs de la signalisation de la leptine : SOCS3 et PTP1b. La perte de signalisation de la leptine 

pourrait donc être liée à une surexpression de ces molécules. En effet, il a été montré que l’expression 

protéique de SOCS3 était augmentée au niveau de l’ARC de souris génétiquement obèses (Bjorbaek et 

al., 1998) et DIO (Munzberg et al., 2004). De plus, une délétion neuronale de SOCS3 prévient d’une 

obésité induite par un régime HFD et une délétion de SOCS3 dans toutes les cellules exprimant Ob-R 

restaure la sensibilité à la leptine au niveau hypothalamique (Pedroso et al., 2014). De même, une 

délétion de PTP1b protège les souris d’une obésité et d’une résistance à la leptine induite par la 

consommation d’un régime obesogène (Elchebly et al., 1999).  

Enfin, cette perturbation de la signalisation de la leptine a également été décrite au niveau du ganglion 

noueux, qui sera décrit dans la section 5.4.2.   

5. Rôle spécifique du nerf vague dans la régulation de la prise 

alimentaire 

5.1.  Anatomie et physiologie du nerf vague  

Le nerf vague (Nerf X, pneumogastrique) est la voie majeure de communication bidirectionnelle entre 

le SNC et les organes périphériques (Figure 10). L’axone distal du nerf vague innerve les organes 

viscéraux tandis que l’axone proximal établit une synapse avec le NTS. Le nerf vague est un nerf 

mixte possédant à la fois des fibres afférentes (sensitives) et efférentes (moteur). Les fibres afférentes, 

majoritaires à 80 %, véhiculent les informations du tube digestif jusqu’au SNC. Elles sont impliquées 

dans la perception de signaux mécaniques, chimiques, osmotiques, thermiques et probablement 

nociceptifs (Berthoud et al., 2000).  Les corps cellulaires des fibres afférentes se regroupent au niveau 

de deux ganglions situés en dessous de la base du crâne : le ganglion jugulaire et le ganglion 

plexiforme, plus volumineux. L’utilisation de techniques de traçages neuro-anatomiques a pu montrer 

que les nerfs vagues gauche et droit décrivent le même trajet jusqu’à atteindre l’abdomen puis se 

divisent en plusieurs branches innervant différents organes.  Les nerfs vagues gauche (ventral) et droit 

(dorsal) innervent tous les deux l’estomac et le duodénum proximal. Puis le nerf ventral innerve le foie 



 

 

 

 

 

 

   

Figure 10 : Anatomie et organes innervés par le nerf vague 
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tandis que le nerf dorsal innerve principalement la partie distale du tube digestif (Berthoud et al., 

2000). Les afférences vagales se terminent au niveau du SNC, plus particulièrement dans le NTS dont 

les neurones projettent ensuite, entre autres, vers l’hypothalamus ou le système limbique. Plusieurs 

études ont montré que le principal neurotransmetteur transmettant l’information des VANs vers les 

neurones du NTS était le glutamate agissant via son récepteur N-méthyl-D-aspartate (NDMA) (de 

Lartigue, 2014). En effet, 60 % des corps cellulaires du ganglion noueux sont immuno-réactifs au 

glutamate, tout comme les axones projetant vers le NTS (Saha et al., 1995).  

Les fibres efférentes représentent 20 % des fibres totales du nerf vague. A l’inverse des fibres 

afférentes, elles sont impliquées dans les fonctions motrices et relayent les signaux du SNC aux 

organes viscéraux. Les neurones vagaux moteurs sont localisés au niveau de deux noyaux : le noyau 

ambigu et le noyau dorsal moteur à l’origine du reflexe vago-vagal.  

La multitude d’information provenant des organes périphériques perçue par le nerf vague font de lui 

un acteur majeur dans de nombreuses fonctions telles que le contrôle des rythmes cardiaque et 

respiratoire, de la satiation, des fonctions digestives ou de l’inflammation (Berthoud et al., 2000).  

5.2.	 Neuropeptides	et	nerf	vague	

Le ganglion noueux synthétise de nombreux neuropeptides tels que le glutamate, l’acétylcholine ou la 

dopamine dont les réponses physiologiques ne sont pas encore toutes élucidées. Parmi ces 

neuropeptides, deux semblent particulièrement impliqués dans la régulation de la prise alimentaire : 

CART et MCH.  

CART est présent dans environ la moitié des neurones du ganglion noueux et peut être transporté le 

long du nerf vague (de Lartigue, 2014). Des fibres neuronales CART positives sont également 

retrouvées au niveau du NTS (Zheng et al., 2002). Cependant, aucun récepteur pour CART n’ayant été 

identifié, les mécanismes par lesquels CART agit sur le NTS restent imprécis. Il a été suggéré que 

CART pourrait agir au niveau postsynaptique sur les neurones du NTS en activant les récepteurs 

NMDA, les rendant sensibles au glutamate conduisant ainsi à la dépolarisation des neurones du NTS 

(de Lartigue, 2014).  

A l’état à jeun, le peptide MCH est synthétisé par le ganglion noueux et libéré au niveau du NTS (de 

Lartigue, 2014). MCH pourrait diminuer la PA via des actions en pré et post-synaptique (de Lartigue, 

2014). En pré-synaptique, MCH inhibe la libération de glutamate (Zheng et al., 2005). MCH pourrait 

également agir en inhibant l’activation des récepteurs NMDA diminuant ainsi la dépolarisation des 

neurones post synaptiques du NTS, via l’activation de ses récepteurs exprimés sur les membranes 

post-synaptiques (de Lartigue, 2014). 

 



  

Hormones Récepteurs Références 

CCK CCK-1R 
(Donovan et al., 2007; 

Paulino et al., 2009) 

PYY Y2R (Koda et al., 2005) 

PP Y4R ? ? 

GLP-1 GLP-1R (Ronveaux et al., 2014) 

MCH MCHR (Burdyga et al., 2006) 

Leptine Ob-Ra Rb and Re (Paulino et al., 2009) 

Orexine A Orex-1R (Burdyga et al., 2003) 

Ghréline GHSR (Naznin et al., 2015) 

Cannabinoïdes CB1R (Cluny et al., 2013) 

Tableau 17 : Principaux récepteurs exprimés sur le nerf vague 
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5.3.	 Implication	du	nerf	vague	dans	le	contrôle	de	la	prise	alimentaire		

Le rôle majeur du nerf vague dans le contrôle de la PA a été mis en évidence grâce aux techniques de 

vagotomie. En effet, une déafférentation subdiaphragmique, c’est-à-dire une section ciblant 

l’intégralité des fibres afférentes du vague, atténue les effets anorexigènes d’hormones intestinales 

telles que la CCK (Smith et al., 1985; Moran et al., 1997; Brown et al., 2011), le PYY (Koda et al., 

2005) ou le PP (Kojima et al., 2007).   

Au niveau de l’estomac, les VANs expriment des récepteurs méchanosensibles (Zagorodnyuk et al., 

2001) qui répondent à la tension de l’estomac en envoyant des signaux de satiété au SNC (Phillips et 

al., 1998; Zagorodnyuk et al., 2001). De plus, les VANs sont proches des EECs de l’estomac qui 

libèrent des hormones telles que la ghréline ou la leptine pouvant agir directement sur leurs récepteurs 

exprimés sur le nerf vague (de Lartigue, 2016). La ghréline, hormone orexigène réduit, via son 

récepteur GHSR, la réponse des récepteurs méchanosensibles des VANs limitant ainsi les signaux de 

la satiété (Kentish et al., 2012). Au niveau intestinal, on retrouve ces mêmes fibres afférentes 

méchanosensibles qui coordonnent la motricité intestinale (de Lartigue, 2016).  

Les VANs innervant les cryptes et villosités du duodénum proximal sont très proches des EECs et des 

hormones qu’elles synthétisent en réponse à la présence de nutriments dans la lumière intestinale 

(Berthoud et al., 2000). Les récepteurs de ces hormones sont exprimés à la surface des VANs 

(Burdyga et al., 2002; Burdyga et al., 2008; Paulino et al., 2008; Duca et al., 2013) (Tableau 17). En 

fonction des nutriments dans la lumière, les EECs vont adapter leur sécrétion hormonale et ainsi 

moduler l’activité des VANs et donc les signaux envoyés au SNC.  

5.3.1. Plasticité	des	VANs	en	fonction	du	statut	nutritionnel		

En fonction du statut nutritionnel, les VANs peuvent présenter deux phénotypes neurochimiques 

différents : orexigène ou anorexigène. Dans un état à jeun, les expressions des récepteurs aux peptides 

orexigènes vont augmenter et ceux de peptides anorexigènes diminuer. Le phénomène inverse se 

produit à l’état nourri (Dockray et al., 2011). 

La CCK est l’hormone clé qui permet le changement de phénotype des VANs. Suite à une injection de 

CCK, les VANs présentent un phénotype anorexigène et l’administration d’un antagoniste de CCK1R 

bloque les VANs dans un phénotype orexigène (Dockray, 2014). Dans un état à jeun, les taux de CCK 

sont bas, les expressions de MCH, MCH-1R, Orexine-1R, GHSR et Cannabinoid-1R sont augmentées 

(de Lartigue et al., 2007; Burdyga et al., 2008; De Lartigue et al., 2010). Dans un état nourri, la 

production de CCK est stimulée conduisant à l’augmentation des expressions de Y2R et CART et une 

répression de celles des récepteurs aux peptides orexigènes (de Lartigue et al., 2007; Burdyga et al., 

2008; De Lartigue et al., 2010).  



Figure 11 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans la plasticité du nerf 

vague suivant l’état suivant l’état nutritionnel.  

OX-R1 : Orexin Receptor 1  / CB1R : Cannabinoid Receptor 1  / MCH : Melanocortin hormone 

MCH : Melanocortin hormone receptor  / CART : Cocaïne-Amphetamine Regulated Transcript 

CREB: C-AMP Response Element-binding protein   / EGR : Early Growth Response Protein 1 

Y2R : PYY Receptor 2 / CCK : cholécystokinine 
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Grâce à l’utilisation de cultures primaires de ganglion noueux, il a été montré que l’effet satiétogène 

de la CCK était médié par CART (de Lartigue et al., 2010). La CCK stimule la synthèse de CART qui 

a son tour va augmenter les expressions de Y2R et CART via un mécanisme impliquant deux facteurs 

de transcription C-AMP Response Element-binding protein (CREB) et Early Growth Response 

Protein 1 (EGR-1) (Burdyga et al., 2008; De Lartigue et al., 2010; de Lartigue et al., 2010). Plus 

précisément, CART induirait une délocalisation d’EGR-1 du cytoplasme vers le noyau et l’ADN (de 

Lartigue et al., 2010). De plus, la délocalisation d’EGR-1 nécessite des concentrations supra-

physiologiques de CCK (10 nM) alors que co-infusée avec la leptine, la CCK, à seulement 1 nM, 

induit ces mêmes effets (de Lartigue et al., 2010). En effet, la leptine, via la phosphorylation de 

STAT3, induit une augmentation de l’expression d’EGR-1 qui augmente la quantité de ce dernier dans 

le cytoplasme, élevant ainsi le pool d’EGR-1 disponible (de Lartigue et al., 2010). A l’inverse, la 

ghréline va inhiber l’action de CART sur CART et Y2R. Elle limite le pool nucléaire de CREB (de 

Lartigue et al., 2007) et diminue la phosphorylation de STAT3 réduisant ainsi le pool d’EGR-1 

disponible (de Lartigue et al., 2010). L’ensemble de ces processus sont schématisés en figure 11. Les 

mécanismes précis régulant la diminution des récepteurs aux peptides orexigènes via CCK ne sont pas 

encore connus.  

Enfin, les VANs expriment de nombreux récepteurs aux hormones gastro-intestinales autres que le 

CCK-1R. Il a été montré que le GLP-1 agit directement sur son récepteur GLP-1R, exprimé au niveau 

des VANs uniquement à l’état nourri, pour diminuer la PA (Ronveaux et al., 2014). De même, PP et 

PYY induisent une décharge calcique au niveau du VANs (Iwasaki et al., 2013). Cependant, les 

mécanismes précis d’action ne sont pas encore connus.  

Par ailleurs, grâce à un modèle original de souris KO pour le récepteur à la leptine spécifiquement au 

niveau des VANs, de Lartigue et collaborateurs ont confirmé l’importance de la leptine dans 

l’inhibition de la PA par les VANs (de Lartigue et al., 2014). Ces animaux, nourris avec un régime 

standard, prenaient plus de poids et d’adiposité que les animaux sauvages (de Lartigue et al., 2014). Ils 

présentaient également une hyperphagie due principalement à une augmentation de la taille des repas 

durant la nuit (de Lartigue et al., 2014). Ces résultats montrent qu’une modification de la signalisation 

de la leptine au niveau des VANs peut être suffisante pour induire des changements phénotypiques à 

plus long terme.  
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5.4.	 Dysfonctionnement	des	VANs	lors	de	l’obésité		

Les VANs sont essentiels au contrôle de la PA à court terme. De ce fait, l’altération du comportement 

alimentaire chez les personnes obèses pourrait être une conséquence d’un dysfonctionnement de la 

physiologie des VANs.  

5.4.1. Diminution	de	la	sensibilité	aux	signaux	mécaniques	

La sensibilité à des stimuli mécaniques i.e. la distension de l’estomac et de l’intestin est diminuée chez 

les animaux ayant été nourris avec un régime obesogène  (Daly et al., 2011; Kentish et al., 2012). 

Ainsi, les signaux de satiété arrivant au SNC sont réduits, induisant la consommation de repas plus 

larges. Les mécanismes conduisant à cette perte de sensibilité mécanique ne sont pas totalement 

connus mais semblent impliquer le récepteur transient receptor potential vanilloide 1, également 

impliqué dans les phénomènes de nociception (Kentish et al., 2015).   

De plus, la leptine potentialise les récepteurs intestinaux méchanosensibles (Gaige et al., 2004), ainsi 

une perte de sensibilité de la leptine (Cf section suivante) diminuerait également les signaux de 

distension vers le SNC.  

5.4.2. Résistance	aux	hormones	intestinales	

Lors de l’obésité, tout comme au niveau hypothalamique (Sainz et al., 2015), les VANs pourraient 

devenir résistants aux actions de la leptine (de Lartigue et al., 2012) et de la ghréline (Naznin et al., 

2015).  

La résistance à la leptine est caractérisée, dans les VANs, par l’augmentation de l’expression de 

SOCS3, le principal inhibiteur de la signalisation de la leptine, associée à une diminution de la 

phosphorylation de STAT3 en réponse à la leptine, conduisant ainsi à une baisse de l’action biologique 

de la leptine (de Lartigue et al., 2011; de Lartigue et al., 2012). Cette dérégulation de la signalisation à 

la leptine a été observée à la fois chez des animaux génétiquement obèses (de Lartigue et al., 2012) 

mais également chez des rats DIO (de Lartigue et al., 2011). La leptine étant essentielle pour 

potentialiser la synthèse de CART par la CCK, les VANs d’animaux obèses ne seraient donc plus 

capables d’inhiber leur PA en réponse à des doses physiologiques de CCK (de Lartigue, 2016). En 

effet, comparés à des animaux standards, les animaux DIO ne réduisent plus leur PA suite à une faible 

dose de CCK. Une dose plus importante est alors nécessaire pour induire une réponse (Swartz et al., 

2010; Daly et al., 2011; de Lartigue et al., 2012; Duca et al., 2013). Ainsi, l’activité excitatrice des 

VANs (Daly et al., 2011) ainsi que l’activation neuronale du NTS (Covasa et al., 2000) en réponse à la 

CCK sont réduits chez des animaux DIO. En conséquence, les VANs d’animaux obèses perdraient 

leur plasticité. Même à l’état nourri, le phénotype des VANs reste bloqué dans un état orexigène, 

caractérisé par une augmentation des récepteurs orexigènes et une réduction des récepteurs 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Hypothèse d’altération de la physiologie du nerf vague lors de 
l’obésité 

La cholécystokinine (CCK) ou la prise alimentaire (PA) diminue l’expression du 
récepteur aux cannabinoïdes (CBR), de la mélanocortine hormone (MCH) et de son 
récpteur MCH1R. La CCK augmente l’expression de Cocaïne-amphétamine regulated 
transcript (CART) et du récepteur de PYY (Y2R). Ainsi, le phénotype des neurones 
afférents du vague est dans un état «anorexigène », envoyant des signaux de satiété au 
SNC. Ce phénomène est dépendant de la CCK, potentialisé par la leptine et inhibé par 
la ghréline.  

Lors de l’obésité, il a été suggéré que ce mécanisme était altéré. A cause d’une 
résistance à la leptine, les neurones afférents du vague restent bloqués dans un état 
orexigène caractérisé par une augmentation de CB1R, MCH1R et MCH conduisant 
alors à une augmentation continue de la PA. 

De (de Lartigue et al, 2011) 
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anorexigènes (Paulino et al., 2008; de Lartigue et al., 2012). Cette perte de plasticité des VANs 

pourrait être à l’origine de l’hyperphagie observée lors de la consommation d’un régime obesogène 

(Figure 12).  

L’action orexigène de la ghréline sur les VANs et la présence d’une résistance à la ghréline au niveau 

des VANs n’est pas reconnue au sein de la communauté scientifique. Une étude récente a montré que 

la ghréline n’induisait plus de décharge nerveuse vagale et que l’activation de l’ARC en réponse à 

l’injection de ghréline, mesurée par l’expression de Fos, était diminuée chez des animaux DIO 

(Naznin et al., 2015). Les auteurs suggèrent que la perte de sensibilité à la ghréline serait 

majoritairement due à la réduction de l’expression de GHSR au niveau hypothalamique et vagal 

(Naznin et al., 2015). A l’inverse, Kentish et collaborateurs ont montré que la consommation d’un 

régime obesogène améliorerait l’action inhibitrice de la ghréline sur les VANs (Kentish et al., 2012). 

Avec une activité inhibitrice augmentée, la ghréline serait ainsi plus active pour inhiber la 

phosphorylation de STAT3 et réduire la synthèse de CART. De même, elle renforcerait l’inhibition sur 

les tensiorécepteurs de l’estomac, diminuant les signaux de distension envoyés au SNC (Kentish et al., 

2012).  

L’ensemble de ces résultats montrent l’importance des dysfonctions du nerf dans les altérations 

du comportement alimentaire chez l’obèse. Cependant, les mécanismes précis conduisant à ces 

dérégulations ne sont pas totalement élucidés.   

5.4.3. Quels	sont	les	facteurs	pouvant	modifier	la	physiologie	des	VANs	
lors	de	l’obésité	?	

L’obésité est caractérisée par une élévation du taux plasmatique de plasminogen-activator inhibitor-1 

(PAI) (De Taeye et al., 2005). Cette protéine, majoritairement impliquée dans les phénomènes de 

thrombose, pourrait également modifier la physiologie des VANs. Les travaux de Kenny et 

collaborateurs ont montré qu’une surexpression de PAI-1 au niveau de l’estomac induisait une 

hyperphagie et une obésité (Kenny et al., 2013). Les animaux présentaient également une perte de 

sensibilité à la CCK réduisant l’effet inhibiteur sur la PA (Kenny et al., 2013) et la vidange gastrique 

(Gamble et al., 2013). Plus précisément, la PAI-1 inhiberait la translocation nucléaire d’EGR-1, 

empêchant ainsi la synthèse de CART et le basculement des VANs vers un phénotype anorexigène 

(Kenny et al., 2013).  

Il est maintenant reconnu que la consommation d’un régime obesogène conduit à une réponse 

inflammatoire à la fois systémique et hypothalamique. L’inflammation semblerait être le point de 

départ de la résistance à la leptine comme le conclut de Git, dans un revue récemment publiée (de Git 

et al., 2015) (Cf chapitre 1. Section 4.2). Se basant sur ces observations, Waise et collaborateurs ont 

mesuré l’inflammation dans les VANs suite à un régime obésogène. Ils ont montré que chez la souris, 
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un jour de régime hyperlipidique à 60% de lipides induit une augmentation des marqueurs 

d’inflammation (ionized calcium-binding adapter molecule 1 Iba-1 et cluster of differentiation 86 

CD86) et de l’expression de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-6) (Waise et al., 2015). Cet 

état inflammatoire du ganglion noueux est également présent chez des souris ayant consommé un 

régime obesogène (60% de lipides) pendant 12 semaines (Naznin et al., 2015).   

Un deuxième facteur biologique caractéristique de l’obésité et pouvant être à l’origine de 

l’inflammation systémique est la présence dans le sang d’un composé des membranes 

bactériennes intestinales : le LPS. Etant donné leurs localisations proches de la muqueuse intestinale, 

les VANs, qui expriment TLR4 (Hosoi et al., 2005), sont des tissus avec lesquels le LPS pourrait 

interagir. En effet, une infusion de LPS produit une décharge de calcium sur des cultures primaires de 

nerf vague (Riley et al., 2013) et une administration intra-jéjunale ou plasmatique de LPS active les 

neurones du NTS (Gakis et al., 2009). De plus, une infusion de LPS sur des cultures primaires de nerf 

vague augmente la quantité de cellules positives à TLR4 (de Lartigue et al., 2011). De même, un 

régime hyperlipidique (60% de lipides) pendant 12 semaines augmente l’expression génique de TLR4 

au niveau du ganglion noueux (Naznin et al., 2015). Sur des cultures primaires de ganglion noueux, 

une infusion de LPS induit une dérégulation de la signalisation de la leptine caractérisée par une 

augmentation dose-dépendante de l’expression SOCS3 (de Lartigue et al., 2011). Une infusion 

chronique de LPS pendant 8 semaines (12 µg/kg de poids) à l’aide de mini-pompes implantées chez le 

rat induit une résistance à la leptine au niveau de VANs (de La Serre et al., 2015). En conséquence, 

ces animaux présentaient une perte de sensibilité à la CCK conduisant à une hyperphagie et une 

obésité (de La Serre et al., 2015). Ainsi, l’élévation de l’endotoxémie, pourrait être un facteur 

responsable de la perte de sensibilité à la CCK et de l’hyperphagie observée lors de l’obésité.  
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En résume :   

La régulation du comportement alimentaire a fait l’objet d’un grand nombre de recherches, il 

est ainsi connu que des hormones périphériques agissent au niveau central ou via le nerf vague 

pour réguler la PA. De plus, l’obésité est caractérisée par une perturbation de la régulation du 

comportement alimentaire notamment au niveau hormonal. Cependant, les altérations en 

termes de production, d’expression de récepteurs ou de sensibilité ne sont pas homogènes entre 

les études.   

A l’inverse, la présence d’une résistance à la leptine dans l’hypothalamus et les VANs semble 

être un résultat consensuel de la littérature. Au niveau du nerf vague, la leptine n’est plus 

capable de potentialiser l’action anorexigène de la CCK diminuant ainsi les signaux de satiété 

envoyés à l’hypothalamus. Bien que la résistance à la leptine induite par la consommation d’un 

régime obesogène ait largement été décrite dans la littérature, les éléments conduisant à cette 

résistance ne sont pas encore clairs. Le LPS a été proposé comme un facteur déclencheur de la 

résistance à la leptine dans les VANs même si les mécanismes précis ne sont pas encore 

totalement élucidés.  
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Chapitre 5 : 

Modèles d’étude de l’obésité 

La mise en place de modèles animaux développant des symptômes les plus proches de ceux retrouvés 

chez l’homme est essentielle pour étudier la physiopathologie de l’obésité. Ces modèles sont utilisés  à 

la fois pour la compréhension des mécanismes impliqués dans le développement de l’obésité mais 

également pour tester de nouvelles pistes thérapeutiques. Je présenterai dans un premier temps les 

principaux rongeurs génétiquement obèses. Dans un deuxième temps, je décrirai les différents régimes 

obésogènes ainsi que l’importance du régime témoin.  

1. Animaux  génétiquement obèses et transgéniques 

1.1.  Déficience en leptine 

Un des modèles animaux d’obésité le plus utilisé est la souris Ob/Ob. Ces souris sont porteuses d’une 

mutation autosomique sur le gène de la leptine conduisant à une absence de production de la leptine. 

Les souris vont alors présenter une hyperphagie engendrant une obésité et une sévère résistance à 

l’insuline dès la 4ème semaine de vie (Zhang et al., 1994; Lindstrom, 2007). La déficience en leptine 

induit également des perturbations au niveau des systèmes immunitaire, cardiovasculaire et reproductif  

(Zhang et al., 1994; Beck, 2000; Lindstrom, 2007). 

Les souris db/db possèdent une leptine fonctionnelle mais une mutation sur le gène du récepteur à la 

leptine.  La perte de la signalisation de la leptine au niveau central engendre une hyperphagie induisant 

une obésité et une sévère résistance à l’insuline. A l’inverse des animaux ob/ob, les db/db présentent 

une hyperleptinémie et une dyslipidémie (Beck, 2000; Kobayashi et al., 2000).  Chez le rat, les 

homologues des souris db/db sont les rats Zucker (fa/fa) (Zucker et al., 1972). Leurs contrôles 

homozygotes (+/+) et hétérozygotes (+/-) sont normo-pondérés et ne présentent aucun trouble 

métabolique. Comme les souris, l’obésité et ses maladies associées apparaissent très tôt dès 3 à 5 

semaines de vie (Zucker et al., 1972).   

1.2.  Mutations au niveau des peptides régulant la prise alimentaire 

Les souris Yellow Agouti présentent une mutation sur le gène Agouti impliqué dans la régulation de la 

production des pigments de mélanine mais qui code également pour la protéine orexigène AgRP. Les 

souris Yellow Agouti peuvent présenter deux allèles différents du gène Agouti : « Yellow lethal Ay » 

et « Yellow viable  Avy »qui conduisent à une surexpression de l’expression du gène Agouti et donc de 

la production de la protéine AgRP (Graham et al., 1997). La surexpression de la protéine orexigène 



 

 

 

 

Espèces Endotoxémie Sécrétion 
de mucus IAP AMPs 

Perméabilité 

Paracellulaire Transcellulaire 

Ob/ob 
LPS : ↑  
LBP : ↑  

Cellules 
remplies de 

mucus 
? ? 

Jéju : ↔ / ↑ 
selon études 
Iléon : ↔ 
Côlon : ↔ 

Jéju : ? 
Iléon : ↑ 
Côlon :? 

Db/db 
LPS : ↑  
LBP : ↑  

? ? 

↓ DEFA-1 
et DEFA 5 
↔ Reg3γ et 

Reg3β 
↔ LyzC 

Iléon : ? 
Jéju, Côlon : ? 

Iléon : ↑ 
Jéju, Côlon : ? 

Rats 
Zucker 

↔ vs Zucker 
maigres 

? ? ? ? ? 

Rats 
OLETF 

? ? ? ? = ? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tableau 18: Physiologie intestinale et endotoxémie chez des animaux génétiquement obèses 

↑/ ↓ /  ↔ augmenté/ diminuée/ similaire relativement aux animaux sauvages 

? : aucune donnée disponible 

LyzC : Lysozyme C . Reg3-β et γ : Regenerating islet-derived protein β et γ. Defa1-5 : Défensines 1 ou 5 
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AgRP induit alors hyperphagie modérée engendrant à l’âge de 8 à 17 mois une obésité (Graham et al., 

1997; Ollmann et al., 1997).  

Les souris Tub/Tub possèdent une mutation au niveau du gène Tub qui code pour les protéines 

TULP1-TULP3, essentielles au bon fonctionnement neuronal. Par cette mutation, les souris Tub/Tub 

présentent une altération de l’expression de POMC et NPY ce qui conduit à une obésité à l’âge de 9-

12 semaines associée à une insulino-résistance (Coleman et al., 1990).   

Les rats OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) présentent une déficience au niveau des 

récepteurs à la CCK, puissante hormone anorexigène. L’absence d’inhibition de la PA par la CCK va 

donc engendrer une hyperphagie puis une obésité (Moran et al., 2006). Agés de 20 semaines, ces rats 

seront 30 à 40% plus gros que leurs contrôles LETO (Long-Evans-Tokushima-Otsuka) (Moran et al., 

2006). A 24 semaines, ils présenteront une hyperglycémie et développeront un diabète à 65 semaines 

(Moran et al., 2006).  

Enfin, un grand nombre de souris transgéniques a été développé, les mutations ciblant principalement 

des protéines impliquées dans la régulation de la prise alimentaire.  

1.3.  Obésité génétique et endotoxémie métabolique 

Peu d’études se sont intéressées à l’impact de l’obésité sur l’endotoxémie métabolique. J’ai récapitulé 

dans le tableau 18 les informations connues dans la littérature sur l’obésité génétique et les principaux 

paramètres impliquées dans le développement de l’endotoxémie métabolique (Endotoxémie, AMPs, 

mucus, IAP, perméabilité). Aucune étude ne s’est intéressée à l’impact de l’obésité sur les mécanismes 

hépatiques de prise en charge de LPS, c’est pourquoi ils ne sont pas indiqués dans le tableau.  

2. Induction de l’obésité par un régime obésogène 

2.1.  Différents régimes et modèles animaux 

Induire l’obésité par l’alimentation se rapproche le plus du développement de l’obésité chez l’homme. 

La majorité des régimes utilisés pour induire l’obésité chez l’animal proviennent d’une fabrication 

synthétique. Ils sont hypercaloriques et le plus souvent enrichis en lipides et/ou en sucres ainsi que 

pauvres en fibres. Les différents régimes varient en fonction du % de calories apportées par les 

nutriments. L’origine des nutriments, et notamment des lipides, peut également varier en fonction des 

régimes.  

2.2.  Les régimes enrichis en glucides :  

La majorité des régimes riches en glucides sont enrichis en fructose ou sucrose, disaccharide contenant 

une molécule de fructose et une de glucose.  
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2.2.	 Les	régimes	enrichis	en	glucides	:		

La majorité des régimes riches en glucides sont enrichis en fructose ou sucrose, disaccharide contenant 

une molécule de fructose et une de glucose.  

Chez le rongeur, la consommation chronique d’un régime riche en fructose ou glucose augmente le 

gain de poids, l’adiposité, la leptinémie et l’adiponectinémie, et induit une résistance à l’insuline 

(Melanson et al., 2008; Bray, 2010). Les régimes riches en glucides modifient également le 

comportement alimentaire puisqu’ils diminuent la sécrétion et l’expression de peptides et 

neuropeptides anorexigènes (Lowette et al., 2015). La consommation de fructose pendant 6 semaines 

augmente également l’endotoxémie chez le primate (Kavanagh et al., 2013). Cependant, peu d’études 

nse sont intéressées aux effets du fructose sur l’homéostasie intestinale.  

2.3.	 Régime	riche	en	lipides	et	en	glucides.	

L’utilisation de régimes riches à la fois en lipides et en glucides permet de se rapprocher au mieux des 

habitudes alimentaires de l’homme. Le principal modèle de régime utilisé est un régime synthétique 

hyperlipidique et hyperglucidique appelé HF/HS ou HFHC, appelé également « Western Diet ». Par 

ailleurs, la majorité des régimes appelés hyperlipidiques dans les études sont en réalité également 

riches en sucre.  

Dans la majorité des études, les régimes Western contiennent un pourcentage de lipides entre 30 et 

60% de l’énergie totale. L’origine des lipides utilisés peut-être animale (lard, huile de poisson…) ou 

végétale (huile d’olive, tournesol…). L’origine des lipides fait ainsi varier la nature des acides gras et 

est utile pour étudier l’effet spécifique d’acides gras saturé, mono-insaturé ou polyinsaturés. 

L’utilisation de % de lipides différents dans le régime permet d’obtenir des modèles d’obésité 

variés qui se développent plus ou moins rapidement avec des degrés de sévérité différents. La majorité 

des régimes synthétiques de type Western sont également pauvres en fibres solubles. Dans la majorité 

des cas, ils sont composés en majorité de fibres insolubles telles que la cellulose.   

Le second modèle de régime riche en lipides et en glucides est le régime cafétéria. Ce régime est 

composé d’un mélange d’aliments hypercaloriques consommés par l’homme, telles que des 

cacahuètes, des biscuits, du saucisson ou encore du fromage. Il est hypercalorique et souvent 

également enrichi en sel. Le régime cafétéria est également considéré comme plus palatable et 

induirait une hyperphagie tout le long du régime (Sampey et al., 2011; Higa et al., 2014).  Cependant, 

l’utilisation de ce régime ne permet pas une standardisation de la PA puisqu’il est possible que certains 

animaux préfèrent un certains types d’aliments au détriment de l’autre. Il est encore plus difficile de 

comparer les régimes Cafétéria entre études puisqu’elles utilisent toutes des aliments différents. De 
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plus, la texture de l’aliment est également très différente de celle des animaux contrôles nourris avec 

des croquettes.  

Quelques études ont comparé les effets d’un régime cafétéria contre un régime synthétique de type 

western. Chez la souris et le rat, le régime Cafétéria induit une hyperphagie et plus rapidement une 

intolérance au glucose (Sampey et al., 2011; Higa et al., 2014). A l’inverse, le régime synthétique 

HF/HS induit une hyperphagie transitoire dans la majorité des études (Cf Chapitre 1 section 1.3.2). 

Chez le rat Wistar, le régime Cafétéria induit une obésité ainsi qu’une stéatose plus rapidement que le 

régime hyperlipidique synthétique (Sampey et al., 2011).  

2.4.	 Variabilité	de	la	réponse	au	régime	obesogène	

Suivant la souche de rongeur, la réponse au régime obésogène peut être différente. Par exemple, les 

animaux Wistar présentent une réponse plus forte au régime obésogène puisqu’ils prennent plus de 

poids et développent une hyperleptinémie et une hypertriglycéridémie plus importantes que les 

animaux Sprague-Dawley (Marques et al., 2016). Chez les souris, une étude réalisée par le Jackson 

Laboratory sur 43 souches de souris nourries avec un régime Western pendant 18 semaines, a montré 

une forte variabilité dans la réponse phénotypique (Svenson et al., 2007). Plus récemment, une étude 

de Montgomery a comparé les principales caractéristiques métaboliques de 5 souches de souris 

soumises à un régime obésogène (Montgomery et al., 2013). Ils ont montré que chaque souche 

répondait différemment au régime (Montgomery et al., 2013). Plus particulièrement les souris de la 

souche BALB/C nourries avec un régime obésogène ne prenaient pas significativement plus de poids, 

ne présentaient pas d’intolérance au glucose  malgré une augmentation de l’adiposité et un niveau 

élevé d’inflammation dans le TA, comparé aux souris BALB/C standard (Montgomery et al., 2013).  

Au sein de la même souche, les rongeurs peuvent également répondre différemment au régime 

obésogène. Certains animaux développent une obésité plus prononcée : les animaux prônes à l’obésité 

(OB-P) tandis que d’autres semblent protégés : animaux résistants à l’obésité (OB-R). Ce phénomène 

a été montré chez des rats Sprague-Dawley et les souris C57blck6 (Leibowitz et al., 2007; Xia et al., 

2015). Leibowitz et collaborateurs ont montré, chez le rat Sprague-Dawley, que le développement de 

l’obésité chez les OB-P pourrait être due à une diminution de la sensibilité à l’insuline, une diminution 

de la capacité des muscles à oxyder des lipides, ainsi qu’une augmentation de l’expression de peptides 

orexigènes au niveau central (Leibowitz et al., 2007). Par ailleurs, la susceptibilité à développer une 

obésité pourrait également être due à une baisse des signaux de satiété envoyés par le GIT (Wald et 

al., 2016) 

 



 

 

   

 
« Chow » Régime synthétique 

Protéines Farines de poisson 
Farines de porc 

Caséines 
Protéines de soja 

Lipides Huiles végétales 
Lard 

Huile de soja 
Lard 

Glucides Maïs 
Blé 

Avoine 
Soja 

Maltodextrine 
Sucrose 

Fibres alimentaires 
Sources multiples Cellulose 

Tableau 19 : Origines de nutriments des principaux régimes standard 
utilisés dans les études sur l’impact d’un régime obesogène chez le rongeur 

 

Figure 13 : Utilisation de régimes « Chow » vs synthétiques dans 
35 articles provenant de Cell Metabolism, Diabetes, The Journal 
of Clinical Investigation, Nature et Nature Medicine. 

Adapté de Warden et al, 2008 

 

Chow vs régimes  Données insuffisantes 
LFD vs HFD régimes 
synthétiques 

Chow & LFD & HFD régimes 
synthétiques
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De plus, par une sélection et croisements sur plusieurs générations de rats Sprague-Dawley, Levin et 

collaborateurs ont réussi à sélectionner deux populations de rats prônes ou totalement résistants à 

l’obésité (Levin et al., 1997). Les rats OB-P développent une obésité et ses troubles métaboliques 

associés tandis que les OB-R présentent le même phénotype que des animaux nourris avec un régime 

Contrôle (Levin et al., 1997). 

3. L’importance	du	régime	témoin		

Pour étudier les effets d’un régime obésogène, il est essentiel de se référer à un groupe d’animaux dit 

« témoin » consommant un régime standard d’animalerie. Le choix de ce régime standard est donc 

crucial.  

Dans la majorité des études (43%, figure 13), le régime standard « chow » d’animalerie, composé de 

produits de l’agriculture est utilisé. Un tiers des études utilisent comme régime témoin, un régime 

« Low-fat » synthétique provenant du même procédé de fabrication que le régime obésogène, Les 

origines de chaque nutriment sont décrites dans le tableau 19.  Pour résumer, le régime « chow » est 

riche en fibres contenant des glucides complexes, lipides et protéines provenant de sources très 

diverses dans des proportions variables entre chaque lot et difficile à mesurer, à la différence de la 

composition des régimes synthétiques qui est beaucoup moins variable et facilement mesurable 

(Warden et al., 2008) (Tableau 19).   

Les régimes « chow » et synthétiques contiennent approximativement les mêmes quantités de fibres. 

Cependant, la nature des fibres est totalement différente entre les deux régimes. Le régime « chow » 

est composé d’un mélange de céréales lui conférant un ratio équilibré de fibres solubles/insolubles. En 

revanche, les régimes synthétiques ont pour unique source de fibres : la cellulose, une fibre insoluble. 

Les fibres insolubles, à l’inverse des fibres solubles, sont peu fermentées par le microbiote. Ainsi il est 

clair que l’impact du régime sur le microbiote sera différent.  

De plus, les régimes  « chow » sont composés en majorité de céréales qui peuvent contenir certains 

facteurs antinutritionnels tels que des inhibiteurs de protéases ou des phytostérols. Ces facteurs 

antinutrionnels peuvent réduire la digestibilité des protéines contenues dans le régime. A l’inverse, les 

régimes synthétiques ne contiennent comme céréales que de la fécule de maïs qui est pauvre en 

facteurs antinutritionnels. En parallèle, les protéines sont purifiées et sont donc très digestibles. Enfin, 

les produits issus de l’agriculture qui composent le régime « chow » peuvent être contaminés 

chimiquement par des phyto-œstrogènes, dont l’implication dans de nombreuses pathologies 

endocriniennes a été montrée (Thigpen et al., 2004). 
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En raison de grandes différences de composition, chaque régime impacte différemment la physiologie 

du rongeur. Comparé au régime « chow », la consommation sur une même période de temps d’un 

régime synthétique au même pourcentage de lipides et de glucides, augmente la masse grasse et donc 

le poids corporel (Apolzan et al., 2012; Benoit et al., 2013; Chassaing et al., 2015). Après 11 semaines 

de consommation, les rats nourris avec un régime synthétique montrent une perturbation du 

métabolisme des lipides et du glucose caractérisée par des concentrations plasmatiques de triglycérides 

et d’insuline élevées (Benoit et al., 2013). Ils présentent également une inflammation au niveau du TA 

epididymal (Benoit et al., 2013). Le régime synthétique altère également la physiologie de l’intestin, 

probablement due aux différences du type de fibres comparés au régime « chow » (Chassaing et al., 

2015). La consommation d’un régime synthétique diminue les poids des tissus intestinaux et modifie 

la composition du microbiote intestinal (Chassaing et al., 2015).   

Ainsi, en fonction du groupe standard choisi, les conclusions sur les effets d’un régime obesogène sont 

complétement différentes (Benoit et al., 2013).  

 

 

En résumé :  

L’utilisation de modèles animaux pour étudier l’obésité est nécessaire pour une compréhension 

avancée de la physiopathologie de l’obésité. Le rongeur, de par sa facilité d’élevage est le modèle 

animal le plus utilisé en recherche. Pour se rapprocher le plus possible de la physiopathologie de 

l’homme, le rongeur est rendu obèse par la consommation chronique d’un régime riche en 

lipides et en glucides.  

Pour étudier les effets de ce régime obésogène, il est essentiel de se référer à un groupe 

d’animaux dit « témoin » consommant un régime standard d’animalerie. Deux régimes 

standards sont majoritairement utilisés dans la littérature: le régime « chow » et le régime 

synthétique  « Low-Fat ». La composition de ces deux régimes se différencie en termes de type de 

fibres, protéines et de lipides impactant donc différemment, entre autres, le microbiote 

intestinal. Il est ainsi essentiel de prendre en compte ces aspects nutritionnels dans l’analyse des 

résultats obtenus.  
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Objectifs de thèse 

L’incidence croissante de l’obésité et de ses complications est un enjeu mondial de santé publique. Le 

caractère pathologique de l’obésité est attribué à la présence de co-morbidités qui sont, dans la 

majorité des cas, une conséquence d’un état d’inflammation chronique de bas-grade. Les travaux de 

ces dernières années ont mis en évidence l’importance du microbiote intestinal dans le développement 

de l’obésité et de ses troubles métaboliques associées. Des composants des bactéries du microbiote, les 

LPS, ont été décrits comme des déclencheurs de l’inflammation, caractéristique première de l’obésité 

et de ses troubles métaboliques associés. Depuis les travaux initiateurs de Cani, de nombreuses études 

ont montré une corrélation entre élévation de l’endotoxémie, appelée « endotoxémie métabolique » et 

obésité. Cependant, les mécanismes expliquant pourquoi ces LPS traversent la barrière intestinale et 

atteignent le système circulatoire ne sont pas encore totalement élucidés. Le premier objectif de ma 

thèse était de comprendre quels mécanismes intestinaux et hépatiques de prise en charge des LPS 

étaient altérés lors de la prise de poids, permettant ainsi d’expliquer l’endotoxémie métabolique. Pour 

répondre à ce premier objectif, nous avons utilisé un modèle de rats Wistar soumis à un régime de type 

Western pendant 6 semaines dans le but d’obtenir une obésité modérée. Nous avons ensuite comparé 

les mécanismes intestinaux et hépatiques de prise en charge des LPS des rats DIO à ceux des rats 

soumis à un régime « chow ». De plus, il est connu que l’introduction d’un régime de type western 

chez le rat induit une hyperphagie transitoire. Afin de s’affranchir de ce facteur confondant,  un 

troisième groupe de rat nourris avec un régime Western en pair-feeding et donc sans hyperphagie a été 

analysé. Grâce à cette étude, nous avons pu identifier les mécanismes de prise en charge du LPS qui 

étaient altérés lors de la prise de poids et donc potentiellement à l’origine de l’endotoxémie 

métabolique. 

En parallèle de l’inflammation, des troubles du comportement alimentaire sont également observés 

lors de l’obésité. Il a été suggéré qu’une altération du microbiote pouvait également être à l’origine des 

troubles du comportement alimentaire associés à l’obésité. Le nerf vague, une voie majeure de 

communication entre l’intestin et le cerveau, est très impliqué dans le contrôle de la PA. Le second 

objectif de ma thèse était d’évaluer le rôle de l’altération du microbiote dans la régulation de la satiété 

par le système leptine-CCK au niveau des VANs lors de l’obésité. Pour cela, nous avons choisi de 

modifier la composition du microbiote en modulant le pourcentage de lipides et le type de fibres dans 

des régimes synthétiques. En gardant un groupe de rats contrôle nourri avec un régime « chow », nous 

avons également pu contrôler l’impact de l’introduction d’un régime synthétique sur le microbiote et 

la sensibilité à la CCK. Ces résultats nous ont permis d’identifier l’homéostasie intestinale comme un 

facteur contribuant à la perte de sensibilité aux signaux satiétogènes observée lors de l’obésité. 
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Enfin, les travaux du laboratoire d’Helen Raybould montrent que les LPS sont capables d’induire une 

résistance à la leptine au niveau des VANs conduisant alors à une baisse des signaux de satiété 

envoyés au SNC. Mon troisième objectif de thèse était de progresser dans la compréhension du 

développement de la résistance à la leptine au niveau des VANs par les LPS. Plus particulièrement, 

nous avons testé l’effet du LPS sur une protéine inhibitrice de la signalisation de la leptine, PTP1b, au 

niveau des VANs. Les résultats obtenus suggèrent que PTP1b pourrait être une protéine impliquée 

dans la résistance à la leptine au niveau des VANs induite par le LPS et serait potentiellement une 

nouvelle piste thérapeutique pour limiter l’hyperphagie liée à l’obésité.  

Des avancées majeures ont été réalisées sur l’origine et le développement de l’obésité depuis 10 ans 

avec notamment la mise en évidence du rôle du microbiote et de ses composés LPS dans la 

physiopathologie des troubles métaboliques et comportementaux liés à l’obésité. Mes travaux de 

thèses apportent des données supplémentaires sur les possibles voies d’intervention pour limiter 

l’endotoxémie métabolique et les troubles de la satiété observés chez la personne obèse.  
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Article	1	:	
L’endotoxémie	métabolique	induite	par	la	
consommation	d’un	régime	obésogène	est	la	

conséquence	d’une	altération	de	la	prise	en	charge	
intestinale	des	LPS.	

 

Mon premier objectif de thèse était de comprendre les mécanismes conduisant à l’endotoxémie 

métabolique lors du développement de l’obésité induite par la consommation d’un régime obesogène. 

Comme décrit dans la synthèse bibliographique précédente, l’hôte possède de nombreux mécanismes 

de prise en charge et de transport du LPS afin de limiter sa dissémination dans l’organisme. Plusieurs 

études se sont intéressées à l’impact de la consommation d’un régime obesogène sur certains de ces 

mécanismes au niveau intestinal ou circulant. Cependant, chacun de ces travaux a étudié les 

mécanismes de façon isolée. Notre étude est la première à s’intéresser à l’impact de la consommation 

d’un régime obesogène sur l’ensemble des mécanismes de prise en charge du LPS.  

Pour répondre à cette question, des rats ont été nourris ad libitum avec un régime chow (Cal) ou 

obésogène (45% de lipides, WDal) durant une et six semaines. Nous avons également inclus deux 

groupes de rats nourris avec un régime obésogène (WDpf) ou standard (Cpf) au même niveau 

énergétique que les rats Cal durant la première semaine puis ad libitum avec leur régime respectif 

pendant 5 semaines. La consommation d’un régime obésogène induit un phénotype d’obésité modérée 

caractérisée par une augmentation de l’adiposité, du taux sérique de LPS-Binding Protein et du niveau 

de bactéries Gram-négative dans le contenu caecal. Au niveau iléal, la sécrétion de mucus ainsi que le 

passage trans-épithelial de LPS étaient augmentés et associés à une baisse de l’expression génique 

d’AMPs, suite à la consommation d’un régime WD pendant 6 semaines. En revanche, les niveaux 

d’ARNm d’enzymes hépatiques impliquées dans la prise en charge du LPS n’étaient pas influencés 

par le régime. Enfin, les animaux WDpf  présentaient le même phénotype iléal mais montraient, en 

plus, une augmentation de la perméabilité caecale au LPS qui était associée, chez les animaux 

présentant une forte abondance de protéobactéries, à une augmentation de l’endotoxémie. Ainsi, 

l’élévation de la perméabilité iléale au LPS ainsi que la diminution des défenses iléales (Mucus et 

AMPs) induite par la consommation d’un régime obésogène pourrait contribuer à l’endotoxémie 

métabolique.  
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Ce travail a été réalisé en intégralité au laboratoire ADNC, à l’INRA de Saint-Gilles. J’ai bénéficié de 

l’aide de deux stagiaires : Annaëlle Sinquin (Master 1) pour la partie expérimentation animale et Anaïs 

Leroy (Master 2) pour l’analyse des échantillons notamment sur le foie, le microbiote et l’histologie 

du TA. Nous avons également associé à ce travail Marie Caroline Michalski et Fabienne Laugerette, 

du laboratoire CARMEN de Lyon, qui ont réalisé le dosage du LPS et participé à l’analyse et 

l’interprétation de ces données.  

La majeure partie de ces résultats font partie d’un article soumis à AJP-Endocrinology and metabolism 

début octobre 2016. Cependant, j’ai choisi de vous présenter également des résultats préliminaires 

obtenus sur le métabolisme des acides biliaires,  données présentées en français, après l’article.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



ARTICLE 1 

91 
 

Western	diet‐induced	metabolic	endotoxemia	is	a	
consequence	of	altered	lipopolysaccharides	

intestinal	handling		
 

Guerville Mathilde1, Leroy Anaïs1, Sinquin Annaëlle1, Laugerette Fabienne2, Michalski Marie-

Caroline2 and Boudry Gaëlle1 

1 INRA UR1341 ADNC, Domaine de la Prise, 35590 Saint-Gilles, France 
2INRA, UMR1397, Université Lyon 1, INSERM U1060, INSA-Lyon, IMBL, CarMeN laboratory, F-
69621 Villeurbanne, France 
 

RUNNING TITLE:  LPS handling in diet-induced metabolic endotoxemia 

CORRESPONDING AUTHOR:  
Dr Boudry Gaëlle 
INRA UR1341 ADNC 
Domaine de la Prise 
35590 Saint-Gilles 
Tel: +33 (0)2 23 48 59 76 
gaelle.boudry@inra.fr 
 

	 	



 



ARTICLE 1 

92 
 

Abstract	

Obesity and its related disorders have been associated to the presence in the blood of gut bacteria-

derived lipopolysaccharides (LPS). However, the factors underlying this low-grade elevation in 

plasma LPS, so-called metabolic endotoxemia, are not fully elucidated. We aimed to investigate the 

effects of Western diet (WD) feeding on intestinal and hepatic LPS handling mechanisms in a rat 

model of diet-induced obesity (DIO).  Rats were fed ad libitum either a standard chow diet (Cal) or a 

Western Diet (45% fat) (WDal) for 1 and 6 weeks. We included two groups of rats fed with the WD 

(WDpf) or standard chow diet (Cpf) matched to the caloric intake of the Cal for the first week then fed 

ad libitum with respective diets for 5 weeks. 6-week WD feeding led to a mild obese phenotype with 

increased adiposity, elevated LPS-binding protein serum levels and increased caecal Gram-negative 

bacteria levels relative to C rats. Increased ileal mucus secretion and decreased anti-microbial peptides 

gene expression along with high ileal permeability to LPS was induced by 6-wk WD feeding. 6-week 

WD consumption did not impact mRNA levels of LPS-handling hepatic enzymes. WDpf rats showed 

the same ileal phenotype but presented, in addition, a disrupted caecal barrier function which was 

associated in those that exhibited high caecal levels of Proteobacteria to increased endotoxemia. The 

increased ileal LPS permeability associated to ileal mucosal defense impairment induced by WD 

feeding contribute to metabolic endotoxemia. In the caecum, the WD-induced hyperphagia triggers 

signals protecting against the DIO-induced caecal barrier dysfunction. 

		Introduction	

Obesity-associated metabolic disorders (type 2 diabetes, cardiovascular diseases and non-alcoholic 

fatty liver disease) are clearly related to chronic low-grade inflammation observed in obesity(32, 36). 

Although this obesity-associated low-grade inflammation is widely accepted, its etiology was 

unknown until Cani et al hypothesized that component from the gut microbiota, lipopolysaccharides 

(LPS), could be inflammatory triggering factors(8). Often referred to as endotoxins, LPS are a 

constituent of the cell wall of Gram-negative bacteria present in the gut microbiota(10, 20). It contains 

a pathogen associated molecular pattern, the lipid A (10, 20) which when recognized by Toll-Like 

receptor 4 (TLR4) initiates signaling cascades resulting in the production of pro-inflammatory 
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cytokines including Interleukine-1-β (IL-1β) or Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) (64). In a series of 

experiments on genetically obese or diet-induced obese (DIO) mice, Cani et al described a condition 

of chronically elevated plasma LPS levels 5 times lower than during sepsis but significantly greater 

than in lean mice termed as “metabolic endotoxemia” (8, 9). They demonstrated that experimental 

metabolic endotoxemia, performed with subcutaneous infusions of LPS in mice, induces obesity and 

metabolic disorders i.e. inflammation, weight gain and hepatic steatosis, similar to Western diet (WD) 

feeding(8). The correlation between elevated plasma levels of LPS or LPS-binding protein (LBP) i.e. 

the main LPS transporter and longer-term marker of endotoxemia, and obesity-associated metabolic 

disorders has been confirmed in multiples animal and human studies(3, 7, 11, 15, 30, 38, 44, 50, 54, 

56, 59, 83, 89). Nevertheless, because of differences in protocols in terms of diet composition, 

duration of diet consumption but also of the difficulty to quantify LPS, the mechanisms explaining 

why endotoxemia is increased during DIO are still unclear.  

The gut microbiota is the major source of LPS and it has been roughly estimated that the host lives 

continuously with around 1 g of LPS within the gut  (28). Diet-induced obesity has profound effects 

on gut microbiota composition (12, 14, 30, 31, 46, 58). Diet-induced increase in abundance of LPS-

bearing Gram-negative bacteria within the host gut could be the primary factor influencing 

endotoxemia. Yet the absence of consistency between the different studies makes it difficult to draw 

firm conclusion on the relative proportions of Gram-negative and positive bacteria in DIO. 

Additionally, the gut epithelium secretes numerous proteins e.g. mucus, antimicrobial peptides 

(AMPs) or intestinal enzymes into the lumen, ensuring primary line of defense against noxious 

stimulus, including LPS (5, 28). There are also conflicting evidences regarding how the intestine 

adapts mucus and AMPs secretions to WD feeding (1, 3, 4, 30, 82) with either protective or 

deleterious effects of WD feeding on mucosal barrier defense mechanisms (1, 3, 4, 30, 82). 

Furthermore, increased gut permeability has been hypothesized to be the main cause of elevated 

endotoxemia observed in DIO, based on parallel increase in in vivo permeability to fluorescently-

tagged small molecules and plasma LPS level (9, 15, 35, 53, 73). In the small intestine, LPS crosses 

the enterocytes through the chylomicrons pathway, increased after a lipid-rich meal (43). Conversely, 
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in the large intestine or during inter-prandial periods, the precise mechanisms by which LPS crosses 

epithelial cells are unknown (28), making the use of conventional paracellular and transcellular 

markers to evaluate LPS permeability probably not relevant. Finally, once LPS crosses the intestine, it 

spreads into the portal vein and reaches the liver where major detoxification processes through specific 

enzymes (acyloxyaclyhydroxylase and alkaline phosphatase) or scavenger-receptor-mediated 

excretion to the bile occurs. Likewise, DIO impacts on these hepatic mechanisms of LPS 

detoxification or disposal are overlooked.  

Deciphering the exact mechanisms that normally limit the entry and dissemination of LPS into the 

host but are altered in DIO would constitute a critical step to further design efficient strategies 

preventing metabolic endotoxemia. Therefore our primarily aim was to investigate the effects of WD 

feeding on hepatic, ileal and caecal LPS handling mechanisms in a rat model of DIO. We observed 

increased caecal Gram-negative bacteria levels as well as ileal mucosa defense mechanisms 

impairment together with alteration of ileal permeability to LPS after 6 weeks of WD. Because a 

switch to a WD in rodents lead to overconsumption of calories during the first days of feeding(30, 85, 

86), we included a group of pair-fed animals fed the WD without initial hyperphagia to avoid 

confounding factors. Unexpectedly, we observed that the latter rats exhibited a pronounced disruption 

of caecal barrier function which was associated in those that exhibited high intestinal levels of 

Proteobacteria to further caecal barrier alteration and increased endotoxemia, suggesting that early 

hyperphagia may trigger signals activating protective mechanisms against DIO-induced barrier 

dysfunction in the large intestine.   
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Materials	and	methods		

Animals 

All experiments were performed in accordance with the European Union Guidelines for Animal Care 

and Use under #APAFIS#903-2015061809202358V3. Male Wistar Rats (8-9 week old; 380 ± 25 g; 

Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France) were housed individually in a 12-h light/dark cycle and 

maintained at 22°C ± 2°C. They had free access to water and standard chow (Special Diets Services, 

Rat and Mouse N°3 Breeding, Witham, UK) during a 1-week acclimatization period prior to the diet 

intervention.  

After acclimatization, rats were split into 4 weight-matched groups. Two groups of 12 rats were 

provided ad libitum access to either the standard chow diet (Cal) or a Western Diet (WDal) (Research 

diets D12451, fat 45% of total energy, 11% gm cellulose, 3.73 kcal/g) for 1 and 6 weeks. Because WD 

and chow fed rats consume different amounts of calories per day during the first week, a WD-pair fed 

(WDpf) group was included as a control (n=12) to ensure that the observed effects were not due to 

greater energy intake. For the pair-feeding procedure, each WDpf animal was weight-paired with one 

Cal rat. The caloric intake of each Cal rats was measured daily. WDpf animals were given the 

respective amounts of WD to equal the amount of calories ingested by their paired Cal. One third of 

the daily ration was given at 8am and the remaining two third at 8pm.Since this pair-feeding procedure 

alters the natural feeding pattern, we added a fourth group of rats (Cpf, n=6). These latter were fed a 

standard chow at the same caloric level than their weight-paired Cal rat and with the same feeding 

pattern than WDpf rats.  Cpf and WDpf rats were pair-fed during the first week exclusively and fed ad 

libitum with their respective diets for 5 weeks. Body weight and food intake were measured daily the 

first week and twice a week for the remaining diet intervention.  

 

Plasma and tissue collection 

After 1 or 6 weeks on respective diets and after an overnight fast and 2-hr refeed, rats were euthanized 

using deep anesthesia induced by CO2 asphyxia and cardiac puncture. Serum was obtained after 

centrifugation (4°C; 10 000 RPM, 15 min) and frozen at -80°C. Fat pads (mesenteric, epididymal and 



 



ARTICLE 1 

96 
 

retroperitoneal) weight was measured and adiposity was calculated as the sum of fat pad weights / 

body weight * 100.  Luminal contents, tissue sections and mucosa scrapping from ileum and caecum 

were flash frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Segments of ileum and caecum were collected 

and stored in cold DMEM for Ussing chambers measurements. Liver were flash frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C. For histological measurement, sections of mesenteric fat, liver, ileum and 

colon were fixed in 4% formaldehyde for 24h and stored in 70% ethanol for further analysis. 

 

Ex vivo permeability 

Intestinal tissues were opened along the mesenteric border and mounted in Ussing chamber 

(Physiologic Instrument, San Diego, USA). The chamber opening exposed 0.5 cm2 of tissue surface 

area to 2.5 mL of circulating oxygenated Krebs-glucose (10nM) and Krebs-mannitol (10nM) buffers at 

37°C on the serosal and luminal sides, respectively. Tissues were short-circuited and Conductance (G) 

was determined at baseline as an indicator of paracellular ion flux and expressed as mS/cm². The 

transcellular and LPS permeabilities were determined as the flux of horseradish peroxidase (HRP 

Type II;Sigma-Aldrich) and FITC-LPS (Lipopolysaccharide from Escherichia coli 0111:B4, Sigma-

Aldrich), respectively. FITC-LPS (40µg/ml) and HRP (200µg/ml) were added into the mucosal 

chamber at t0. Two hundred microliters samples were collected at 30-min intervals during 120 

minutes from the serosal chambers and replaced with Krebs-glucose to maintain a constant volume 

within chambers. Concentration of FITC-LPS was measured by fluorimetry (fluorimeter LB940 

Mithras; Berthold Technologies, Thoiry, France), whereas concentration of HRP was determined 

using spectrophotometry (Multiskan spectrum; Thermo Labsystem, Midland, Canada) after enzymatic 

reaction using o-dianisidine as substrate (Sigma-Aldrich). Mucosal-to serosal fluxes were then 

calculated and expressed as nanograms per square centimeter per hours.  

 

Serum analyses 

Lipopolysaccharide-binding protein levels were measured in serum samples via ELISA kit according 

to manufacturer’s recommendations (Biometec, Greifswald, Germany). Aspartate aminotransferase 

activity (ASAT) and Alanine aminotransferase activity (ALAT) measurements were done on a 



 

 

 

 

Table 1: Primers sequences used in this study 

 

Gene  Forward (5’‐3’)  Reverse (3’‐5’) 

REG3b  ATCACAGGTGCAAGGAGAAG  TGAAACAGGGCATAGCAGTAG 

PLA2gIIa  GCTGTGTGACTCATGACTGTT  CTCGGTAGGAGAACTTGTAGGT 

LYZ‐C  GAATGGGATGTCTGGCTACTATG  GTCTCCAGGGTTGTAGTTTCTG 

DEFA1  AGAGGCAGAGGAAGAGACTAAA  AGGACTACAGGGCTCATCTAC 

LBP  AGTCTGCAGAGAGAGCTGTA  CCAGGCTATGAAACTCGTACTG 

ALPL  GACATCGCCTATCAGCTAATGC  CCACATCAGTTCTGTTCTTGGG 

SCARB‐1  GCAGTGATGATGGAGGACAA  GGGAACATGCCTGGGAAATA 

MD2  CCGAAGCGCAAGGAAATTG  TATGGTGGTGAATGATGGTGAA 

TLR4  GGTCGAATTGTATCGCCTTCT  CACAGCAGAAACCCAGATGA 

AOAH  ATGAAGGCTGATGTGGTGTG  AGGACTTCCTGAGGACTTGT 

IL‐1β  ATCTATACCTGTCCTGTGTGATG  GACAGGTCTGTGCTCTGC 

HPRT1  TAGGTCCATTCCTATGACTGTAGA  TGGCCTGTATCCAACACTTC 

ACTIN  CCCTAAGGCCAACCGTGAAA  CATACAGGGACAACACAGCCT 

GAPDH  GGTCGGTGTGAACGGATTT  TGGAAGATGGTGATGGGTTTC 

PROTEOBACTERIA  AACGCGAAAAACCTTACCTACC  TGCCCTTTCGTAGCAACTAGTG 

VERRUMICROBIOTA  TCAKGTCAGTATGGCCCTTAT  CAGTTTTYAGGATTTCCTCCGCC 

FIRMICUTES  TGAAACTYAAAGGAATTGACG  ACCATGCACCACCTGTC 

BACTEROIDETES  ATACGCGAGGAACCTTACC  AGCTGACGACAACCATGCAG 

BIFIDOBACTERIA  TCGCGTC(CT)GGTGTGAAAG  CCACATCCAGC(AG)TCCAC 

UNIVERSAL  AAACTCAAAKGAATTGACGG  CTCARRCACGAGCTGAC 
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Roche/Hitachi system using adapted kits (Cobias) and kindly performed by Dr Nicolas Collet from 

Pontchaillou Rennes CHU, Biochemistry Laboratory.  

Serum endotoxemia was determined using the LAL assay in kinetic chromogenic conditions 

(Associate of Cape Cod) as previously described (45).   

 

Histology 

Mesenteric fat samples and liver were embedded in paraffin and cut in 10μm and 5µm sections 

respectively. Sections were then stained with hematoxylin and eosin. Mesenteric fat sections were 

examined under a light microscope (Nikon DS-Ri2) and images were taken at 100x magnification 

using NIS-Elements software. The area of adipocytes was measured with ImageJ 1.50i digital imaging 

processing software. Images from liver sections were taken at 20x magnification under a light 

microscope (Nikon DS-Ri2). 

Ileum and colon samples were embedded in paraffin and cut in 5-µm sections. Both sections were then 

stained with periodic acid-Schiff-alcian blue (PAS/AB) and examined under a light microscope 

(Nikon ECLIPSE E400; Nikon Instrument) equipped with image analysis software (NIS-Elements 

AR3.0 software; Nikon Instruments). Villi length, crypt depth and goblet cell (GC) number were 

measured and counted in 20 well-oriented crypt-villus units. Presence of mucus secretion in the lumen 

was scored visually from 0 to 3. All the measurements were done blinded for dietary group.  

 

Triglycerides liver analysis 

Liver lipids were extracted from 100 mg of liver tissue by the Folch method using chloroform and 

methanol. Triglycerides contents were then determined by colorimetric method according to 

manufacturer’s recommendations (Triglyceride Quantification Assay Kit, abcam). 

 

Tissue RNA extraction and quantitative RT-PCR 

Total RNA from ileal, caecal and liver samples was extracted via the Trizol method (15596-018; 

Fischer scientific) and quantified using a spectrophotometer (Denovix). 2μg RNA was converted to 

cDNA using a High Capacity Complementary DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) 
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following manufacturer’s protocol. Real-Time PCR was performed with the StepOnePlus real-time 

PCR machine using SyberGreen master mix (Fischer Scientific) for detection. Primers for selected 

genes (Table 1) were designed using Integrated DNA Technologies Primer Quest. HPRT-1, GAPDH 

and Actin were used as housekeeping genes.   

 

Microbial DNA extraction and quantitative RT-PCR 

Total DNA was extracted from caecal luminal contents using the ZR Fecal DNA MiniPrep kit (Zymo 

research). Then, DNA was quantified using a spectrophotometer (Denovix). Real-Time PCR was 

performed with the StepOnePlus real-time PCR machine using SyberGreen master mix (Fischer 

Scientific) for detection. Primers for selected 16S genes specific to each phylum are recapitulated in 

Table 1. Universal 16S rRNA was used to normalize data.  

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed on Graphpad Prism software (v5, San Diego, CA) and data are 

expressed as means ± SEM. Data were analyzed using two-ways ANOVA testing diet, feeding pattern 

and diet X feeding pattern, with Bonferroni post hoc tests. Data for WDpf subgroups were analyzed 

using T-test compared to either WDal or Cal. For body weight and food intake analysis, diet, feeding 

pattern, time, diet X feeding pattern effects were analyzed by ANOVA using R software. P<0.05 was 

considered significant. 

Results	

Obesity phenotype 

Western diet-fed rats exhibited a 31% increased weight gain (diet P<0.0002) compared to control rats, 

irrespective of the first week energy intake (Fig 1 A). WDal rats had a greater energy intake during the 

first week of diet (P = 0.04) and similar energy intake from wk 2 to wk 6 compared to Cal animals 

(Fig 1 B). As designed, WDpf rats had comparable energy intake than Cal rats during the whole diet 

intervention, thus avoiding the WD-induced first week hyperphagia (Fig 1 B). Surprisingly, the Cpf 
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rats, which were pair-fed with Cal for the first week, ate significantly more kilocalories per day at wk 

2 (P =0.04) than Cal rats (Fig 1 B). 

Irrespective of the first week energy intake, WD animals exhibited marked adiposity with an 87% 

greater adiposity index compared to C animals (diet P <0.0001, Fig 1 C). This enhanced adiposity was 

due to elevated mesenteric, retroperitoneal and epididymal fat pad weights (data not shown).  Relative 

to Cal rats, Cpf rats had a 38 % greater adiposity index (P =0.02, Fig 1 C). Six weeks of WD increased 

mesenteric fat adipocyte average surface (diet P = 0.01, Fig 1 D). Cpf rats exhibited similar adipocyte 

surface than WD fed animals (Fig 1 D).   

Hepatic steatosis was evaluated by liver histological slides examination and quantification of liver 

triglyceride content. Serum levels of ALAT, ASAT were used to evaluate hepatic function. WD rats 

exhibited a slight hepatic steatosis, mainly macro-vesicular, irrespective of initial energy intake (Fig 1 

I). Steatosis was confirmed in WDal and WDpf rats by greater liver triglycerides content than C rats 

(diet P <0.0001, Fig 1 E). Cpf rats displayed some signs of steatosis on histological sections (Fig 1 I), 

yet this was not confirmed by liver triglycerides concentration (Fig 1 E). In WDal and WDpf rats, 

ASAT serum levels were increased (diet P =0.02, Fig 1 F).  ALAT levels were not influenced by WD 

(Fig 1 G). 

Diet-induced obesity is characterized by chronic low grade inflammation likely originating from LPS-

induced TLR4 signaling. Therefore, we measured the mRNA levels of the pro-inflammatory cytokine 

IL1-β in the main LPS handling tissues: two sections (caecum and ileum) and the liver.  

Six-week WD consumption significantly increased IL1-β gene expression in caecum whereas similar 

caecal and hepatic IL-1β mRNA levels were observed between WD and C fed rats. Interleukin-1β is 

one of the downstream cytokine induced by LPS-mediated TLR4 signaling. Therefore, we measured 

the gene expression of three TLR4 signaling molecules (tlr4, md2 and myd88) in the same tissues. Six-

week WD consumption significantly increased tlr4 (+35%, P =0.02, Table 2) and tended to increase 

md2 (+23%; P =0.07, Table 2) expressions in the liver, irrespective of initial energy intake. No 

differences in tlr4 and md2 caecal expressions were observed between WD and C rats (Table 2). 

Myd88 mRNA levels were decreased in the caecum of WD fed rats compared to C rats but this effect 

was mainly driven by high level in Cpf rats with no significant difference between Cal and WDal or 



Figure 2: Endotoxemia 
Serum concentration of LBP (A) and mRNA levels of lbp (B) in the liver of control ad libitum (Cal), 
control pair-fed (Cpf), WD ad libitum (WDal) and WD pair-fed (WDpf) rats at 6 weeks. Correlation 
between hepatic lbp gene expression and plasma LBP levels (C). Serum concentration of LPS (D) of 
Cal, Cpf, WDal and WDpf rats at 6 weeks and heterogeneity in serum LPS concentrations in WDpf 
rats (insert). Serum concentration of LPS in WDpfhighLPS and WDpflow LPS rats at 6 weeks compared to 
Cal and WDal rats (E). Data are presented as means ± SEM.  * P<0.05.
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WDpf rats (Table 2).  Ileal tlr4 and myd88 gene expressions were not different between WD and C rats 

whereas md2 mRNA levels was decreased (P =0.05) in WD fed rats (Table 2). Hence, no correlation 

was found between TLR4 signaling molecules and IL-1β gene expressions, suggesting that LPS-

induced inflammation might not be the main pathway involved in the upregulation of caecal IL-1β 

mRNA levels.   

 

Endotoxemia.  

We measured serum LBP concentration, the main LPS circulating transporter involved in 

proinflammatory potential of LPS.  WD-fed rats exhibited a 224 % increase (diet P =0.003, Fig 2 A) 

in LBP serum concentration relative to C rats, irrespective of initial energy intake, suggesting 

exposure to LPS in these animals. Similarly, hepatic lbp mRNA level was greater in WD-fed animals 

compared to C rats (diet, P=0.006, Fig 2 B) and was significantly correlated with serum LBP 

concentration (r²=0.5508 and P <0.0001, Figure 2 C). Despite serum LBP increase, endotoxemia was 

not significantly different between dietary groups (Fig 2 D). Yet, WDpf animals displayed high 

heterogeneity in endotoxemia (Fig 2 D, insert), with two sub-groups: some animals (WDpfhigh LPS) had 

elevated endotoxemia greater than 1.5 EU/mL (average: 5.72; min: 1.75; max: 25.85 EU/ml) while 

others (WDpflow LPS) had low endotoxemia levels (average: 0.17; min: 0.02; max: 0.61 EU/ml). Re-

analyzing the data taking into account these sub-groups confirmed that WDpfhigh LPS exhibited a 

significantly greater endotoxemia than WDal (P=0.004) or C (P=0.003) rats whereas WDpflow LPS 

showed similar levels than WDal (P=0.47) or C (P=0.56) rats (Fig 2 E).  

 

Caecal microbiota  

Obesity is associated with alteration in intestinal bacterial composition that might result in increased 

LPS-bearing Gram negative bacteria abundance in the lumen. We therefore seek to evaluate the level 

of the major phyla present in the caecum. Levels of Bacteroidetes (Fig 3 A), Firmicutes (Fig 3 B) and 

Proteobacteria (Fig 3 C) in caecal content were not altered by 6-week WD consumption, irrespective 

of the initial energy intake. However, the caecal content of WD fed rat had significantly greater 

Verrucomicrobia levels (+237%, diet P=0.004, Fig 3 D), irrespective of the initial energy intake. Due 



Figure 3: Caecal microbiota composition
Levels of Bacteroidetes (A), Firmicutes (B), Proteobacteria (C), Verrucomicrobia (D) and 
Bifidobacteria (E) in caecal content of control ad libitum (Cal), control pair-fed (Cpf), WD ad libitum
(WDal) and WD pair-fed (WDpf) rats at 6 weeks. (E) Levels of gram-negative Proteobacteria in the 
WDpf subgroups separated according to their LPS plasma levels compared to WDal and C rats (F). 
Data are presented as means ± SEM. * P<0.05.
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to technical problems, we were not able to amplify Actinobacteria phylum and we used the genus 

Bifidobacterium as a representative of this phylum. Bifidobacteria levels were increased by 760% in 

WD animals (diet P=0.001, Fig 3 E), irrespective of the initial energy intake. 

We then sought to evaluate if the caecal microbiota composition differed between the two WDpf sub-

groups we had previously identified based on serum LPS concentrations. Only Proteobacteria 

abundance was different: WDpf high LPS exhibited greater abundance of Proteobacteria compared to the 

other groups (p=0.024, P=0.008 and P=0.01 compared to C, WDpf low LPS and WDal respectively, Fig 3 

F). 

 

Goblet cell number. 

Mucus secreted by GC is the first line of defense of the intestinal mucosa, limiting the presence of 

noxious molecules such as LPS on the apical side of epithelial cells. On the other hand, a GC-

associated passage (GAP) for specific antigens has been recently identified (40). This route of 

epithelial crossing is activated after mucus secretion by GC. GAP has been identified as a possible 

pathway for LPS(33). We therefore evaluated the number of GC in ileal and large intestinal mucosa. 

In the ileum, villi length was decreased (diet P=0.0002, Fig 4 A) in WD-fed rats, irrespective of initial 

energy intake, while crypt depth was not altered by dietary treatment (Fig 4 B).The number of GC per 

villus or per crypt was reduced in WD rats (diet P<0.001, Fig 4 C, D) with a more pronounced 

reduction in WDpf rats (interaction diet x feeding pattern P=0.04 and P=0.07, for villi and crypts, 

respectively). PAS/AB staining also revealed large quantity of unorganized mucus in the ileal lumen 

of WD-fed rats (Fig 4 G) that was quantified by scoring the presence or absence of this luminal 

mucus. WD-fed rats exhibited a significantly greater score (diet P<0.0001, Fig 4 E) than C rats, 

indicative of large amount of unorganized mucus in the lumen. WDpf rats had an even greater 

presence of mucus in the lumen compared to WDal and Cal (P=0.02, P=0.06, respectively, Fig 4 E).  

Similarly to the microbiota, we evaluated if GC number was different between our two subgroups of 

WDpf animals. No difference was observed between the two subgroups in the villi and crypts (data 

not shown). Similarly, no difference in the presence of mucus in the lumen was observed between the 

two subgroups. 



Cal Cpf WDal WDpf
G

Figure 4: Goblet cells 
Villus length (A), crypt depth (B), number of goblet cells (GC) per villus (C) or per crypt (D) of 
control ad libitum (Cal), control pair-fed (Cpf), WD ad libitum (WDal) and WD pair-fed (WDpf) 
rats at 6 weeks. Score of mucus secretion (E) and representative histological pictures of ileum 
sections stained with PAS/AB (I) of Cal, Cpf, WDal and WDpf rats at 6 weeks. Data are presented 
as means ± SEM. * P<0.05.
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In the large intestine, no significant differences in colonic crypt depth and number of GC were 

observed between WD and C fed animals (data not shown). No mucus secretion in the lumen was 

noticed.  

 

Intestinal alkaline phosphatase and antimicrobial peptides 

IAP is a brush border enzyme that dephosphorylates LPS, thus limiting its endotoxin activity. 

Ingestion of WD diet, irrespective of initial hyperphagia, dramatically increased IAP activity in both 

ileum and caecum (diet effect P< 0.0001 and P=0.0003, Table 3).  

Ileal mucosa is also endowed with anti-microbial peptides (AMPs) secreted mainly by Paneth cells in 

the lumen, with Reg3-β specifically targeting Gram-negative bacteria (78). WD-fed rats exhibited an 

80 % decrease in ileal reg3-β expression after 6 weeks of diet compared to C rats (diet P=0.003, Table 

3). We also measured the ileal gene expression of non-LPS specific AMPs: LyzC, PLA2 and DEFA-1. 

mRNA levels of the two mucosal enzymes lyzC and pla-2 was decreased in WD-fed rats relative to C 

rats (P=0.03 and P=0.02) whereas defa-1 gene expression was not influenced by the diet (Table 3).   

 

Epithelial permeability  

Intestinal passage of LPS was evaluated ex vivo in both ileum and caecum using Ussing chambers. 

Irrespective of initial energy intake, WD consumption increased ileal LPS flux by 50% in WD-fed rats 

compared to C rats (diet P=0.0006, Fig 5 A). WDpf rats exhibited a 100% increase in caecal LPS flux 

(P=0.0009, Fig 5 B) compared to WDal. Moreover, within the WDpf rats, WDpf high LPS presented a 

significantly greater caecal permeability to LPS (P=0.0004 and P<0.0001) than WDpf low LPS (P=0.01 

and P=0.0005) compared to WDal and Cal (Fig 5 C). Paracellular and transcellular permeability 

measured by conductance and HRP flux, respectively were also increased in the ileum of WD rats, 

irrespective of the initial energy intake (diet P=0.04 and diet P=0.01, respectively, Fig 5 D-F). No 

differences were observed in caecal paracellular and transcellular permeability between WD and C 

animals (Fig 5 E-G).  

 

 



 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 3: Anti-microbial peptides gene expression in ileum and IAP activity in ileum and caecum.  

 
 Results are presented as means ± SEM. FP=feeding pattern. 
 Letters denotes significance in post-hoc tests.  
 

 

 

    P-value 

 C al C pf WD al WD pf Diet FP Diet 
X FP 

Ileal IAP 
activity 

3.78 ± 1.74 2.57 ± 1.21 44.87 ± 36.85 39.79 ± 34.88 <0.0001 0.72 0.83 

Caecal  
IAP 

activity 
2.78 ± 1.33 3.21 ± 2.43 9.63 ± 6.88 10.23 ± 6.09 0.0003 0.76 0.96 

Reg3-β 0.48 ± 0.40a 0.18 ± 0.11 ab 0.08 ± 0.05b 0.11 ± 0.10b 0.003 0.08 0.04 

lyzc 5.85± 4.86 9.37 ± 1.92 4.85 ± 3.26 4.05 ± 2.70 0.03 0.37 0.06 

defa-1 0.74 ± 0.35 0.52 ± .0.15 0.71 ± 0.25 0.49 ± 0.16 0.83 0.02 0.91 

pla-2 4.10 ± 3.82 8.20 ± 3.70 2.04 ± 1.05 4.17 ± 4.17 0.02 0.01 0.39 
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Hepatic LPS detoxification protein and enzymes  

Hepatic gene expression of the two majors enzymes involved in liver LPS detoxification, AOAH and 

ALPL, was not influenced by diet, nor was that of SCARB-1, a scavenger receptor involved in LPS 

endocytosis from circulation into Kupffer cells (Table 4).  

 

Intestinal TLR4 signaling and inflammation at week 1 

To try to decipher the mechanisms leading to the more pronounced alteration of barrier function in 

WDpf rats at week 6, we investigated inflammation in the ileum and caecum at week 1. Irrespective of 

initial energy intake, one-week WD consumption, significantly increased mRNA levels of IL-1β (Cal 

0.33±0.10, Cpf 0.58 ±0.16, WDal 0.35±0.17, WDpf 0.90±0.34*, diet effect P=0.03, Feeding Pattern 

effect<0.001 and Diet X Feeding pattern P=0.06, * p<0.05 WDpf vs WDal)  in the caecum and tended 

to increase in the ileum (Cal 0.33±0.07, Cpf 0.28 ±0.04, WDal 0.24±0.11, WDpf 0.41±0.24#, diet 

effect P=0.85, Feeding pattern effect P=0.16 and Diet X Feeding pattern P=0.06, # p<0.10 WDpf vs 

WDal) of WDpf compared to WDal rats. Hence, we investigated the relation between LPS-induced 

TLR4 signaling and IL-1β upregulation. One-week WD feeding decreased caecal and ileal md2 

expressions (-58% and -36% P=0.008 and P<0.001, respectively Table 5), whereas no difference in 

tlr4 mRNA levels was observed (Table 5).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 5:  Intestinal permeability 
LPS-FITC flux across ileum (A) and caecum (B) of control ad libitum (Cal), control pair-fed (Cpf), WD 
ad libitum (WDal) and WD pair-fed (WDpf) rats at 6 weeks and (C) in caecum of WDpflowLPS and 
WDpfHighLPS. Rats. HRP flux in ileum (D) and caecum (E) and conductance in ileum (F) and caecum (G) 
of control ad libitum (Cal), control pair-fed (Cpf), WD ad libitum (WDal) and WD pair-fed (WDpf) rats 
at 6 weeks. Data are presented as means ± SEM. *P<0.05.  
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Discussion	

Despite the numerous intestinal and hepatic mechanisms limiting the entry and dissemination of gut-

derived LPS into the systemic circulation, low, yet significant, amounts of LPS are found in the 

plasma of obese people, leading to low grade inflammation. We hypothesized that one or several of 

these mechanisms are impaired during DIO, resulting in elevated endotoxemia. We indeed 

demonstrate that mild obesity induced by 6 weeks of WD feeding increased Gram-negative bacteria 

levels in the caecal lumen, associated with disrupted ileal gut barrier function as demonstrated by 

reduced AMPs level, altered mucus secretion and increased LPS flux across the ileum. Despite this 

increased passage of LPS, hepatic LPS detoxification processes were not influenced by the diet. 

Surprisingly, we observed that without the WD-induced initial hyperphagia, the gut barrier disruption 

was more pronounced, especially in the caecum. Moreover, in WDpf rats that displayed high caecal 

levels of Proteobacteria, gut barrier was deeper altered and plasma LPS was elevated suggesting that 

WD-induced initial hyperphagia induces mechanisms of regulation of LPS handling at the caecal 

level. 	

Diet-induced obesity has been associated with drastic changes in the composition of the gut microbiota 

(26) as well as increased LPS level in feces (39, 42). By evaluating the levels of the main phyla in the 

caecum, we estimated the Gram negative/positive ratio after 6 weeks of WD feeding and observed 

increased levels of the phylum Verrucomicrobia and of the genus Bifidobacterium (representative of 

Actinobacteria). In healthy rats, Verrucomicrobia account for 2% of the caecal microbiota and 

Actinobacteria for less than 0.1% (30). Hence, the elevation in the Gram-positive Bifidobacterium 

level is probably irrelevant compared to the increase in the Gram-negative Verrucomicrobia. Thus, 

consumption of WD for 6 weeks increased the proportion of Gram-negative bacteria in the caecum 

content and might consequently induce an elevation of the quantity of luminal LPS. One member of 

the Verrucomicrobia phylum, Akkermansia muciniphila, is specialized in mucin degradation and their 

abundance is positively correlated with the amount of mucin (25, 80). Similarly, among members of 

the genus Bifidobacterium, some, like B. bifidum are able to hydrolyze the glycosidic bonds of mucins 



 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4 : Hepatic detoxification enzymes and receptors gene expression 

P-value 

 C al C pf WD al WD pf Diet FP 
Diet X 

FP 

aoah 

alpl 

scarb-1 

0.60 ± 0.08 

0.14 ± 0.02 

0.90 ± 0.13 

0.61 ± 0.15 

0.27 ± 0.05 

0.63 ± 0.24 

0.72 ± 0.07 

0.13 ± 0.02 

0.99 ± 0.27 

0.76 ± 0.12 

0.18 ± 0.03 

0.82 ± 0.09 

0.31 

0.16 

0.19 

0.84 

0.01 

0.05 

0.93 

0.28 

0.64 

Results are presented as means ± SEM. FP=feeding pattern. 
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(67, 75). Hence, the elevated amount of mucus secreted into the ileum of WD-fed rats that we 

observed might migrate to the caecum and enhance levels of these two mucin-degrading bacteria. 

The greater levels of Verrucomicrobia in response to WD feeding in our study and others (30) seems 

inconsistent with the observation that Akkermansia muciniphila (18) has been negatively correlated to 

obesity and diabetes in multiples studies (13, 21, 23, 68, 71). Changes in gut microbiota in WD-fed 

rats are dynamic in time(30). Therefore, Verrucomicrobia might be decreased in a mild obese 

phenotype as in the present study but increased with time in response to long-term WD consumption. 

Moreover, composition of diets, especially in fibers and polyphenols, highly modulate the gut 

microbiota(19), yet exact diet compositions are rarely similar within studies in literature. Finally, 

Verrucomicrobia phylum is composed of numerous genera, including Akkermansia muciniphila. The 

phylum and genus might evolve differently, as observed in Göttingen minipigs (61). Taken together, 

these data suggest that through impaired mucus secretion regulation, WD consumption increases 

Gram-negative population in the gut lumen that might participate to the WD-induced elevated 

endotoxemia. 

 

Anti-microbial peptides and mucosal enzymes, secreted by Paneth cells and enterocytes protect against 

microbial attachment and invasion and participate to the regulation of the gut barrier function (6, 66). 

Enterocytes also secrete IAP, a gut mucosal protein that detoxifies LPS which is then unable to trigger 

TLR-induced inflammation (41). There is conflicting evidence regarding how the intestine adapts its 

mucosal defense i.e. AMPs secretion and IAP activity, to WD feeding. We showed that 6-week WD 

feeding led to a reduction of AMPs ileal gene expression, yet, upregulated ileal and caecal IAP 

activities. These mucosal defense mechanisms exhibited early adaptation in response to WD feeding 

since both IAP activity and AMPs mRNA levels were increased and decreased, respectively after only 

one week of diet (personal communication). Although DIO-induced reduction in AMPs secretion is 

widely accepted in the literature (17, 22, 23), the beneficial purpose of this decreased bacterial 

degradation capacity remains unclear since Reg3-γ deficient mice exhibit elevated inflammatory 

responses to microbiota and enteric pathogen (49). Moreover, Reg3-γ promotes bacterial segregation 

(76); hence the decreased AMPs expression (23) might lead to increased proportion of Gram-negative 
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bacteria close to the enterocytes. The increased IAP activity in DIO has also already been described 

(51, 69, 89), and is probably intended to reduce toxic LPS activity within the gut wall. The beneficial 

effect of IAP on WD-induced endotoxemia has been revealed using mice deficient for IAP that 

exhibited greater endotoxemia and obesity compared to wild type animals after WD feeding(37). 

However, this upregulation might be specific to dietary intervention duration or intestinal section since 

opposite results have also been described with either longer or shorter duration of WD consumption 

(15, 34). Hence, while reduced AMPs levels probably result in increased presence of Gran negative 

bacteria in the vicinity of intestinal epithelial cells, rapid stimulation of IAP activity in the mucosa 

likely enhances host protection by increasing LPS intestinal detoxification.  

 

Changes in the gut barrier function, evaluated in vivo, have been described in several animal models of 

obesity (9, 15, 35, 73) and humans (29, 55, 81) and  has been suggested to be one of the cause of 

elevated endotoxemia. Our study is the first to show that consumption of WD leads to increased LPS 

flux across the ileum associated with elevated mucus secretion from GC into the gut lumen. Recently, 

GAP, an antigen crossing pathway through GC, has been identified in the mouse small intestine (40). 

Once the mucus has been secreted from GC, luminal antigens are able to cross and reach the 

underlying lamina propria (40). Conversely to the small intestine, microbial sensing inhibits formation 

of GAP in the large intestine (40). Interestingly, Howe et al suggested that LPS could use this pathway 

to cross the intestinal epithelial barrier (28, 33). Here, we observed a decreased number of PAS/AB 

stained GC in the ileal epithelium of our WD-fed rats together with large quantity of mucus in the 

lumen, suggesting recent mucus secretion(63). The increased ileal mucus secretion might allow LPS 

crossing through GAP, resulting in elevated LPS flux as observed in Ussing chambers. Mucus 

secretion can be stimulated by several factors, including leptin (63) and bile acids (65). Our WD-fed 

rats are most likely hyperleptinemic due to elevated fat mass (52). This enhanced leptinemia could 

trigger mucus secretion (63). Moreover, the alteration of the composition as well as increased quantity 

and excretion of bile acids (57) might be another factor contributing to mucus secretion observed 

during WD feeding. Furthermore, the AMP Reg3-γ which is highly downregulated in response to WD 

feeding (23) has been recently identified as a potent regulator of mucus distribution and stabilization 
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(49).  In the caecum of WDal rats, no increase in LPS permeability was noticed. For technical reasons, 

we were not able to measure caecal GC number nor mucus secretion and we studied the colon instead. 

No dietary effect on GC number or mucus secretion was noticed in the colon. Likewise, we had 

observed no difference in caecal GC number in the same DIO model in rats (30), suggesting that 

mucus secretion and consequently a hypothetical GAP-mediated LPS passage, is not impaired in the 

caecum of WDal rats.  

 

The liver is the main internal organ involved in LPS detoxification and disposal processes. Within 

hepatocytes, LPS is endocytosed by Scavenger-Receptor (79) and detoxified by two majors enzymes: 

AOAH (70) and ALPL (2). Those two enzymes are both upregulated in sepsis, characterized by high 

concentration of LPS (60, 74). Our study is the first to investigate the impact of DIO on LPS liver 

detoxification enzyme expression. Consumption of WD for 6 weeks did not modify hepatic gene 

expressions of AOAH and ALPL despite hepatic LPS exposure as demonstrated by increased lbp 

mRNA and plasma LBP. This suggests either a dose effect, whereby a certain amount of LPS is 

needed to induce detoxification enzyme up-regulation or a  location effect as gut-derived LPS in our 

model travels through the portal vein, thus achieving high intra-sinusoidal LPS concentrations as 

opposed to experimental model of sepsis were LPS is injected intravenously. Further research is 

needed to explore prolonged effects of metabolic endotoxemia on LPS detoxification mechanisms in 

the liver.  

 

Because WD feeding in rodent is associated with caloric overconsumption during the first days of 

diet(30, 85, 86), we included a group of pair-fed rats fed the WD without the initial hyperphagia, thus 

avoiding confounding factors. Previous studies reported that reducing WD calories intake attenuated 

but did not prevent the development of obesity and associated metabolic disorders (16, 62, 85, 86). In 

addition to these results, we demonstrate that weight gain, increased adiposity and hepatic steatosis at 

week 6 are not dependent on initial energy intake. On the opposite, the latter seems to regulate gut 

barrier function since WDpf rats showed a more pronounced disruption of the gut barrier characterized 

by an elevated LPS flux across the caecum, in addition to the increased ileal LPS flux. The early 
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hyperphagia seen in WD fed rats when they are switched from chow to WD is probably due to the 

increased palatability of the diet (77, 85). Hypothalamic remodeling allows a progressive return to 

normal caloric intake (27). Recently, it was demonstrated that this early phase of hyperphagia is 

characterized by transient hepatic steatosis, inflammation and glucose intolerance that resolve before a 

second phase of metabolic disorders appears after prolonged WD consumption (47, 84, 85). Unlike in 

the adipose tissue or the liver, one-week WD ad libitum consumption does not trigger intestinal 

damages or inflammation in the ileum or caecum of rodents (30, 35). On the contrary, depletion in 

eosinophils has even been observed during the first few days of high-fat diet consumption in mice 

(35). Our WDpf rats exhibited increased caecal il-1 β mRNA compared to WDal and C rats at 1 week, 

suggesting that hyperphagia is necessary to maintain homeostasis on the short term. Taken together, 

these data suggest that the natural early hyperphagia triggers signals that limit inflammation and gut 

barrier dysfunction also on the long-term.  

 

In rodents, it is usual to observe variability in response to WD feeding (48, 87). In our study, despite 

the absence of significant difference in plasma LPS between WD and C-fed rats, irrespective of initial 

energy intake, it is noteworthy that the WDpf group presented a large variability in plasma LPS level 

and could be divided into two subgroups: WDpf high LPS (n=5) and WDpf low LPS (n=7). Those two 

subgroups exhibited the same intestinal phenotypes except that WDpf high LPS displayed increased 

Proteobacteria levels and LPS flux in the caecum. The Proteobacteria phylum has been described as a 

good marker of gut dysbiosis and might be a criterion for metabolic disorders diagnosis (72). 

Furthermore, dysbiosis observed in obesity and its associated metabolic disorders often includes an 

increased abundance of Proteobacteria (15, 23, 72, 88). Colonization of WD-fed germ-free mice with 

Enterobactercloacae B29, a species belonging to Proteobacteria that has been isolated from obese 

human gut, developed more a pronounced obese phenotype associated with greater endotoxemia, 

relative to non-colonized mice (24). Elevated endotoxemia has also been correlated to Proteobacteria 

abundance in two DIO rodent models (15, 23). These results suggest that a deleterious gut microbiota 

might participate to further gut barrier impairment resulting in increased endotoxemia.  
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In conclusion, we have demonstrated that 6-week WD feeding leads to increased caecal Gram-

negative bacteria levels and disrupted ileal barrier function characterized by impairment in mucosa 

defense mechanisms associated to increased ileal permeability to LPS. Efficient strategy to reduce 

metabolic endotoxemia should therefore target the ileum. Surprisingly, we also observed that the rats 

fed WD without initial hyperphagia exhibited increased LPS permeability across the large intestine in 

addition to ileal barrier dysfunction. These results suggest that WD-induced initial hyperphagia may 

trigger signals that protect against DIO-induced barrier dysfunction in the large intestine. Further 

research is needed to decipher the pathways involved in these protective mechanisms.   
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Supplément	–	Acides	biliaires	

Introduction	
L’obésité est associée à une modification du métabolisme de la bile caractérisée par une augmentation 

de la quantité d’acides biliaires (AB) dans la lumière intestinale ainsi qu’une modification de la 

composition de la bile en AB (Stenman et al., 2012; Stenman et al., 2013; Duparc et al., 2016; Muller 

et al., 2016; Murakami et al., 2016). De nombreuses études expérimentales ont montré que les AB 

pouvaient interagir avec des mécanismes connus pour être impliqués dans la physiopathologie de 

l’obésité tels que l’altération du microbiote (Islam et al., 2011; Yokota et al., 2012; Duparc et al., 

2016), l’inflammation (Duboc et al., 2014) ou l’hyperperméabilité intestinale (Stenman et al., 2012; 

Stenman et al., 2013; Stenman et al., 2013; Murakami et al., 2016). La modification du métabolisme 

des AB pourrait alors être un facteur clé dans le développement de l’obésité. 

Une deuxième caractéristique de l’obésité est l’élévation de la concentration circulante de LPS, décrit 

comme un état d’endotoxémie métabolique (Cani et al., 2007). Le deuxième rôle essentiel de la bile 

est d’excréter les composés toxiques de l’organisme notamment les endotoxines (Guerville et al., 

2016). En cas de passage accru des LPS à travers l’intestin, ceux-ci arrivent dans le foie par la veine 

porte. Au niveau hépatique, ils sont internalisés par le Scavenger-Recptor 1 (SR-B1) dans les cellules 

de Kupffer puis redirigés vers les hépatocytes où ils peuvent se lier aux AB par des interactions 

hydrophobes. Les LPS, fixés aux AB sont ensuite co-excrétés avec la bile dans le duodénum 

(Guerville et al., 2016).  

Grâce à leurs nombreux récepteurs exprimés le long du tractus digestif et dans le foie, les AB sont 

capables de réguler leur synthèse de novo et leur réabsorption. Les 4 récepteurs majeurs impliqués 

dans cette régulation sont le Farnesoid X Receptor (FXR), Pregnane X Receptor (PXR), le membrane-

bile acid receptor appelé également TGR5  et le liver X receptor (LXR). Alors que FXR, PXR et LXR 

réduirait la synthèse d’AB (Chiang, 2002), TGR5 aurait plutôt un effet stimulateur (Duboc et al., 

2014). Plus précisément, l’activation iléale de FXR par ses ligands (les AB) stimule la transcription du 

Fibroblast Growth Factors 15  (FGF19 chez l’homme) qui sera libéré dans la veine porte pour 

atteindre le foie. Au niveau hépatique, FGF15/19 inhibe la transcription de la Cholestérol-7-α-

hydroxylase (Cyp7A1), enzyme limitante de la synthèse des AB. Parallèlement à ces mécanismes, 

l’activation au niveau hépatique de FXR et LXR par les AB induit la transcription du Small 

Heterodimer Partner (SHP) qui diminue également la transcription de CYp7A1. Un second moyen de 

contrôle du métabolisme des AB est la régulation de la réabsorption par la modulation de l’expression 

de transporteurs iléaux d’AB tels que l’apical sodium–bile acid transporter (ASBT), également sous le 

contrôle de FXR.  

 



 

 

 

 

Gènes Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’ 

FXR GAAAGAGCGGCATCTCCGA TGCTGTGAGCAGAGCGTACTCTT 

PXR CGATTTGCCCTCACCCTGAAGG CGTCCGTGCTGCTGAATAACTCC 

LXR GCAACAGTGTAACAGGCGC TGCAATGGGCCAAGGC 

TGR5 AAAGGTGGCTACAAGTGCTTC TTCAAGTCCAAGTCAGTGCTG 

FGF15 CTACGTCTCCAACTGCTTCC GCTGCTGACGTCCTTGAT 

ASBT GTGACATGGACCTCAGTGTTAG GAGTCAACCCACATCTTGGTATAG 

CYP7A1 CTGAGGGATTGAAGCACAAGA GGAGAGCGTGTCATTGAGAAA 

SCARB1 GCAGTGATGATGGAGGACAA GGGAACATGCCTGGGAAATA 

ACTIN CCCTAAGGCCAACCGTGAAA CATACAGGGACAACACAGCCT 

GAPDH GGTCGGTGTGAACGGATTT TGGAAGATGGTGATGGGTTTC 

Tableau 20 : Séquences des primers utilisées dans l’étude 
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Le but de notre étude était d’évaluer le métabolisme des AB dans un contexte d’obésité induite par un 

régime obesogène et ainsi d’observer si une perturbation du métabolisme des AB pourrait être un 

facteur contribuant au développement de l’endotoxémie métabolique. Pour évaluer le métabolisme des 

AB, nous avons mesuré l’expression des 4 récepteurs dans les principaux tissus cibles des AB : le foie, 

l’iléon distal et le caecum. Les expressions géniques de FGF15 et ASBT ont également été mesurées 

dans l’iléon. Enfin, les niveaux d’ARNm de Cyp7A1 dans le foie ont été déterminés.  

 

Matériels	et	méthodes	

  

Le modèle animal utilisé est celui décrit dans l’article précédent.  

 

RT-qPCR sur le foie, l’iléon et le caecum 

Les ARN de foie, l’iléon et de caecum ont été extraits via la méthode au Trizol (15596-018 ; Fischer 

Scientific) puis quantifiés grâce au Denovix. Par l’utilisation du kit High Capacity Complementary 

DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), 2 µg d’ARN ont ensuite été convertis en 

ADNc selon les recommandations du fabricant. La PCR en temps réel a été réalisée grâce à l’appareil 

StepOnePlus real-time PCR utilisant le SyberGreen master mix comme système de détection. Les 

primers utilisés sont listés dans le tableau 21, ils ont été désignés grâce au logiciel « Integrated DNA 

Technologies Primer Quest ». Les gènes Actine, GAPDH ont été utilisés comme gène de référence. 

Les résultats sont exprimés en 2-dct.
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Résultats	

Après six semaines de régime WD, les expressions géniques de LXR, PXR, FXR et TGR5 n’étaient 

pas influencées par le régime WD dans l’iléon (Fig 14 A-D). En revanche, le niveau d’ARNm de 

FGF15 était augmenté chez les animaux WD relativement aux C (effet régime P=0.005, Fig 14 E). On 

peut également noter que les rats WDpf présentaient, relativement aux rats C, une augmentation de 

l’expression génique de FGF15 de 250% contre 117% chez les animaux WDal. L’expression génique 

d’ASBT était influencée par le régime mais également dépendante de l’hyperphagie (Interaction 

P=0.017, Fig 14 F). En effet, les rats WDpf présentaient une diminution de 72% par rapport aux rats 

Cal et Cpf (P=0.0085 et P=0.003, Fig 14 F).  

 

Au niveau caecal, la consommation chronique pendant 6 semaines d’un régime WD ne modifie pas les 

expressions géniques de LXR, FXR, PXR et TGR5 (Fig 15 A-D). 

 

En revanche, les niveaux hépatiques d’ARNm de LXR et FXR étaient augmentés chez les animaux 

WD comparés aux C (effet régime P=0.002, P=0.0088, Fig 16 A,C). Les expressions géniques de PXR 

et TGR5 dans le foie étaient similaires entre les animaux WD et C (Fig 16 B,D). Le niveau d’ARNm 

de Cyp7A1 était augmenté chez les rats WDpf comparé aux rats WDal (P=0.0156, Fig 16 E). Enfin, 

l’expression génique de SR-B1 n’était pas influencée par la consommation d’un régime WD pendant 6 

semaines (Fig 16 F).  

 

Au niveau caecal et hépatique, aucune différence n’est observée entre les deux sous-groupes de rats 

WDpflow endotoxemia et WDpfhigh endotoxemia. En revanche, l’expression iléale de FGF19 était augmentée 

chez les animaux WDpf low endotoxemia relativement aux animaux WDpf high endotoxemia, WDal et C 

(P=0.012, données non présentées). Les niveaux d’ARNm de LXR, FXR, PXR, TGR5 et ASBT 

étaient similaires dans l’iléon des 4 groupes d’animaux (données non présentées). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 15 : Effets d’un régime obesogène avec ou sans hyperphagie sur

l’expression de LXR (A), PXR (B), FXR (C), TGR5 (D) au niveau du

caecum de rats Cal, Cpf, WDal et WDpf. FP=Feeding pattern. Les

données représentent la moyenne ± SEM.
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Discussion	

L’objectif de notre étude était d’évaluer le métabolisme des AB dans un contexte d’obésité induite par 

un régime obesogène dans le but de déterminer si une perturbation du métabolisme des AB pourrait 

être un facteur contribuant au développement de l’endotoxémie métabolique. Suite à la consommation 

d’un régime obesogène durant 6 semaines, les animaux ont développé une obésité modérée associée à 

une exposition chronique au LPS, évaluée par la mesure de la concentration sérique de LBP (Cf article 

1). Nous avons montré que la consommation d’un régime obesogène pendant 6 semaines n’altère pas 

les expressions géniques iléale et caecale des récepteurs aux AB mais augmente celle de FGF15/19, le 

principal messager de FXR dans l’iléon. A l’inverse, les niveaux hépatiques d’ARNm de FXR et LXR 

sont augmentées chez les rats WD relativement aux C, indépendamment de l’hyperphagie initiale. En 

revanche, l’hyperphagie initiale semble réguler l’expression génique de Cyp7A1 et ASBT au niveau 

de l’iléon et du foie, respectivement.  

 

L’obésité induite par la consommation d’un régime obesogène est associée à une augmentation de la 

quantité d’AB dans les fèces (Stenman et al., 2012; Stenman et al., 2013; Duparc et al., 2016; Muller 

et al., 2016; Murakami et al., 2016) qui peut résulter soit d’une augmentation de la synthèse, soit 

d’une diminution de la réabsorption iléale. Dans notre modèle, ainsi que dans l’étude de Duparc et 

collaborateurs, la consommation d’un régime obesogène induit une augmentation de l’expression 

génique de FGF15 au niveau iléal suggérant une activation plus importante de FXR par ses ligands. 

De plus, la consommation d’un régime obesogène a été associée à une augmentation des 

concentrations luminales des acides chénodéoxycholique et déoxycholique, deux puissants ligands de 

FXR nous confortant dans l’hypothèse d’une sur-activation iléale de FXR chez les rats nourris WD 

(Stenman et al., 2012; Stenman et al., 2013; Muller et al., 2016). D’autre part, bien que non 

significative (probablement due à la forte variabilité interindividuelle), l’expression hépatique de 

Cyp7A1 semble diminuée chez les animaux WDal comparé aux contrôles (-50%, p=0.04 Cal vs WDal 

par t-test). Cette réduction de Cyp7A1 a également été observée dans l’étude de Xia et collaborateurs 

chez des souris DIO comparées à des souris contrôles (Xia et al., 2015). Ainsi, la consommation d’un 

régime obesogène pendant 6 semaines induirait, dans notre modèle, la surexpression hépatique de 

FXR et LXR associée à l’induction de FGF15 dans l’iléon conduisant à l’inhibition de l’expression 

hépatique de Cyp7A1 et la réduction de la synthèse de novo des AB. Cependant, ces résultats ne sont 

pas homogènes dans toutes les études. A l’inverse, deux études montrent une augmentation de 

CYp7A1 dans le foie après 1,2,4,6,8 et 16 semaines (Duparc et al., 2016; Guillemot-Legris et al., 

2016) associée à une augmentation de la présence d’AB dans le foie à 16 semaines de régime 

obésogène (Guillemot-Legris et al., 2016). 
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Un second levier de régulation du métabolisme des AB est la modulation de la réabsorption iléale. Nos 

résultats montrent que l’expression iléale du transporteur ASBT est similaire chez les animaux C et 

WDal. A l’inverse, deux études ont montré une augmentation de l’expression de deux transporteurs 

d’AB dont ASBT chez des animaux DIO suggérant alors une augmentation de la réabsorption (de Wit 

et al., 2008; Duparc et al., 2016). De façon intéressante, de Wit et collaborateurs montrent que 

l’augmentation d’ASBT apparait uniquement au niveau de l’intestin grêle médial et non dans le distal. 

Or nos prélèvements ont été réalisés au niveau de l’intestin grêle distal pouvant expliquer l’absence de 

modifications dans notre étude.  

 

Ainsi, il est clair que la consommation d’un régime obesogène induit des modifications du 

métabolisme des AB. Dans notre modèle, les rats WD présenteraient une diminution de la synthèse de 

novo des AB, sans modification de la réabsorption. Par conséquent, des mesures complémentaires 

telles que la détermination de la composition en AB du foie et des contenus luminaux seraient à 

effectuer, dans notre étude, pour confirmer notre hypothèse. 

 

Les résultats obtenus dans l’article 1 montrent que l’hyperphagie initiale lors de l’introduction d’un 

régime obesogène chez le rongeur contrôle la fonction de barrière intestinale. De même, l’hyperphagie 

initiale semble être impliquée dans la régulation du métabolisme des AB. Alors que l’augmentation de 

l’expression iléale de FGF15 est observée chez les rats WD indépendamment de l’hyperphagie initiale, 

l’expression hépatique de Cyp7A1 est plus importante chez les rats WDpf comparée aux rats WDal. 

On peut donc suggérer qu’à l’inverse des WDal, en l’absence d’hyperphagie initiale, la synthèse de 

novo des AB ne serait pas inhibée. En parallèle, les rats WDpf présentaient une diminution de 

l’expression iléale d’ASBT, suggérant une baisse de la réabsorption des AB en comparaison avec les 

rats C et WDal. Ainsi, sans l’hyperphagie initiale, les rats WDpf présenteraient à la fois une synthèse 

de novo des AB non inhibée mais également une diminution de leur réabsorption augmentant alors la 

quantité d’AB dans la lumière intestinale. Par ailleurs, cette grande quantité d’AB pourrait contribuer à 

la perte de fonction de barrière intestinale observée dans l’intestin des animaux WDpf.  

Une des explications possibles de régulation du métabolisme des AB par l’hyperphagie pourrait 

impliquer le facteur de transcription Peroxisome Proliferator Activated Receptor-γ (PPAR-γ). En effet, 

l’activation de PPAR-γ diminue l’expression hépatique de Cyp7A1 et augmente celle d’ASBT au 

niveau iléal (Li et al., 2009). De plus, de Meijer et collaborateurs ont montré que des souris nourries 

pendant 9 semaines avec un régime WD dont l’hyperphagie a été supprimée ne présentaient pas 

d’augmentation de PPAR-γ à la différence des souris ad libitum nourries au même régime (de Meijer 

et al., 2010).  L’hyperphagie serait alors nécessaire à l’induction de signaux contrôlant le métabolisme 

des AB, et pourraient moduler les expressions géniques de Cyp7A1 et ASBT via l’induction de PPAR- 

γ. Cependant des recherches sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse et comprendre les 

mécanismes associés.  
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En conclusion, notre étude montre qu’une consommation d’un régime obesogène pendant 6 semaines 

pourrait induire une diminution de la synthèse des AB, sans modification de la réabsorption. Tout 

comme lors du contrôle de la barrière intestinale, les signaux envoyés lors de la phase d’hyperphagie 

initiale seraient nécessaires au contrôle du métabolisme des AB. Des mesures complémentaires sont 

maintenant essentielles pour confirmer et développer cette hypothèse.  
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Article 2 :  
La consommation d’un régime synthétique induit des 

altérations du métabolisme du microbiote ainsi qu’une perte 
de sensibilité à la CCK, indépendamment du taux de lipides, 
du type de fibres du régime ou du statut d’obésité chez le rat. 
 

Le deuxième objectif de ma thèse était d’étudier l’implication du microbiote et des LPS dans la 

régulation de la satiété par le système CCK-leptine au niveau des VANs. Dans un premier article, nous 

avons déterminé l’impact d’une modification du microbiote intestinal induite par l’aliment sur la perte 

de la sensibilité à la CCK au niveau des VANs. Pour cela, nous avons choisi de modifier le microbiote 

en modulant le pourcentage de lipides et le type de fibres dans des régimes synthétiques. L’originalité 

de cette étude repose sur l’utilisation de plusieurs groupes témoins. En effet, des groupes des rats ont 

été nourris avec 5 régimes différents : un régime standard d’animalerie « chow », un régime 

synthétique (SD) avec une faible (LF) ou forte teneur en lipides (HF) et enrichi soit en cellulose (LFC 

et HFC) ou en inuline (LFI et HFI). Pour évaluer l’impact de ces régimes sur le microbiote, le 

métabolome caecal a été évalué par RMN. La sensibilité à la CCK a été évaluée en mesurant la 

réduction de la PA suite à des injections intra-péritonéales de CCK à deux doses différentes. Nous 

avons montré que l’introduction d’un régime synthétique (SD), indépendamment du taux de lipides du 

régime, altère le métabolome caecal, diminue le poids du caecum et l’activité caecale de l’IAP et 

réduit également la sensibilité à la CCK. Alors que chez les animaux nourris avec un régime LF, une 

supplémentation en inuline change profondément le métabolome caecal, sans pour autant le ramener 

au profil des animaux chow, chez les animaux nourris avec un régime HF les modifications sont 

minimes. En revanche, indépendamment du pourcentage de lipides dans le régime, l’inuline restore le 

poids du caecum et diminue l’activité de l’IAP mais n’améliore pas la sensibilité à la CCK. Ainsi, la 

consommation d’un SD, et non le taux de lipides ou l’obésité, altère le métabolisme du microbiote et 

induit une altération des signaux de satiété.  

La majorité de ce travail a été réalisée à l’université de Californie Davis aux Etats-Unis, dans le 

laboratoire d’Helen Raybould (Expérimentations animales et test de sensibilité à la CCK) avec l’aide 

de Charlotte Ronveaux et Kristina Hamilton. Afin d’étudier l’altération du microbiote, nous avons 

réalisé une étude métabolomique sur les contenus caecaux grâce à la technique de 1H-RMN. Cette 

étude métabolomique a été réalisée au laboratoire Toxalim, à Toulouse avec la collaboration de 

Sandrine Ellero-Simantos.  

Ces résultats sont présentés sous forme d’article en cours de préparation.  
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Abstract	

Loss of sensitivity of vagal afferent neurons (VANs) to the main gut satiating hormone, 

cholecystokinin (CCK) has been identified as a factor contributing to hyperphagia and weight gain 

observed in diet-induced obesity (DIO) in rodents. Alterations in host-microbiota interactions are also 

hypothesized to be involved in the development of DIO-associated metabolic and central disorders. 

Our aim was to investigate if DIO-induced impairment in gut microbiota triggers the loss of CCK 

sensitivity in VANs. Wistar rats were fed for 8 weeks a chow diet (C) or low fat (10%) or high fat 

(45%) synthetic diets (SD) either enriched in cellulose (LFC and HFC) or in inulin (LFI and HFI). 

Body weight, food intake and adiposity were measured. The caecal metabolome was assessed by 1H-

NMR-based metabolomics, caecal weight recorded and caecal intestinal alkaline phosphatase (IAP) 

activity measured. CCK sensitivity was evaluated by measuring the suppression of food intake 

induced by intraperitoneal CCK injection at two different doses (0.8nM/kg or 2.6nM/kg). Switching 

from C to cellulose-based SD, irrespective of fat percentage, altered caecal content metabolome, 

reduced caecal weight and increased caecal IAP activity and reduced sensitivity to CCK since SD-fed 

rats did not respond to the lowest dose of CCK. Replacing cellulose by inulin in SD diets strongly 

changed caecal metabolome in LF-fed rats, with less impact in HF-fed rats though, restored <weight 

of caecal content and tissue and decreased IAP activity but did not improve sensitivity to CCK that 

was even more deeply altered in LFI-fed rats. In conclusion, SD consumption and not dietary fat 

percentage or obesity alters gut microbiota metabolism and drives impairments in satiety signaling 

observed in DIO.  
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Introduction	

The gastro intestinal tract (GIT) releases more than 20 different hormones that contribute to the 

regulation of satiety and hunger. Hormones released from the gut in response to luminal content 

components such as nutrients are essential in the regulation of food intake and energy expenditure. 

Through the vagal afferent pathway, these hormones communicate information to brain structures 

involved in the control of energy homeostasis, including the hypothalamus (Dockray, 2014), thus 

forming the gut-brain axis. The most extensively studied satiating hormone is cholecystokinin (CCK), 

which is synthetized and secreted in the duodenum in response to the presence of fat and proteins in 

the lumen (Raybould, 2007; Dockray, 2014). CCK acts synergistically with leptin to enhance the 

activity of vagal afferent neurons (VANs), thereby relaying information to the hypothalamus (de 

Lartigue et al., 2007). Integration of this signal leads to reduction of food intake and meal termination 

(Raybould, 2007).  

Regulation of food intake by the CCK-leptin system is impaired in certain conditions such as diet-

induced obesity (DIO) in rodents (de Lartigue et al., 2012; Duca et al., 2013). A western diet (WD), 

containing a high percentage of fat and decreased soluble/insoluble fibers ratio, is often associated 

with hyperphagia resulting from altered regulatory mechanisms including decreased sensitivity to the 

satiating peptide CCK (Covasa et al., 1998; de Lartigue et al., 2012; Duca et al., 2013; Duca et al., 

2013). It is now clear that WD consumption is associated with a dysfunction of leptin signaling, 

termed as leptin resistance, in several tissues including the hypothalamus and VANs (de Lartigue et 

al., 2012). WD-induced leptin resistance decreases the sensitivity to CCK in the VANs; thus, a higher 

dose of CCK is needed to inhibit food intake (de Lartigue et al., 2012). Even though leptin resistance 

and reduced CCK sensitivity has been well described in DIO (de Lartigue et al., 2014), the precise 

mechanisms by which WD causes VANs to loose their sensitivity to CCK remain to be elucidated.  

 

It is widely accepted that obesity is characterized by a state of chronic low-grade inflammation, 

associated with increased expression of pro-inflammatory cytokines in tissues and systemic circulation 

(Hotamisligil, 2006; Johnson et al., 2012). In the hypothalamus, development of leptin resistance is 

linked to increased inflammatory signals. Similarly to the hypothalamus, inflammation (Naznin et al., 

2015; Waise et al., 2015) and impairment of leptin signalling (de Lartigue et al., 2011) have been 

observed in VANs of DIO rats, suggesting that inflammation could be at the origin of VAN leptin 

resistance and downstream loss of CCK sensitivity. Yet, the origin of this inflammation in VANs is 

not fully understood. It is now acknowledged that altered host-microbiota interactions drive low-grade 

general inflammation in obesity (Everard et al., 2013; Chassaing et al., 2015) and it has therefore been 

suggested that altered host-microbiota interactions could also drive VANs dysfunction in obesity (de 

Lartigue et al., 2011). Moreover, lipopolysaccharide (LPS), gut bacterial components that translocate 
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to the blood in DIO (Guerville et al., 2016), have been identified as potential triggers of leptin 

resistance in VANs through its induction of  SOCS3 expression, as observed in vitro (de Lartigue et 

al., 2011) and in vivo (de La Serre et al., 2015). Taken together, these data suggest that WD-induced 

gut microbiota alterations could trigger VANs dysfunction resulting in loss of CCK sensitivity.  

 

Diet is the main modulator of gut microbiota composition and metabolism (David et al., 2014). Many 

studies have shown that changing diet can modify bacterial abundance, diversity and function (David 

et al., 2014; Arora et al., 2016). Most obesity studies using DIO rodent models examined differences 

between animals fed a synthetic high fat (HF) compared to a control group fed either a synthetic low 

fat (LF) diet or a chow diet (Warden et al., 2008). The chow diet is composed of a large array of 

unrefined plants and animals products. Conversely, synthetic diets (SD) are processed with purified 

ingredients, each of them providing one main macronutrient, thereby exhibiting marked differences 

with the chow diet. Recent studies showed that switching from chow to SD, irrespective of their fat 

content, leads to modulation of gut microbiota metabolism, altered gut homeostasis (Chassaing et al., 

2015) and adipose tissue inflammation(Benoit et al., 2013), suggesting that SD consumption, and not 

only fat content, could drive low-grade inflammation. Targeted microbiota modifications by specific 

nutrients including prebiotics (Anastasovska et al., 2012; Yan et al., 2013; Everard et al., 2014; 

Chassaing et al., 2015) have been tested to prevent DIO-induced inflammation and its downstream 

consequences. Prebiotics are soluble fibers that are largely fermented in the colon by bacteria, 

producing numerous metabolites that influence host metabolism and physiology. Inulin, a 

polysaccharide prebiotic composed of fructose molecules attached via β 1-2 linkages, added to WD 

prevented gut microbiota alterations (Chassaing et al., 2015), increased short chain fatty acids (SCFA) 

production(Yan et al., 2013; Chassaing et al., 2015), improved gut homeostasis(Everard et al., 2014; 

Chassaing et al., 2015) and suppressed low grade chronic inflammation (Everard et al., 2014) in DIO. 

Understanding and treating altered eating behavior observed in obesity constitutes a central issue in 

the fight against obesity. Loss of CCK sensitivity in DIO is not fully understood but we hypothesize 

that a central driver is altered host-microbiota interactions. Therefore, the aim of our study was to 

investigate if diet-induced alterations in gut microbiota and homeostasis are the main trigger of loss of 

CCK sensitivity in rats. We first determined the impact of switching from a chow diet to a SD, with 

either low or high fat content, on gut homeostasis and CCK sensitivity in a rat model. Then, we 

investigated the impact of inulin supplementation on DIO-induced loss of CCK sensitivity. 

 

 

 



Table 1 : Ingredient composition of the experiment chow diet and calories (kCal) for the 

macronutrients 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2 : Ingredient composition of the experimental synthetic diets : LFC, HFC, LFI and HFI 

Ingredients (g/kf of diet) LFC HFC LFI HFI 
Casein 200 200 200 200 
L-Cystine 3 3 3 3 
Corn starch 550 72.8 512 35 
Maltodextrin 10 150 100 150 100 
Sucrose 0 172.8 0 172.8 
Cellulose BW200 100 100 0 0 
Inulin 0 0 100 100 
Soybean Oil 25 25 25 25 
Lard 20 177.5 20 177.5 
Mineral Mix 10 10 10 10 
Vitamin Mix 10 10 10 10 
     
Energy (%)     
Protein 20 20 20 20 
Lipid  10 45 10 45 
Carbohydrates 70 35 70 35 

Values of ingredients are grams per kilogram of diet. Macronutrient levels are 
percentages. 

  

 

Ingredients (g/kf of diet)

Ground corn, dehulled soybean meal, dried beet pulp, fish meal, ground oats, 
brewers dried yeast, cane molasses, dehydrated alfalfa meal, dried whey, 
wheat germ, porcine animal fat, porcine meat meal, wheat midlings, salt, 
vitamin mixture, mineral mixture 
Energy from each  
Protein  29 

Lipid   13 

Carbohydrates  58 

Macronutrient levels are percentages. 
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Materials	and	methods	

Animals 

Male Wistar rats (9 week old, 280-370g Harlan San Diego, n=40) were maintained and handled in 

accordance with protocols approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (University 

of California, Davis). All animals were housed individually at 2°C with a 12:12 hour light-dark. Body 

weight and food intake were measured three times a week.  

Rats were fed a chow diet (C; Purina Lab Diet 5001 rodent diet, 3.36 kcal/g, Table 1) for two weeks 

during acclimation to the animal facility. Rats were then split into 5 weight-matched groups and fed 

either chow, low fat (LFC; Research diets, 3.7 kcal/g, Table 2), LF-inulin (LFI; Research diets, 3.8 

kcal/g, Table 2), high fat (HFC; Research diets, 4.5 kcal/g, Table 2) or HF-inulin (HFI; Research diets, 

4.7 kcal/g, Table 2) diets for 8 weeks (n=8 per group). Inulin was purchased from Beneo (Orafti® GR; 

Belgium) and supplemented into the LF and HF diets by Research Diets. Inulin was extracted from 

chicory root and had an average chain length >10.   

Feeding studies  

After 6 weeks on respective diets, rat sensitivity to the satiating effect of CCK was tested. Experiments 

were performed at night time, to respect rat feeding behavior. Rats were fasted on wire-bottom cages 

for 12h during the light phase. At the onset of the dark phase, CCK (octapeptide, sulfated, Bachem, 

Torrance, CA, 0.8 nM or 2.6 nM/kg; i.p.) or saline (400 µl; i.p.) were administered. Food was replaced 

in the cage and food intake recorded after 20 minutes. The dose of CCK was chosen based on previous 

work showing decreased sensitivity to CCK i.e. no satiating effect of the lowest CCK dose but intact 

effect of the highest dose in DIO rats compared to chow-fed rats (de Lartigue et al., 2012). All rats 

received vehicle and CCK doses randomly, with a minimum of 1 day between each experiment.    

Serum and tissue collection  

After 8 weeks on respective diets, rats were euthanized by cardiac puncture under deep anesthesia 

induced by isoflurane. Fat pad (mesenteric, epididymal and retroperitoneal) weights were measured. 

Adiposity was calculated as the sum of fat pad weights / body weight * 100. Caecum and luminal 

contents were snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. 

Intestinal alkaline phosphatase activity 

After homogenization of caecal samples, the activity of alkaline phosphatase was assayed in caecal 

homogenates with commercial kits according the manufacturer’s instructions (Sensolyte, Anaspec, 

San Jose, CA, USA). 
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1H NMR metabolomics  

Caecal extracts for NMR spectroscopy were prepared by mixing 50 mg of the caecal content with 500 

μL of phosphate buffer (0.2 M, pH 7.4) containing 90% D2O, 1% (w/v) of sodium 3-(trimethylsilyl) 

propionate (TSP), and 0.3 mM NaN3. After vortex mixing, each sample was subjected to a 

freeze−thaw cycle in liquid nitrogen and subsequently homogenized with a tissue lyser (QIAGEN, 

Hilden, Germany) at 20 Hz for 40 s followed by centrifugation at 10000×g for 10 min at 4°C. The 

supernatants were collected, and the remaining pellet was extracted once more as described above. 

Supernatants obtained from the two extractions were combined and centrifuged at 10000×g for 10 min 

at 4°C. A total of 600 μL of supernatant was transferred into an NMR tube (outer diameter, 5 mm) 

pending NMR analysis. All 1H NMR spectra were obtained on a Bruker DRX-600-Avance NMR 

spectrometer (Bruker, Wissembourg, France) on the AXIOM metabolomics platform (MetaToul) 

operating at 600.13 MHz for 1H resonance frequency using an inverse detection 5-mm 1H-13C-15N 

cryoprobe attached to a cryoplatform (the preamplifier cooling unit). The 1H NMR spectra were 

acquired at 300K using the Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) spin-echo pulse sequence with pre-

saturation and a total spin-echo delay (2nτ) of 100 ms. A total of 128 transients were collected into 

64,000 data points using a spectral width of 12 ppm, a relaxation delay of 2.5 s, and an acquisition 

time of 2.28 s. Data were analyzed by applying an exponential window function with a 0.3-Hz line 

broadening prior to Fourier transformation. The resultant spectra were phased, baseline corrected, and 

calibrated to TSP (δ 0.00) manually using Mnova NMR (v9.0, Mestrelab Research). The spectra were 

subsequently imported into MatLab (R2014a, MathsWorks, Inc.) All data were analyzed using full-

resolution spectra. The region containing the water resonance (δ 4.6–5.2ppm) was removed, and the 

spectra were normalized to the probabilistic quotient (Dieterle et al., 2006) and aligned using a 

previously published function (Veselkov et al., 2009). 

Data were mean-centered prior to analysis using orthogonal projection on latent structure-discriminant 

analysis (O-PLS-DA). 1H NMR data were used as independent variables (X matrix) and regressed 

against a dummy matrix (Y matrix) indicating the class of samples (ad lib or CR). O-PLS-derived 

model was evaluated for goodness of prediction (Q2Y value) using 8-fold cross-validation. The 

reliability of each model was established using a permutation test of the Y vector (1000 permutations) 

in order to determine a p-value for each Q2Y, as previously described. Parameters of the final models 

are indicated in supplementary table 1. To identify metabolites responsible for discrimination between 

the animal groups, the O-PLS-DA correlation coefficients (r2) were calculated for each variable and 

back-scaled into a spectral domain, so that the shape of NMR spectra and the sign of the coefficients 

were preserved (Cloarec et al., 2005). The weights of the variables were color-coded, according to the 

square of the O-PLS-DA correlation coefficients. Correlation coefficients extracted from significant 

models were filtered so that only significant correlations above the threshold defined by Pearson’s 

critical correlation coefficient (P < 0.05; |r| > 0.49) were considered significant. For illustration 



Figure 1: Weight gain and food intake.
Weight gain of Chow, LFC and HFC-fed rats (A) and synthetic diets HFC, HFI, LFC and
LFI-fed rats (B) for 8 weeks. Cumulative food intake after 8 weeks C, LFC and HFC (C)
and synthetic (D) diets. Data are expressed as mean ± SEM of n=8 rats per group. Letters
denote significance (P<0.05) after Bonferonni’s post-hoc test. * denotes significance
(P<0.05) between LF vs HF groups, irrespectively of the type of fibers. § denotes
significance (P<0.05) between groups fed the inulin and cellulose-supplemented diets
irrespectively of the fat percentage.



ARTICLE 2 

128 
 

purposes, the area under the curve of several signals of interest was integrated and statistical 

significance was tested using univariate tests.  

Statistical analysis  

Statistical analysis was performed on GraphPad Prism software (v5, San Diego, CA USA) and data 

were expressed as means +/- SEM.  Significance was determined by either a one or two-way Anova 

followed by Bonferroni’s post hoc tests. For the feeding studies, significance was determined by 

paired student’s t-test between saline and CCK. For body weight and food intake, data were analyzed 

using two-ways ANOVA testing fat, fibers, time and interactions using R software.  

Results		

 Obese phenotype 

Body weight and food intake 

HFC-fed rats gained more weight compared to C and LFC animals. This increase in weight gain was 

rapid as it was observed after two and four weeks on HFC diet, compared to C and LFC rats, 

respectively (Fig 1 A). HFC fed rats had the same energy intake throughout the experiment than C fed 

rats (Fig 1 C) However, HFC rats had a greater cumulative energy intake than LFC fed rats (+15%, 

P=0.004, Fig 1 C).  Fibers and fat effects were tested by comparing the four SD together. Body weight 

was increased in rats fed high fat (HF) compared to low fat (LF) diet (fat effect P=0.004, Fig 1 B), 

irrespective of the type of fiber (fiber effect P=0.32, Fig 1 B). Both type of fibers (fibers effect 

p=0.0392) and fat percentage (fat effect p=0.0010) altered food intake (Fig 1 D). Indeed, HF 

consumption increased cumulative food intake whereas inulin supplementation decreased it (Fig 1 D).  

Adiposity 

Relative to C rats, HFC fed rats exhibited marked adiposity with an increased adiposity index 

characterized by elevated retroperitoneal, mesenteric and epididymal fat pads (P<0.05 for all 

parameters, Fig 2 A,C,E,G). Adiposity of LFC-fed rats was not significantly different from the C or 

HFC-fed rats (Fig 2 A,C,E,G). Adiposity index and fat depots were influenced by the dietary fat 

content (P<0.05 for all parameters, Fig 2 B,D,E,H) with increased adiposity index and fat depots in HF 

relative to LF-fed rats, irrespective of the type of fibers (P<0.05 for all parameters, Fig 2 B,D,E,H) 

 

 

 



Figure 2: Adiposity 
Adiposity index (sum of fat pads weight / body weight X 100) at 8 
weeks of chow, LFC and HFC – (A) and synthetic diet-fed rats (B). 
Mesenteric (C-D), retroperitoneal (E-F) and epididymal (G-H) fat 
pads mass at 8 weeks of respective diets. Values are means ± SEM 
of n=8 rats per group. Letters  denotes significance (P<0.05) . 
*  denotes significance (P<0.05) between LF and HF
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Evaluation of gut microbiota alterations by 1H-NMR based metabolomics 

We investigated the diet-induced alterations in gut microbiota metabolism using 1H-NMR based 

metabolomics in caecal extracts. First, we tested whether switching from chow to a SD affected the 

caecal metabolome (Fig 3). The caecal metabolic profiles from C-fed rats were significantly different 

from those of HFC or LFC -fed rats as demonstrated by the O-PLS-DA scores showing clear 

clustering of C-fed vs SD-fed rats (Fig 3.A). Surprisingly, the caecal metabolome of HFC and LFC-

fed rats were not significantly different from each other, as reflected by the non-significant O-PLS 

parameters (Supplementary Table 1) and the non-separation of the 2 groups on the O-PLS scores (Fig 

3.B). We then analyzed the 2 O-PLS models discriminating the caecal metabolic profiles from C- vs. 

LFC-fed animals (Fig 3 C,D,E) and C- vs. HFC-fed animals (Fig 3 C;D;E) to identify metabolites 

responsible for the discrimination between chow and SD-diets. Consumption of the SD diets increased 

the caecal levels of many amino acids such as the branched-chain amino acids (valine, leucine and 

isoleucine), alanine, glutamine, lysine, tyrosine or phenylalanine, as well as lactate and several 

carbohydrates (mainly xylose) levels; whereas the levels of propionate, uracil, adenine, hypoxanthine, 

4-hydroxyphenylacetate and several other unidentified metabolites decreased (Table 3).   

To test if the type of fiber (inulin or cellulose) impacted the caecal metabolome, we compared the 

caecal metabolome of C, LFC and LFI-fed rats (Fig 4 A) and those of C vs HFC vs HFI rats (Fig 4 B). 

The discrimination between the caecal metabolome of C, LFC and LFI-fed rats was highly significant, 

as illustrated by a distinct clustering of the 3 groups on the O-PLS scores (P=0.001, Fig 4 A. and 

Supplemental Table 1). The first predictive PLS component discriminated LF-fed rats from C-fed rats, 

irrespective of the type of fiber. The second predictive PLS component discriminated the caecal 

metabolome of LFC-fed rats from those of C and LFI-fed rats. This suggests that addition of inulin to 

the LF diet significantly changed the caecal metabolic profiles by restoring some metabolites but also 

modifying others metabolites compared to the caecal metabolic profiles of C-fed rats. In HFD, the 

PLS model also strongly discriminated C from SD-diets (HFC and HFI) on the first predictive 

component (P=0.001, Fig 4.B and Supplemental Table 1). However, the caecal content metabolic 

profiles from HFC and HFI diets were not significantly different from each other (P=0.26, 

Supplemental Table1). Fig 4 C presents the OPLS model discriminating the 4 SD-diets and confirms 

the significant impact of inulin addition on the caecal metabolome, especially in the LF diets. 

Metabolites responsible for the difference between the metabolic profiles of LFC and LFI-fed animals 

are displayed in Fig 4 D: inulin addition increased the caecal content levels of BCAA, alanine, 

glutamate, aspartate, choline, tyrosine and phenylalanine and decreased butyrate and glucose levels 

(Table 4). Although the multivariate models were not significant because of higher intra-group 

variability, the addition of inulin in HF-diets induced similar trends in caecal metabolite changes as 

illustrated in Table 4.   



Figure 3: NMR-based metabolomics analysis of the caecal content of rats fed synthetic 
diets vs Chow. 
O-PLS-DA score plots showing the discrimination between 1H NMR spectra of caecal
contents from rats fed (A) C vs synthetic (LFC+HFC), (B) HFC vs LFC, (C) C vs. LFC, (D) C
vs HFC diets. Parameters of the O-PLS models are given in supplementary table 1. (E&F) O-
PLS-DA correlation loading plots relative to the discrimination between 1H NMR spectra of
caecal contents from rats fed C vs LFC (E) or HFC (F) diets. Metabolites are color coded
according their correlation coefficient, red indicating a very strong positive correlation
(R2=0.9). The direction of the metabolite indicates the group with which it is positively
associated as labeled on the diagrams. BCAA: branched-chain amino acids, hpx:
hypoxanthine, 4-HPA: 4-hydroxyphenylacetate, uk: unknown compound.
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Gut homeostasis 

To roughly evaluate gut homeostasis, we first weighted caecal tissues and content. We observed a 

decreased caecal tissue and caecal content weight in the LFC and HFC- compared to the C-fed rats 

(P=0.0002, P=0.0005 and P=0.04, P=0.027 respectively, Fig 5.A.C). Inulin supplementation increased 

caecum tissue and caecal content weights, irrespectively of the fat percentage (fibers effects p<0.001 

and p=0.0086; fat effect p=0.6457 and p=0.8972 respectively, Fig 5 B,D). Relative to C-fed rats, LFC 

and HFC-fed rats exhibited a 1354% and 857% respectively increase in caecal IAP activity, a brush 

border enzyme that detoxifies LPS (P=0.0016 and P=0.0092, respectively Fig 6 A). Inulin 

supplementation of the SD decreased caecal mucosa IAP activity, irrespective of the fat content (fat 

effect p=0.4824; fiber effect p=0.0189, Fig 6 B).  

CCK sensitivity 

C, HFC and LFC-fed rats responded to the highest dose (2.6 nM/kg) of CCK injection by decreasing 

their food intake (Fig 7 A). However, at a lower dose (0.8 nM/kg), only the C-fed animals reduced 

their food intake suggesting that consumption of SD decreased CCK sensitivity, irrespective of the fat 

content (Fig 7 A). Similarly, HFI-fed rats decreased their food intake in response to 2.6 nM/kg of CCK 

but not to 0.8nM/kg (Fig7.B), suggesting that inulin supplementation to the HF diet did not restore 

sensitivity to CCK. Surprisingly, LFI fed rats did not respond to either dose of CCK, suggesting 

greater loss of sensitivity to CCK in these animals (Fig 7.B).  

Discussion	

WD-induced gut microbiota alterations have been described as factors contributing to multiples 

metabolic and central disorders (Arora et al., 2016). WD feeding in rats is also characterized by a loss 

of CCK sensitivity that participates to the impairment of food intake regulation observed in DIO (de 

Lartigue et al., 2011; Duca et al., 2013). We aimed to investigate if WD-induced alterations in gut 

homeostasis and microbiota could drive the loss of CCK sensitivity in VANs. We showed that 

switching from a chow diet to SD, irrespective of fat percentage, modified caecal content metabolome 

suggesting alterations in gut microbiota metabolism. Adding inulin to SD impacted caecal 

metabolome but with different outcomes depending on fat content and with still marked differences 

compared to the caecal metabolome of chow-fed rats. In all these animals with disturbed microbiota 

metabolism, CCK sensitivity was blunted compared to chow-fed rats, providing evidences of a link 

between diet-induced altered microbiota and loss of CCK sensitivity. 

 

 



Figure 4: NMR-based metabolomics analysis of the caecal content of rats fed LFC, LFI, HFC
and HFI.
O-PLS-DA score plots showing the discrimination between 1H NMR spectra of caecal contents
from rats fed (A) C vs LFC vs LFI, (B) C vs HFC vs HFI, (C) LFC vs LFI vs HFC vs HFI diets,
Parameters of the O-PLS models are given in supplementary table 1. (D) O-PLS-DA correlation
loading plots relative to the discrimination between 1H NMR spectra of caecal contents from rats
fed LFC vs LFI. Metabolites are color coded according their correlation coefficient, red indicating
a very strong positive correlation (R2=0.9). The direction of the metabolite indicates the group
with which it is positively associated as labeled on the diagrams.
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Many studies have described changes in gut microbial diversity and composition in response to diets 

(Ley et al., 2005; Daniel et al., 2014). By analyzing the caecal metabolome using 1H-NMR we were 

able to evaluate the consequences of such changes on the metabolic function of the microbiota, thus on 

the molecules directly in contact with the host. We showed that the caecal metabolome of chow-fed 

rats was significantly different from that of the SD-fed rats, irrespectively of the fat percentage. SD-

fed rats exhibited lower caecal levels of several nucleic acids (adenine, uracil, hypoxanthine). Similar 

decrease in uracil and hypoxanthine levels have been reported in the feces of DSS-induced colitic mice 

compared to healthy ones (Hong et al., 2010). SD-fed rats also exhibited decreased propionate caecal 

level and increased caecal levels of AA with a concomitant decrease in the level of 4-

hydroxyphenylacetate, a microbial product of aromatic AA metabolism. Similar metabolomics profiles 

with increased levels of AA and decreased levels of SCFA have been reported in the feces of 

ulcerative colitis patients (Bjerrum et al., 2015). Metabolic profiling has emerged as a valuable tool to 

evaluate modulation of gut microbiota composition in response to physiological, pathological or 

genetic stimuli and to serve as a fingerprint of biochemical perturbations unique to the nature, site or 

mechanism of a particular biological process (Storr et al., 2013). The similarity between the fecal 

metabolome of our SD-fed rats and of animal models and humans with an inflamed gut strongly 

suggests an intestinal inflammatory context after SD consumption.  

The increased proportion of several AA in caecal content of SD-fed rats compared to chow-fed ones 

suggest altered protein and AA bacterial metabolism. In the caecal lumen, AA originate from 

proteolysis of undigested dietary protein or of endogenous proteins (secretory enzymes, exfoliated 

intestinal epithelial cells and mucus protein) but can also originate from bacterial endogenous 

synthesis (Davila et al., 2013; Neis et al., 2015; Boudry et al., 2016). The released AA can be 

incorporated into bacterial cells or metabolized by intestinal bacteria which form a variety of products 

including SCFA, indoles, phenols or H2S (Davila et al., 2013; Neis et al., 2015; Boudry et al., 2016). 

Our data do not allow evaluating the relative contribution of increased AA release versus decreased 

AA utilization by bacteria which would cause the elevated proportion of AA observed in the caecal 

contents of SD-fed rats. Increased level of AA in the caecal content could result from decreased 

abundance of AA-fermenting bacteria such as Proteobacteria and Clostridium (Dai et al., 2011) and/or 

to increased abundance of bacteria that endogenously synthetized AA including Prevotella spp and 

E.Coli (Dai et al., 2011). However, our group showed previously in the same experimental conditions 

opposite results with increased Clostridium and Proteobacteria and decreased Prevotella abundances in 

the caecum of rats after 6 week consumption of HF SD (Hamilton et al., 2015), ruling out this 

hypothesis. Another possible explanation is that increased AA caecal content could result from a 

reduction of AA absorption in the small intestine. Cellulose is the only source of fibers in the HFC and 

LFC compared to chow diet that contains a wide variety of fibers (Warden et al., 2008). In pigs, 

intestinal absorption of AA is decreased with increasing cellulose supplementation doses (Zhengqun et 



 

 

 

Metabolites Chow LFC HFC P-Value 
4-Hydroxyacétate 1.04 ± 0.16a 0.46 ± 0.13b 0.45 ±0.11b 0.008 
Adenine 0.32 ± 0.03a 0.23 ± 0.03ab 0.19 ± 0.03b 0.008 
Alanine 1.80 ± 0.20a 2.89 ± 0.15b 2.68 ± 0.03b <0.0001 
Hypoxanthine 17.41 ± 0.43a 12.61 ± 1.19b 0.45 ± 0.11b 0.008 
Lactate 2.60 ± 0.25a 3.77 ± 0.39ab 4.75 ± 0.50b 0.003 
Lysine 0.53 ± 0.05a 0.78 ± 0.05b 0.80 ± 0.05b 0.004 
Phenylalanine 12.02 ± 1.42 a 16.71 ± 1.30 b 17.36 ± 0.76 b 0.009 
Propionate 9.43 ± 0.51 a 6.24 ± 1.21 ab 5.90 ± 0.99 b 0.03 
Uracil 0.06 ± 0.01a 0.02 ± 0.001b 0.03 ± 0.006b 0.004 
Valine 1.24 ± 0.15 a 1.98 ± 0.19 b 2.11 ± 0.13 b 0.002 
UK1 10.4 ± 1.25a 0.65 ± 0.07b 0.87 ± 0.11b 0.0002 
UK2 0.30 ± 0.03a 0.03 ± 0.003b 0.02 ± 0.003b < 0.0001 
Data are mean ± SEM. Letters denote significance (P<0.05) 

 

 

 

 

 

      Two-ways anova  

 C LFC LFI HFC HFI Fat Fibers Interaction 

Alanine 1.79 ± 0.20 2,87 ± 0,15 3,80 ± 0,33 2,68 ± 0,03 3,18 ± 0,19 0,065 0,003 0,348 

Aspartate 0.27 ± 0.02 0,35 ± 0,02a 0,89 ± 0.09b 0,38 ± 0,05a 0,54 ± 0,08a 0,018 0,001 0,007 

Butyrate 77.39  ± 8.14 58.37 ± 7.98 41.43 ± 4.43 63.94 ± 13.43 42.96 ± .53 0.807 0.037 0.807 

β-Glucose 0.38 ± 0.03 0.49 ± 0.05a 0.28 ± 0.03b 0.35 ± 0.05ab 0.40 ± 0.07ab 0.88 0.15 0.017 

Choline 0.36 ± 0.07 0.29 ± 0.04 0.60 ± 0.09 0.31 ± 0.03 0.39 ± 0.05 0.127 0.003 0.059 

Glutamate 184.5 ± 13.58 184.9 ± 13.42 324.5 ± 25.62 188.6 ± 2.71 242.2 ± 35.44 0.121 0,001 0,106 

Phenylalanine 12.02 ± 1.42 16.71 ± 1.35 25.15 ± 1.96 17.36 ± 0.76 22.02 ± 0,98 0,367 <0,001 0,174 

Tyrosine 15.75 ± 1.94 21.24 ± 0.74 34.09 ± 2.90 22.33 ± 0.95 29.63 ± 0.81 0.245 <0,001 0.088 

Valine 1.24 ± 0.16 1,98 ± 0,19 2,94 ± 0,31 2.11  ± 0,13 2.67 ± 0.22 0,744 0,002 0,389 

Data are mean ± SEM. Two-ways anova was done within SD-fed rats. Letters denote significance 
(P<0.05) 

   

 

Table 4. Metabolites significantly changed in caecal content of rats fed synthetic diets enriched in inulin 
relative to rats fed synthetic diets enriched in cellulose.  

Table 3. Metabolites significantly changed in caecal content of rats fed synthetic diets relative to 
rats fed chow.  
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al., 2016). The authors suggested that cellulose increases small intestine motility thereby reducing the 

time for gastrointestinal absorption (Zhengqun et al., 2016). Another possible explanation is the 

protein sources that differ between diets: while SD are composed only of caseins, chow diet contains 

several protein sources (soybean meal, fish meal, alfalfa meal, whey, porcine meat). The type of 

proteins in diet alters the gut microbiota composition and metabolism (An et al., 2014; Bai et al., 

2016). Therefore, presence of caseins in the SD might alter gut microbiota AA metabolism resulting in 

increased AA proportion in caecal lumen. Taken together, these results suggest that the type of fibers 

and proteins are the main differences in composition between chow and SD that might drive the 

alterations of gut microbiota.  

Despite a strong increase in fat content from 10 to 45% of energy, the percentage of fat did not modify 

caecal metabolome. Many gut bacteria are able to metabolize dietary lipids through different 

enzymatic processes (hydroxylation, hydrogenation, oxidation…) and we had speculated that the level 

of dietary fat would alter the gut microbiota composition and/or metabolome. Indeed, several studies 

showed modifications in gut microbiota composition with fat percentage although with inconsistent 

results in the fat-induced changes in bacteria abundances (de La Serre et al., 2010; Kim et al., 2012). 

In humans though, increasing fat content in the large intestine through the inhibition of fat absorption 

did not modify gut microbiota composition (Morales et al., 2016). We and others (Chassaing et al., 

2015) described no major differences between caecal metabolomes or SCFA levels of LF and HF fed 

animals (Chassaing et al., 2015; Matziouridou et al., 2016), despite the increased fat proportion in 

caecal content following HF feeding (Hamilton et al., 2015). Our results therefore strongly suggest 

that fat is not the main driver of microbiota changes observed in obesity studies.  

Inulin supplementation impacted differently the caecal metabolome of HF and LF-fed animals. While 

in LF-fed animals, adding inulin significantly changed the caecal metabolic profile, it had less impact 

in HF-fed rats. Yet, the addition of inulin in HF-diet induced similar trends in caecal metabolite 

changes than those observed in LF-fed rats, including increased AA levels. Inulin supplementation has 

been associated with increased mucin secretion in the caecal lumen in rats fed with SD (Van den 

Abbeele et al., 2011). Moreover, inulin increases the abundance of proteolytic bacteria including 

Enterococcus and bacteria belonging to the genus Clostridium (Cani et al., 2009). Thereby, with 

increased proteolytic activities and elevated mucin secretion, inulin-fed rats could exhibit elevated AA 

levels in the caecal lumen. Furthermore, fermentation of AA by bacteria is decreased at low pH 

compared to neutral pH (Dai et al., 2011). Relative to cellulose, adding inulin to a diet decreases 

caecal pH (Juskiewicz et al., 2004; Zdunczyk et al., 2004; Van den Abbeele et al., 2011) and might 

therefore reduce AA bacterial fermentation. Besides modulating pH, inulin supplementation has also 

been associated to modulation of SCFA bacterial production despite conflicting results in the literature 

(Daubioul et al., 2002; Van den Abbeele et al., 2011; Teixeira et al., 2013; Boets et al., 2015; 

Chassaing et al., 2015; Salazar et al., 2015; Weitkunat et al., 2015). In our model, inulin did not 



Figure 5: Intestinal homeostasis – Caecal tissue and content weights
Caecum tissue relative weight (A-B) and Caecum content relative weight (C-D)
of chow, LFC and HFC-fed rats (A-C) and LFC, LFI, HFC and HFI-fed rats(B-
D). Valuesaremeans± SEM of n=8 rats per group. Lettersdenotesignificance

Figure 6: Intestinal homeostasis – IAP activity
Intestinal alkaline phosphatase activity in the caecum of chow, LFC and HFC (A) and LFC,
LFI, HFC and HFI- fed rats (B). Values are means ± SEM of n=8 rats per group. The sign §
denotes significance (P<0.05) between groups fed the inulin and cellulose-supplemented
diets irrespectively of the fat percentage. Letters denote significance (P<0.05) after
Bonferroni’s test.

D). Valuesaremeans± SEM of n=8 rats per group. Lettersdenotesignificance
(P<0.05) after Bonferroni’s test. The sign § denotes significance (P<0.05)
between groups fed the inulin and cellulose-supplemented diets irrespectively of
the fat percentage.
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impact SCFA caecal level compared to cellulose and even reduced butyrate levels in LFI rats. In mice, 

inulin supplementation increased acetate production but did not modify butyrate and propionate caecal 

levels (Chassaing et al., 2015). In humans, two studies even showed a decreased SCFA concentrations 

during inulin supplementation (Teixeira et al., 2013; Salazar et al., 2015). Despite no evident effect of 

inulin on caecal SCFA level in our model, inulin supplementation restored caecal tissue and content 

weights as already observed (Juskiewicz et al., 2004; Van den Abbeele et al., 2011; Chassaing et al., 

2015). Moreover, IAP caecal activity was reduced in inulin-fed animals relatively to cellulose-fed 

ones, although still different from that of chow-fed rats. This improved gut homeostasis suggests that 

inulin might have enhanced gut microbiota SCFA production that was used by the colonocytes, 

resulted in colonocytes proliferation, caecal weight restoration and decreased IAP activity. This 

enhanced absorption of SCFA by colonocytes thus prevented their detection in the caecal metabolome 

of inulin-fed rats. Thus, our results suggest that adding inulin to a SD improved caecal homeostasis in 

both LF and HF-fed animals, yet the host-microbiota interactions in these inulin-supplemented 

animals were still different from that of chow fed rats.  

DIO is characterized by a state of leptin resistance that leads to decreased sensitivity to the main 

anorexigenic gut hormone CCK in VANs (de Lartigue et al., 2012). Our study is the first to 

demonstrate the effects of SD feeding on CCK sensitivity in VANs. We showed that, in parallel to 

drastic changes in caecal metabolome, consumption of SD for 8 weeks reduced the sensitivity to CCK, 

irrespective of fat content and fiber type in the diet. Loss of CCK sensitivity has been described as a 

consequence of leptin resistance in VANs, characterized by increased SOCS3 expression in response 

to leptin injection (de Lartigue et al., 2011). We did not investigate the precise mechanisms involved 

in the reduced sensitivity to CCK in our model but we have preliminary data suggesting a disruption 

of leptin signaling in VANs during SD feeding. Indeed, protein expression of PTP1b, a protein that 

inhibits leptin signaling, increased in VANs in response to leptin injection in chow fed rats. 

Conversely, in SD-fed rats, PTP1b protein expression in VANs was similar in response to either saline 

or leptin injections (data not show). Yet further investigations are needed to better understand the link 

between altered microbiota and disruption of leptin signaling in VANs.  

Unexpectedly, LFI-fed rats exhibited a particular phenotype characterized by an absence of response 

to CCK at both doses tested suggesting that CCK sensitivity was more disrupted in LFI rats than in the 

others groups. At the same time, the caecal metabolome of LFI was slightly different from that of 

other SD-fed animals with among others, more aspartate and glutamate. Aspartate and glutamate have 

been identified as ligands for N-methyl-D-aspartate receptors expressed in the synapse between VANs 

and the nervous central system (Chen et al., 2005; de Lartigue, 2014). Thus, increased aspartate and 

glutamate caecal content in LFI fed rats might result in increased plasma aspartate and glutamate 

levels which would activate continuously NDMA and blunt VANs CCK activation resulting in 



A

B

Figure 7: CCK sensitivity.
A-B) 20 minutes food intake
(grams/100g of body weight)
after intraperitoneal injection of
either saline (400 µl) or CCK-8S
at the lowest dose (0.8nM µg/kg
body weight or the highest dose
(2.6 nM/kg of body weight) of
chow, LFC and HFC-fed rats (A)
and LFC, LFI, HFC and HFI-fed
rats (B) Values are means ± SEM
of n=8 rats per group. All rats
within each group received both
vehicle and CCK, results are
expressed paired. Significance
was determined by paired
student’s t-test between saline
and CCK and denoted by *.



ARTICLE 2 

134 
 

reduced overall food intake and no response to CCK. Hence, we showed that adding inulin to LF diet 

exerts deleterious effects inducing an exaggerated alteration of CCK sensitivity.   

Most of the obesity studies using DIO rodent models compared differences between the consumption 

of synthetic HF diet and either standard chow diet or synthetic LF diet. Our results showed that 

consumption of synthetic HFC for 8 weeks, but not LFC, increased weight gain and adiposity relative 

to C rats. Yet, the gut microbiota metabolome of HFC and LFC animals was very similar. This 

suggests that fat content of the diet and not gut microbiota alterations is the main driver of weight gain 

and adiposity in our model. Moreover, inulin supplementation altered gut microbiota metabolism 

without modifying adiposity or weight gain, endorsing this hypothesis. Along with our results, Rabot 

et al showed that mice transplanted with microbiota from lean or obese donors exhibited the same 

body composition but differences in glucose metabolism (Rabot et al., 2016). Furthermore, Wistar rats 

fed either chow or LFD exhibited the same weight gain but only the LFD rats presented metabolic 

disorders (Sampey et al., 2011). Taken together, these data suggest that gut microbiota might be more 

involved in WD-induced metabolic disorders than regulation of body mass composition. Our study 

provides evidence that gut microbiota metabolism alterations, and not fat content of the diet nor 

obesity, are also involved in the disturbances of satiety induced by WD consumption. Targeting the 

microbiota through inulin was not sufficient to restore normal gut-brain axis function in our model and 

further studies are needed to select efficient microbiota-targeted strategies. 
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Article	3	:		
Une	exposition	chronique	au	LPS,	chez	le	rat,	

induirait	de	façon	dépendante	de	la	dose	de	LPS,	des	
modifications	du	rétrocontrôle	de	la	signalisation	

de	la	leptine	via	PTP1b	dans	les	VANs	
 

Les résultats de mon deuxième article ont montré le rôle crucial du microbiote dans la perte de 

sensibilité aux signaux satiétogènes des VANs. Par ailleurs, l’équipe d’Helen Raybould a identifié les 

LPS comme des facteurs contribuant à la résistance à la leptine dans les VANs via notamment la 

surexpression de SOCS3 (une protéine inhibitrice de la signalisation de la leptine). Ainsi, l’objectif de 

notre étude a été de continuer à explorer les relations entre LPS et résistance à la leptine des VANs. 

Pour cela, nous nous sommes intéressés à la variation d’expression d’une seconde protéine inhibitrice 

de la signalisation de la leptine, PTP1b lors d’une exposition chronique au LPS. L’exposition au LPS a 

été induite par trois modèles différents. In vivo, l’exposition au LPS a été obtenue soit par la 

consommation chronique d’un régime obesogène ou par des injections quotidiennes de LPS. Enfin, un 

modèle in vitro de culture primaire de nerf vague infusés avec du LPS a été développé. Grâce à ces 

trois modèles, nous avons montré que de fortes doses de LPS injectées (100µg/kg pendant 7 jours) 

augmenteraient l’expression protéique basale de PTP1b au niveau des VANs. En revanche, 

l’endotoxémie métabolique induite par la consommation d’un régime obésogène n’induit pas de 

modification de l’expression génique ou protéique basale de PTP1b mais pourrait modifier le 

rétrocontrôle de la signalisation de la leptine via PTP1b. L’ensemble de ces résultats suggère que 

PTP1b pourrait être une protéine impliquée dans la résistance à la leptine au niveau des VANs et serait 

ainsi une nouvelle piste thérapeutique pour limiter l’hyperphagie liée à l’obésité. 

Deux modèles d’exposition chronique au LPS (in vitro et injections chronique de LPS) ainsi que leur 

analyse de laboratoire ont été réalisés au laboratoire d’Helen Raybould à UC Davis avec l’aide de 

Charlotte Ronveaux et Ricky Stephens. Le second modèle in vivo d’endotoxémie métabolique utilise 

les échantillons des animaux des articles 1 (Cal, WDal et WDpfhigh endotoxemia) et 2 (C, HFC). Il a donc 

été réalisé à l’INRA de St Gilles et à UC Davis.  

Ces résultats sont présentés en français sous forme d’article mais nous semblent, à l’heure actuelle, 

trop préliminaires pour pouvoir être publiés. 
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Introduction	

Le nerf vague joue un rôle majeur dans le contrôle de la prise alimentaire, il reçoit les informations des 

organes périphériques et les relaye jusqu’au système nerveux central (SNC).  Innervant les cryptes et 

les villosités du duodénum proximal, les neurones afférents du vague (VANs) sont très proches des 

hormones synthétisées par les cellules entero-endocrines en réponse à un repas (Dockray, 2014). En 

fonction de l’état nutritionnel, les hormones produites vont interagir avec leurs récepteurs exprimés sur 

les VANs, moduler l’activité neuronale du nerf vague et ainsi envoyer des signaux de faim ou de 

satiété au SNC (Dockray, 2014). Parmi ces hormones, la leptine et la cholécystokinine (CCK) sont 

essentielles à l’induction de la satiété (de Lartigue et al., 2007). 

Cependant, la régulation de la prise alimentaire par le nerf vague peut être altérée dans certaines 

situations pathologiques telles que l’obésité. En effet, les travaux de de Lartigue et collaborateurs ont 

montré qu’en complément de l’hypothalamus, les VANs présentent également une résistance à la 

leptine définie comme une baisse de la signalisation intracellulaire de la leptine (de Lartigue et al., 

2011). Au niveau des VANs, la résistance à la leptine se traduit par une diminution de l’activité 

neuronale associée à une perte de sensibilité aux hormones anorexigènes telles que la CCK (de 

Lartigue et al., 2011; de Lartigue et al., 2012). Même si la résistance à la leptine des VANs chez des 

animaux obèses semble maintenant bien établie, les mécanismes déclencheurs ne sont pas encore 

connus.  

L’obésité est caractérisée comme un état d’inflammation chronique de bas grade pouvant avoir comme 

origine la présence dans le sang d’un composé des membranes bactériennes intestinales : le 

lipopolysaccharide (LPS) (Cani et al., 2007). Localisés à  proximité de la muqueuse intestinale, les 

VANs qui expriment TLR4 (Hosoi et al., 2005) peuvent interagir avec le LPS. En effet, une infusion 

de LPS produit une décharge de calcium sur des cultures primaires de nerf vague (Riley et al., 2013) et 

une administration intra-jéjunale ou plasmatique de LPS active les neurones du SNC où projettent les 

VANs (Gakis et al., 2009). De plus, sur des cultures primaires de ganglion noueux, une infusion de 

LPS induit une dérégulation de la signalisation de la leptine caractérisée par une augmentation dose-

dépendante de l’expression SOCS3, une des principales protéines inhibitrices de la signalisation 

intracellulaire de la leptine  (de Lartigue et al., 2011). De même, une infusion chronique de LPS 

pendant 6 semaines (12.5 µg/kg de poids) à l’aide de mini-pompes implantées chez le rat induit une 

résistance à la leptine au niveau de VANs (de La Serre et al., 2015). En conséquence, ces animaux 

présentaient une perte de sensibilité à la CCK conduisant à une hyperphagie et une obésité (de La 

Serre et al., 2015). Ainsi, l’élévation de l’endotoxémie, pourrait être un facteur déclencheur de la 

résistance à la leptine des VANs observée lors de l’obésité.  
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La signalisation de la leptine est majoritairement régulée par des tyrosines phosphatases via la 

dephosphorylation des résidus phosphotyrosine présents sur le récepteur Ob-Rb et d’autres molécules 

de signalisation (Cheng et al., 2002; Tsou et al., 2012). Plusieurs études ont décrit le rôle crucial de la 

tyrosine phosphatase-1B (PTP1b) dans le développement de la résistance à la leptine de nombreux 

tissus et l’obésité (Cheng et al., 2002; Bence et al., 2006; Banno et al., 2010). Les animaux déficients 

pour PTP1b présentent une augmentation de la sensibilité à la leptine, un gain de poids inférieur sous 

régimes standard et obesogène ainsi qu’une augmentation de la dépense énergétique comparé à des 

animaux sauvages (Bence et al., 2006; Banno et al., 2010).  De même,  les animaux génétiquement 

obèses ou DIO présentent une surexpression de PTP1b dans de nombreux tissus tels que le foie, le 

muscle, le tissu adipeux et certaines aires de l’hypothalamus, par un mécanisme impliquant la cytokine 

pro-inflammatoire TNFα. Par ailleurs, il a été montré dans différents modèles in vitro et in vivo que le 

LPS, puissant inducteur de la production de cytokines pro-inflammatoires, stimule l’expression de 

PTP1b au niveau central (Song et al., 2016) (Borges Bde et al., 2015). La résistance à la leptine 

induite par le LPS pourrait ainsi être médiée par une surexpression de PTP1b.  

Le but de notre étude était d’évaluer l’impact du LPS sur l’expression de PTP1b au niveau des VANs, 

via trois modèles d’exposition chronique au LPS. Dans notre premier modèle, l’exposition au LPS a 

été induite par la consommation chronique d’un régime obesogène, modèle dans lequel nous avons 

récemment montré que les taux circulants de LPS-binding protein (LBP) étaient augmentés, suggérant 

une exposition chronique au LPS. Dans ce modèle, un sous-groupe d’animaux dont la consommation 

alimentaire était contrôlée et qui présentaient à la fois des taux circulants de LBP de LPS libre élevés 

(WDpf high LPS) a également était inclus (article 1). Nous avons également utilisé, les animaux Chow et 

HFC issus de l’article 2 comme modèle d’endotoxémie métabolique. Dans un deuxième modèle, des 

injections chroniques de LPS ont été réalisées. Enfin, nous avons utilisé des cultures primaires de 

ganglions noueux infusés avec du LPS comme troisième modèle.  
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Matériels	et	méthodes	

1er modèle : Exposition chronique au LPS via la consommation d’un régime 
obesogène 

 

Animaux 

Exp 1-Article 1 : 

Les expériences ont été réalisées selon les recommandations de l’Union Européenne pour le bien-être 

animal (2003/35CEE). Des rats Wistar males (âgés de 8-9 semaines, Janvier Labs, Le Genest-Saint-

Isle, France) ont été hébergés à 22°C  ± 2°C selon un cycle de 12h jour/12h nuit. Ils avaient un accès 

ad libitum à l’eau et à l’aliment d’animalerie standard (Special Diets Services, Rat and Mouse N°3 

Breeding, Witham, UK, 11% lipides, 3.63 kCal/gm) pendant une semaine d’acclimatation avant le 

début de l’étude.  

Après l’acclimatation, les rats ont été séparés en 3 groupes : un groupe contrôle nourris ad libitum 

avec le régime standard (n=12), un groupe WDal (n=12) nourris avec un régime WD (Research diets 

D12451, 45% lipides 4.73 kcal/g ). Le dernier groupe WDpf (n=12) a été nourri avec le même régime 

WD mais au même niveau énergétique que les contrôles durant la première semaine uniquement dans 

le but de supprimer l’hyperphagie initiale induite par la consommation d’un régime WD. Les animaux 

ont été euthanasiés après 1 et 6 semaines de régime.  

 

Exp 2 – Article 2 : 

Des rats Wistar males (âgés de 8-9 semaines, 280-370g Harlan San Diego, CA) ont été manipulés et 

hébergés en accord avec les protocoles développés par l’« institutional animal care and use 

committee » de l’université de Californie, Davis. Les animaux ont été hébergés à 22°C  ± 2°C selon un 

cycle de 12h jour/12h nuit. Ils avaient un accès ad libitum à l’eau et à l’aliment standard d’animalerie 

(Purina Lab Diet 5001 rodent diet; 13% lipides 28% protéines 58% Glucides; 3.36 kcal/g). Après une 

semaine d’acclimatation, les animaux ont été séparés en 5 groupes nourris avec 5 régimes différents. 

Cependant, dans ce modèle, nous n’utiliserons les données que des animaux nourris avec un régime 

standard d’animalerie C ou obésogène (HFC; Research diets D12451, 45% lipides 4.73 kcal/g) 

pendant 8 semaines.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Tableau 22 : Séquences des primers utilisées dans l’étude 

 

   

Gènes Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’ 

TLR4 GGTCGAATTGTATCGCCTTCT CACAGCAGAAACCCAGATGA 

MD2 ACTCCATAGAATTGCCGAAGC TGGTGAATGATGGTGAAATTCAAAC

PTP1B GGGTGGAGGTCTTCAAAGTG GCCGCAGACCAAATCCTAA 

SOCS3 CAGCGCCACTTCTTCACA GGTTCCGTCGGTGGTAAAG 

MCP-1 GTCTCAGCCAGATGCAGTTAAT GCTGAAGTCCTTAGGGTTGATG 

CCK-1R AAGAGGATGCGGACGGT GAGATGGCTACCAGGTTGAAG 

Y2R GTGCCATTTGGTGCCCTAT AGTGAGTACTCCCGGAAGATG 

CNR1 CTGGCCATCGCTGTACT TTACGGTGGAATACATGGAAGT 
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Euthanasie et prise d’échantillons 

Exp 1-Article 1 : 

Après avoir été mis à jeun la nuit, les animaux ont été re-nourris pendant 2 heures avec leurs régimes 

respectifs, soit ad libitum (WDal) soit pair fed avec les C (WDpf). Ils ont été euthanasiés par une 

asphyxie au CO2 suivie d’une ponction cardiaque.  

Le plasma a été obtenu après centrifugation (4°C, 10 000 RPM, 15 minutes) et stocké à -80°C.  

L’adiposité a été calculée comme la somme des tissus adipeux mésentériques, epididymaux et 

retroperitonéaux divisée par le poids total de l’animal X 100. Les ganglions noueux ont été extraits, 

congelés dans de l’azote liquide puis stockés à -80°C. 

 

Exp 2 -Article 2 : 

Après une nuit à jeun, les animaux ont été injectées soit avec du sérum physiologique (400µl) ou de la 

leptine (80ug/kg de poids). Deux heures après l’injection, les rats ont été euthanasiés par une ponction 

cardiaque sous anesthésie à l’isoflurane. L’adiposité a été calculée comme la somme des tissus 

adipeux mésentériques, epididymaux et retroperitonéaux divisée par le poids total de l’animal X 100. 

Les ganglions noueux ont été extraits, congelés dans de l’azote liquide puis stockés à -80°C. 

 

RT-qPCR sur les ganglions noueux 

Les ARN de ganglion noueux ont été extraits via la méthode au Trizol (15596-018 ; Fischer Scientific) 

puis quantifiés grâce au Denovix. Par l’utilisation du kit High Capacity Complementary DNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems), 2 µg d’ARN ont ensuite été convertis en ADNc selon les 

recommandations du fabricant. La PCR en temps réel a été réalisée grâce à l’appareil StepOnePlus 

real-time PCR utilisant le SyberGreen master mix comme système de détection. Les primers utilisés 

sont listés dans le tableau 22, ils ont été désignés grâce au logiciel « Integrated DNA Technologies 

Primer Quest ». Les primers amplifiant MCHR, GHSR, ObR, OXR1, IL-1B et TNF-α ont été testés 

mais leurs efficacités n’étaient pas satisfaisantes Les gènes Actine et GAPDH ont été utilisés comme 

gène de référence. Les résultats sont exprimés en 2-ddct en prenant les animaux contrôles pour chaque 

semaine comme référence.   

 

Western Blot  

Les protéines de ganglion noueux et d’hypothalamus ont été extraites à l’aide d’un tampon Tris-base 

EDTA (1% triton, 1% d’inhibiteurs de protéases, 1% d’inhibiteurs de phosphatase et 3% PMSF). Puis 

5 µg de protéines ont été déposés dans un Gel Bis Tris à 10% (Invitrogen NuPage). Les protéines ont 

ensuite migré  pendant 50 minutes à 200V/160mA/25W (Invitrogen Power Case 500). Les protéines 

ont été transférées sur une membrane PDVF (Biorad #162-0174 7.0cm x 8.5cm) pendant 1 heure à 

30V/160mA/18W. Les membranes ont été bloquées avec une solution de PBS contenant 10% de BSA 

à température ambiante. L’anticorps de lapin Anti-PTP1b (Abcam, ab189179) a été dilué à 1 :500 et 
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l’anticorps de lapin Anti-GAPDH (Cell Signalling, 14C10) a été utilisé comme contrôle de dépôt et 

dilué à 1 :1000. Les anticorps primaires ont été déposés sur la membrane et développés séparément. Ils 

ont été incubés 1h à température ambiante puis toute la nuit à 4°C. Les anticorps secondaires (Anti-

rabbit IgG, HRP-linked Antibody#7074) ont été incubés pendant 1h à température ambiante. Enfin, les 

membranes ont été révélées grâce au substrat ECL (Thermo Scientific) et l’imageur ChemiDoc XRS 

(Biorad, Hercules,CA) puis analysées par le logiciel Image Lab Version 5.0.  

Analyses statistiques  

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism (v5, San Diego, CA USA). 

Les données sont exprimées en moyenne +/- SEM. Les différences statistiques ont été déterminées par 

un test Anova à un facteur pour chaque semaine suivi de tests post-hoc.  

 

2ème modèle : Injection chronique de LPS 

 

Animaux 

 Des rats Wistar males (âgés de 8-9 semaines, 280-370g Harlan San Diego, CA) ont été manipulés et 

hébergés en accord avec les protocoles développés par l’« institutional animal care and use 

committee » de l’université de Californie, Davis. Les animaux ont été hébergés à 22°C  ± 2°C selon un 

cycle de 12h jour/12h nuit. Ils avaient un accès ad libitum à l’eau et à l’aliment standard d’animalerie 

(Purina Lab Diet 5001 rodent diet; 13% lipides 28% protéines 58% Glucides; 3.36 kcal/g). Après une 

semaine d’acclimatation durant laquelle les animaux ont été habitués à une injection intra-péritonéale  

quotidienne de sérum physiologique, ils ont été séparés en 3 groupes : C, LPS1 et LPS7. Tous les 

animaux ont reçus une injection quotidienne à 9h30 durant 7 jours de D1 à D7.  Les animaux C ont 

reçu une injection de 400µl de sérum physiologique de D1 à D7, les animaux LPS1 ont reçu de D1 à 

D6 une injection de 400µl de sérum physiologique puis une injection de LPS (100 µg/kg) à D7, enfin 

les animaux LPS7 ont reçu de D1 à D7 une injection quotidienne de LPS (100 µg/kg/jour). La prise 

alimentaire et le poids ont été mesurés quotidiennement.  

 

Euthanasie et prise d’échantillons 

Deux heures après la dernière injection (D7), les rats ont été euthanasiés par ponction cardiaque après 

une anesthésie à l’isoflurane. Le plasma a été obtenu après centrifugation (4°C, 10 000 RPM, 15 

minutes) et stockés à -80°C. L’adiposité a été calculée comme la somme des tissus adipeux 

mésentériques, epididymaux et retropéritonéaux divisée par le poids final de l’animal X 100. 

L’hypothalamus et les ganglions noueux de 3 rats par groupe ont été disséqués, congelés dans de 

l’azote liquide et stockés à -80°C. Les ganglions noueux des 3 autres rats ont été disséqués et stockés à 

4°C dans une solution de PBS contenant 5% de sucrose. 
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Coupe de ganglions noueux et immunohistochimie 

Les ganglions noueux ont été coupés (9um) au cryostat et montés sur lames Superfrost/Plus Slides 

(Fischer Scientific, Pittsburgh, PA). Les coupes ont été bloquées avec une solution de PBS contenant 

20% de sérum d’âne, 0,2% de Triton 100X et 0,1% d’albumine sérique bovine. Les coupes ont été 

ensuite incubées avec un anticorps Anti-PTP1b (Abcam, ab189179) dilué à 1:500, avec une solution 

de DS-PBS (2% de sérum d’âne, 0,2% de triton 100X et 0,1% d’albumine sérique bovine dilués dans 

du PBS), pendant 1h à température ambiante puis toute la nuit à 4°C.  Les coupes ont ensuite été 

incubées avec un anticorps secondaire anti-lapin IgG conjugé à un fluorochrome AlexaFluor 488 ( 

Life Technologies, Grand Island, NY) dilué à 1:1000 dans du DS-PBS, pendant 1h à 37°C. Les images 

ont été collectées avec un microscope confocal ( BX661 System, Olympus, Melville, NY) à l’objectif 

60X. 

Analyses statistiques  

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism (v5, San Diego, CA USA). 

Les données sont exprimées en moyenne +/- SEM. Les différences statistiques ont été déterminées par 

un test Anova à un facteur suivi de tests post-hoc.   
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3ème modèle : Infusion de LPS sur des cultures primaires de ganglion noueux 

 

Animaux  

Des rats Wistar males (âgés de 8-9 semaines, 280-370g Harlan San Diego, CA) ont été manipulés et 

hébergés en accord avec les protocoles développés par l’« institutional animal care and use 

committee » de l’université de Californie, Davis. Les animaux ont été hébergés à 22°C  ± 2°C selon un 

cycle de 12h jour/12h nuit. Ils avaient un accès ad libitum à l’eau et à l’aliment standard d’animalerie 

(Purina Lab Diet 5001 rodent diet; 13% graisses 28% protéine 58% Glucides; 3.36 kcal/gm). Ils ont 

été euthanasiés par ponction cardiaque sous anesthésie à l’isoflurane.  

Culture primaire de nerf vague  

Les ganglions noueux ont été disséqués stérilement puis digérés 120 minutes à 37°C dans 3 ml 

d’HBSS contenant 6 mg de collagénase. Les cellules sont ensuite dispersées et rincées deux fois dans 

une solution de DMEM supplémenté à 10% de sérum de veau fœtal et 3% d’antibiotiques-

Antimycotiques puis placées dans 4 puits séparés.  Les cellules ont été gardées en culture pendant 72 

heures dans la solution de milieu de culture. Le milieu de culture était renouvelé 24h après la mise en 

culture. Les cellules sont ensuite utilisées pour étudier l’expression de protéines par 

immunohistochimie. 

Méthodologie utilisée 

L’objectif de ce travail était d’étudier l’impact d’une exposition plus ou moins longue de LPS sur la 

signalisation de la leptine et plus particulièrement l’expression des deux principaux inhibiteurs PTP1B 

et SOCS3. 

 

Dans un premier temps, nous avons voulu répéter les résultats de de Lartigue et collaborateurs qui 

montrent qu’une infusion d’une heure avec du LPS à 50 ng/ml induisait une augmentation de 

l’expression protéique de SOCS3 sur des cultures primaires de ganglion noueux (de Lartigue et al., 

2011). Comme décrit dans l’article de de Lartigue,  nous avons tout d’abord incubés les cellules dans 

du milieu sans sérum pendant 1h afin d’éviter toutes interactions possibles avec des protéines 

contenues dans le SVF. Les cellules ont ensuite été exposées à 4 conditions différentes :  

Puits 1 : Milieu sans SVF 

Puits 2 : LPS à 5 µg/ml pendant 2 heures  

Puits 3 : Leptine à 1 mg/ml pendant 1 heure  

Puits 4 : LPS à 5 µg/ml pendant 2heures + Leptine à 1 mg/ml pendant 1 heure 
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Les lames sur lesquelles reposent les cellules ont ensuite été bloquées avec une solution de PBS 

contenant 20% de sérum d’âne, 0,2% de Triton 100X et 0,1% d’albumine sérique bovine. Les lames 

ont été incubées avec un anticorps Anti-SOCS3 (Santa Cruz, CA) dilué à 1:100, avec une solution de 

DS-PBS (2% de sérum d’âne, 0,2% de triton 100X et 0,1% d’albumine sérique bovine dilués dans du 

PBS), pendant 1h à température ambiante puis toute la nuit à 4°C.  Les lames ont ensuite été incubées 

avec un anticorps secondaire anti-lapin IgG conjugé à un fluorochrome AlexaFluor 488 (Life 

Technologies, Grand Island, NY) dilué à 1:1000 dans du DS-PBS, pendant 1h à 37°C. Les images ont 

été collectées avec un microscope confocal (BX661 System, Olympus, Melville, NY) à l’objectif 60X. 

Dans un deuxième temps, nous avons voulu étudier l’impact d’une exposition de LPS sur l’expression 

de PTP1b. Comme précédemment,  nous avons tout d’abord incubés les cellules dans du milieu sans 

sérum pendant 1h puis les cellules ont été exposées à 4 conditions différentes :  

Puits 1 : Milieu sans SVF 

Puits 2 : LPS à 5 µg/ml pendant 1 heure 

Puits 3 : Leptine à 1 mg/ml pendant 1 heure  

Puits 4 : TNF-α à 50 ng/ml pendant 24 heures (utilisé comme contrôle positif (Zabolotny et al., 2008)) 

 

Le protocole d’immunohistochimie est le même que celui décrit précédemment à l’exception de l’anti-

corps primaire utilisé. Les lames ont été incubées avec un anti-corps Anti-PTP1b (Abcam, ab189179).  
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Figure 17 : Caractérisation du modèle d’endotoxémie métabolique 

Animaux issus de l’article 1 : Evolution du gain de poids (% du poids initial) (A). Effet d’un 
régime obesogène pendant 1 et 6 semaines sur l’adiposité (B), la prise alimentaire (C), 
l’endotoxémie (E) et la concentration sérique de LBP (F). Après une nuit à jeun, les animaux ont 
été nourris pendant 2 heures durant lesquelles leur prise alimentaire a été mesurée afin 
d’évaluer les signaux de satiété en réponse à un repas (D).  

Animaux issus de l’article 2 : Evolution du gain de poids (% du poids initial) (G), Index 
d’adiposité après 8 semaines de régime (H),  

Les données sont exprimées en moyenne ± écart-type.  * P<0,05 # P<0,10 vs contrôle  
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Résultats		
1er modèle : Endotoxémie métabolique 

 

Caractérisation de l’endotoxémie métabolique 

Exp1-Art 1 :  

Les animaux WDal et WDpf ont pris significativement plus de poids que les animaux C dès la 

première semaine jusqu’à atteindre, à 6 semaines de régime, un gain de poids de 40% et 37% par 

rapport au poids initial, respectivement, contre 29% pour les animaux C (Figure 17-A).  De la même 

manière, les animaux nourris avec un régime obesogène pendant 6 semaines ont développé une 

adiposité plus importante que les animaux C (Figure 17-B). Au niveau de la prise alimentaire, les rats 

WDal ont présenté une hyperphagie durant la première semaine de régime puis ont réduit leur apport 

calorique pour être au même niveau énergétique que les animaux C (Figure 17-C). Comme voulu dans 

l’étude, les animaux WDpf présentaient le même apport calorique que les animaux C durant  toute la 

durée de l’étude (Figure 17-C).  A 1 et 6 semaines de régime, les animaux ont été mis à jeun toute la 

nuit puis re-nourris pendant 2 heures avant euthanasie afin d’évaluer les signaux de satiété en réponse 

à un repas. Après une semaine de régime, les trois groupes de rats ont présenté une prise alimentaire 

similaire durant les 2 heures durant lesquelles ils ont été re-nourris (Figure 17-D). En revanche, à 6 

semaines de régime, les animaux WDpf tendaient à consommer plus de calories que les animaux C 

(p=0.0536) (Figure 17-D).   

Après une semaine de régime, l’endotoxémie était similaire entre les différents groupes (Figure 17-E). 

A l’inverse, les animaux WDpf présentaient une augmentation significative de 543 % et 1648 % 

comparés aux animaux et WDal, respectivement (p=0.0169 et p=0.0140, respectivement) (Figure 17-

E).  La concentration sérique de LPB était augmenté à 1 et 6 semaines chez les rats WDpf relativement 

aux animaux C (p=0.0348, p=0.0616, respectivement). 

 

Exp 2-Art  2 : 

Les rats HFC présentaient un gain de poids et une adiposité significativement supérieurs aux animaux 

C. De plus, l’index d’adiposité des animaux HFC après 8 semaines de régime étaient proches de celles 

obtenus dans l’exp 1 ( 7% pour l’exp 2 versus 5% pour l’exp 1, Figure 17 G,H).  

 

 

 

 

 

 

 



   Figure 18 : Effet d’un régime obesogène pendant 1 et 6 semaines sur les expressions géniques de protéines de 
signalisation du LPS : TLR4 (A) et MD2 (B) ainsi qu’une cytokine pro-inflammatoire MCP-1 (C) , de récepteurs 
aux hormones intestinales : CCK-1R (D), Y2-R (E) et CNR1 (F) et de protéines inhibitrices de la signalisation de 
la leptine : PTP1b (G) et SOCS3 (H).  

Les données sont exprimées en moyenne ± écart-type. Le signe dièse désigne une tendance entre le groupe considéré et 
le contrôle (p<0.10). Le traitement statistique des données a été effectué par test Anova à un facteur pour chaque 
semaine suivi de tests post-hoc Bonferonni.   
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Figure 19  : Expression protéique de PTP1b dans le 
ganglion noueux – Article 2  

Effet d’un régime obesogène pendant 8semaines 
sur l’expression protéique de PTP1b au niveau du 
ganglion noueux en réponse à une injection de 
sérum physiologique (400µl) ou de leptine (80µg/kg 
de poids) chez les animaux C (n=4 et n=2) et HFC 
(n=4 et n=4) 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart-type. 
Le traitement statistique des données a été effectué 
soit par t-test entre les deux conditions.   
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Expressions géniques de TLR4, MD2, CCK‐1R, Y2R, CNR1, SOCS3 et PTP1b   au niveau des ganglions 

noueux  

Exp 1-Art 1 : 

A 1 et 6 semaines, les expressions géniques de tlr4, md2 et mcp-1 au niveau du ganglion noueux des 

animaux WDpf et WDal étaient similaires à celle des animaux C (Figure 18 -A-B-C).  

Afin d’évaluer l’évaluer l’impact d’un régime obesogène sur la physiologie du nerf vague, 

l’expression de récepteurs à certains peptides intestinaux a été mesurée par RT-qPCR au niveau du 

ganglion noueux. Aucune différence d’expression de récepteurs anorexigènes CCK-1R et Y2R n’a été 

observée entre les différents groupes à 1 et 6 semaines de régime (Figure 18-D-E). En revanche, après 

1 semaine de régime l’expression génique de CNR1 était augmentée chez les animaux WDpf par 

rapport aux animaux C et WDal (p=0.0282 et p=0.0374, respectivement) (Figure 18-F). A 6 semaines, 

l’expression de CNR1 tendait à diminuer chez les WDal comparé aux rats C (p=0.11) (Figure 18-F).   

 

Nous avons ensuite mesuré les expressions géniques de SOCS3 et PTP1b au niveau du ganglion 

noueux. Aucune différence d’expression de SOCS3 et de PTP1b n’a été observée entre les différents 

groupes à 1 ou 6 semaines (Figure 18-G-H).   

 

Expression protéique de PTP1b au niveau des ganglions noueux 

Exp 2-Art  2: 

Bien que non significativement différent du à un faible nombre d’animaux (n=2), il semblerait que, 

chez les animaux contrôles, l’expression protéique de PTP1b soit augmentée en réponse à l’injection 

de leptine (Figure 19). A l’inverse, chez des animaux HFC l’injection de leptine n’induit pas 

d’augmentation de l’expression protéique de PTP1b. On peut également noter que l’expression basale 

de PTP1b n’était pas influencée par le régime 



C 
Saline LPS1 LPS7  

LPS1 

A 

Groupes 

PTP1b 

GAPDH 

sal LPS6LPS1 LPS6 LPS6LPS1 sal sal 

   Figure 20 : Effet d’injections quotidiennes pendant 7 jours ou aigue sur le gain de poids (% du poids 
initial) (A), l’index adiposité (B) et l’ingéré moyen (g/jour) (C).   

Les données sont exprimées en moyenne ± écart-type. Le traitement statistique des données a été effectué 
soit par test Anova à deux facteurs (régime et temps) (A) soit à un facteur (B-C) suivi de tests post-hoc 
Bonferonni.   

B 

Figure 21 : Effet d’injections quotidiennes pendant 7 jours de LPS (100µg/kg/jour) ou aigüe 
(100µg/kg) sur l’expression protéique de PTP1b au niveau du ganglion noueux. A : Protéine PTP1b 
totale mesurée par Western Blot au niveau des ganglions noueux des rats S, LPS1 et LPS7.  B : 
Quantification du Western Blot C :Immunoréactivité de PTP1b sur des coupes de ganglions noueux 
de rats S , LPS1 et LPS7 

Les données (B) sont exprimées en moyenne ± écart type.  
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2ème modèle : Injections chroniques de LPS 

 

Effet du LPS sur la prise de poids, l’adiposité et la prise alimentaire 

Aucun traitement n’a influencé le gain de poids, l’adiposité ou la prise alimentaire (Figure 20-A-B-C).  

 

Impact du LPS sur l’expression protéique de PTP1b  

L’expression protéique de PTP1b mesurée par western blot semble être augmentée chez les animaux 

traités avec du LPS pendant 7 jours (LPS7) comparés aux animaux traités avec du sérum 

physiologique (Figure 21-A). Cependant, la significativité n’est pas atteinte au vue du nombre 

d’animaux très faible (n=3). De la même manière, via des observations en immunohistochimie, 

l’immuno-réactivité contre PTP1bsemble plus importante au niveau des ganglions noueux de rats 

LPS7 comparés aux LPS1 et C (Figure 21-B).  

 

 

  



A 

B 

 

Milieu sans SVF LPS (5µg/ml) Leptine (10mg/ml) Leptine (10mg/ml) 
+ LPS (5µg/ml) 

Milieu sans SVF LPS (5µg/ml) Leptine (10mg/ml) TNF-α (50ng/ml) 

Figure 22 : Impact du LPS sur l’expression de SOCS3 et PTP1b sur des cultures primaires de nerf 
vague. A :Immunoréactivité de SOCS3 sur des cultures primaires de ganglions noueux de rats 
standard dans des conditions sans SVF, infusés pendant 1 heure avec du LPS (5µg/ml), infusé pendant 
2 heures avec de la leptine (10mg/ml) ou co-infusés leptine + LPS. B : Immunoréactivité de PTP-1B sur 
des cultures primaires de ganglions noueux de rats standard dans des conditions sans SVF, infusés 
avec du LPS (5µg/ml), de la leptine (10mg/ml) ou du TNF-α (50 ng/ml) pendant 1 heure.  
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3ème modèle : Infusion de LPS sur des cultures primaires de ganglion noueux 

 

Impact du  LPS sur l’expression protéique de SOCS3 et PTP1B 

 

L’expression protéique de SOCS3 était similaire quelques soit les conditions (Figure 22-A). 

Notamment, nous observions la présence de SOCS3 dans la condition ‘milieu sans SVF’, alors que 

celle-ci devrait être quasi-nulle en absence de stimulation. D’autres conditions de milieu contrôle ainsi 

que des concentrations différentes de LPS, de leptine ainsi que plusieurs dilutions d’anti-corps ont été 

testées, l’expression de SOCS3 restaient inchangées entre les différentes conditions.  

 

Aucune immunoréactivité de PTP1b n’a été détectées quelques soit les conditions (Figure 22-B).  Par 

faute de temps, la technique d’immunohistochimie n’a pas pu être optimisée. 
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Discussion	

Le but de notre étude était d’évaluer l’effet du LPS sur l’expression de PTP1b via deux modèles 

d’exposition chronique au LPS. Tout d’abord, nous avons développé un modèle d’endotoxémie 

métabolique induite par la consommation d’un régime obesogène. Nous avons montré que tous les rats 

ayant consommé un régime WD pendant 6 semaines présentaient une augmentation de la 

concentration de LBP et donc étaient endotoxémiques. En revanche, seuls les animaux WDpf 

présentaient à 6 semaines une quantité de LPS libre dans le sang supérieure à celle des animaux C et 

WDal d’une moyenne de 4.290 EU/ml soit environ 420 pg de LPS d’E.Coli/ml soit environ 25 700 pg 

de LPS/kg de poids vif. Ainsi, seuls les ganglions noueux de ces rats étaient exposés au LPS au 

moment du sacrifice. Les animaux issus de l’exp 2 présentaient une adiposité similaire à ceux de l’exp 

1, on peut alors suggérer que ces animaux possédaient également une endotoxémie supérieure aux 

animaux C. Notre deuxième modèle d’exposition chronique au LPS impliquait probablement des taux 

circulant de LPS plus élevés puisqu’une injection moyenne de 100 µg de LPS d’E.Coli/kg était 

réalisée quotidiennement, soit une concentration près de 100 fois supérieure. Cependant, ce modèle 

n’atteint pas les concentrations de LPS injectées dans des modèles de sepsis puisque chez le rat 

Wistar, une injection entre 15 et 25 mg/kg est nécessaire pour induire un sepsis (Thomas et al., 2014). 

Deux autres modèles d’infusion de LPS ont été réalisées pour étudier l’impact du LPS sur la 

physiologie du nerf vague (de Lartigue et al., 2011; de La Serre et al., 2015). De la Serre et 

collaborateurs ont implantés des mini-pompes délivrant du LPS à 12.5 µg/kg/jour chez des rats Wistar 

(de La Serre et al., 2015). In vitro, des concentrations de 0.010 à 0.050 pg/ml ont été incubées sur des 

cultures primaires de nerf vague (de Lartigue et al., 2011).  Notre premier modèle se définirait donc 

comme une endotoxémie légère tandis que notre deuxième modèle d’injection quotidienne 

représenterait plutôt une endotoxémie forte.  

 

Aucune étude dans la littérature n’a évalué l’impact du LPS sur l’expression de récepteurs aux 

hormones intestinales au niveau du nerf vague. Cependant, plusieurs études ont mesuré l’expression 

de ces récepteurs chez des rats obèses ou DIO, donc potentiellement endotoxémiques. Paulino et 

collaborateurs ont montré qu’une semaine de régime obesogène (45% de lipides) n’était pas suffisante 

pour induire des modifications des expressions géniques de Ob-R, CCK-1R, CB-1R ou Y2R (Paulino 

et al., 2009). En revanche, après 8 semaines de régime, deux études ont montré une augmentation des 

expressions géniques ou protéiques de MCHR et CB1R associée à une diminution d’Y2R chez des 

animaux DIO comparés à des animaux standards (Paulino et al., 2009; de Lartigue et al., 2012). Ces 

résultats ont également montrés chez des rats obèses Zucker (de Lartigue et al., 2012). A l’inverse, 

après 11 semaines de régime à 45% de lipides, l’expression de CB1R était similaire chez les rats 

obèses et résistants à l’obésité (Cluny et al., 2013). Concernant CCK1R, deux études montrent une 

augmentation de son expression (Nefti et al., 2009; Paulino et al., 2009), alors que deux autres ne 
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décrivent aucune différence entre des animaux DIO et standards (Broberger et al., 1997; Broberger et 

al., 2001; Duca et al., 2013). Cependant aucune de ces études n’a mesuré l’endotoxémie, nous ne 

pouvons donc pas être certain de l’exposition au LPS de ces animaux. Dans notre modèle, l’exposition 

chronique au LPS et/ou l’obésité n’ont pas eu d’impact sur l’expression de CCK1R, Y2R. En 

revanche, la consommation d’un régime obesogène sans hyperphagie initiale pendant une semaine 

augmente l’expression de CN1R, accentuant potentiellement les signaux orexigènes. Avant le sacrifice 

les animaux ont été nourris pendant 2 heures pour tenter d’évaluer leur capacité de régulation de la 

satiété. Durant la première semaine de régime, les animaux WDpf avaient accès à une quantité de 

nourriture calculée selon la consommation des animaux C, on peut donc penser que cette quantité 

n’était pas suffisante pour engendrer les signaux de satiété. A 6 semaines, l’expression de CNR1 au 

niveau du ganglion noueux tend à diminuer uniquement chez les rats WDal. En revanche, les rats 

WDpf tendent à augmenter leur PA sur 2 heures suggérant une baisse des signaux de satiété. Ainsi, la 

baisse d’expression de CNR1 chez les rats WDpf pourrait être un phénomène protecteur permettant de 

limiter l’hyperphagie.  

 

Un des principaux mécanismes impliqués dans la régulation de la PA par le nerf vague est le système 

CCK-Leptine. Ces deux hormones agissent en synergie, la leptine potentialisant l’effet satiétogène de 

la CCK (de Lartigue et al., 2011). Lors de l’obésité, les expressions géniques et protéiques de PTP1b, 

une protéine inhibitrice de la signalisation de la leptine, étaient élevées dans le tissu adipeux, 

l’hypothalamus et le foie (Zabolotny et al., 2008; White et al., 2009). Au niveau central, l’expression 

de PTP1b est fortement stimulée par l’inflammation engendrée par le LPS (Song et al., 2016) (Borges 

Bde et al., 2015). Nos deux modèles d’exposition chronique au LPS ont montré des résultats 

différents. L’endotoxémie faible induite par le régime obesogène ne modifiait pas l’expression 

génique basale de PTP1B. De même, chez les animaux HFC issus de l’article 2 potentiellement 

endotoxémiques, l’expression protéique de PTP1b basale au niveau du ganglion noueux n’était pas 

significativement différente des animaux standards. Cependant, en réponse à l’injection de leptine, 

l’expression protéique de PTP1b n’était pas augmentée chez les animaux HFC à la différence des 

animaux C. Ces résultats suggèrent que l’endotoxémie faible observée lors de la consommation d’un 

régime obésogène pourrait moduler l’expression protéique de PTP1b en réponse à la leptine.  

A l’inverse, des injections quotidiennes de LPS pendant 7 jours semblent augmenter l’expression 

protéique basale  de PTP1b dans le ganglion noueux. Par ailleurs, il a été montré par le même 

protocole expérimental, que le LPS augmente l’expression protéique de PTP1b dans l’hypothalamus 

(Borges Bde et al., 2015). Malgré le faible nombre d’animaux, les résultats nous suggèrent qu’une 

exposition chronique au LPS à une dose suffisante pourrait induire une augmentation de l’expression 

protéique basale de PTP1b inhibant ainsi la signalisation de la leptine pouvant contribuer au 

développement de la résistance à la leptine.   
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Pour conclure, le LPS pourrait altérer la signalisation de la leptine en augmentant à la fois l’expression 

de SOCS3 (de Lartigue et al., 2011) mais également celle d’un second inhibiteur PTP1b contribuant à 

la perte de sensibilité à la leptine. Cependant, dans notre modèle, l’endotoxémie métabolique induite 

par la consommation d’un régime obesogène ne semble pas suffisante pour augmenter l’expression 

protéique et génique basale de PTP1b mais pourrait modifier sa réponse à une injection de leptine.  
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Figure 23 : Différentes phases de l’obésité 

Evolution du poids corporel de souris C57Bl/6J femelles nourries avec un régime chow ou obésogène 
pendant 12 mois (A). De Winzell et collaborateurs, 2004.  

Evolution du poids corporel de rats Sprague-Dawley mâles nourris avec un régime standard ou 
obésogène pendant 15 semaines (B) . Les rats susceptibles à l’obésité sont appelés “gainers” et les rats 
résistants correspondent aux “resisters”. La flèche et l’ellipse correspondent à 6 semaines de régime, 
quand la variabilité entre les “gainers” et “resisters” est  visible. De Lauterio et collaborateurs, 1994.   
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Discussion générale 

1) Notre modèle animal, un modèle d’obésité pertinent ?  

Un modèle robuste 

En France, comme dans l’ensemble de ses voisins européens, les régimes alimentaires traditionnels, 

principalement basés sur la consommation de céréales et de légumes ont connu, au cours du 20ème 

siècle, une transition vers des régimes beaucoup plus riches en lipides et pauvres en glucides. À la 

différence des pays industrialisés où cette transition nutritionnelle fut progressive, dans les pays en 

voie de développement, les habitudes alimentaires changent plus rapidement, en quelques décennies. 

Afin d’étudier les conséquences de ces changements alimentaires sur le développement de l’obésité et 

de ses troubles métaboliques et comportementaux, la recherche a souvent recours à l’utilisation de 

modèle animaux. Cependant, il est difficile de reproduire ces transitions très progressives chez 

l’animal. Dans nos études nous avons choisi d’utiliser un modèle in vivo d’obésité induite par la 

consommation d’un régime obésogène i.e. riche en lipides et en sucres ainsi que pauvre en fibres 

insolubles. Bien qu’assez loin de l’évolution progressive de l’alimentation humaine, ce modèle animal 

permet d’obtenir rapidement une obésité et ainsi d’étudier les facteurs liés à son développement.  

Dans ces modèles animaux de DIO, la mise en place de l’obésité se caractérise par plusieurs phases : 

la première, dynamique, est marquée par un gain de poids corporel nettement supérieur à celui des 

animaux nourris avec un régime standard alors que lors de la deuxième phase, les gains de poids des 

animaux WD et C suivent des courbes similaires (Figure 24).  Dans notre modèle in vivo, nous avons 

choisi d’étudier la phase de développement de l’obésité, c’est pourquoi nous avons soumis nos 

animaux à une courte période de régime, i.e. 6 semaines, afin de nous situer dans la phase dynamique 

de prise de poids. En effet, à la fin de cette première phase, estimée à environ 6 semaines dans l’étude 

de Lauterio et collaborateurs (Figure 24), il nous était possible d’évaluer la variabilité de réponse au 

régime obésogène entre les individus. De plus, la consommation d’un régime obésogène à plus long 

terme induit une inflammation locale et systémique (Hotamisligil, 2006) qui peut fortement impacter 

la physiologie digestive (Garrett et al., 2010). Dans notre modèle, 6 semaines de régime obésogène 

n’induit pas d’inflammation (TNF-α et IL-1β) dans l’iléon (Hamilton et al., 2015) ni dans le foie (IL-

1β). Dans le caecum, la consommation du régime WD pendant 6 semaines n’influence pas 

l’expression génique de TNF-α mais augmente légèrement de 57% l’expression génique d’IL-1β par 

rapport aux animaux chow (Article 1 et (Hamilton et al., 2015). On peut ainsi supposer que les effets 

observés sur la physiologie digestive seraient la conséquence du régime et non de l’inflammation. 

Pour s’assurer de la robustesse de ce modèle, nous pouvons comparer les modèles animaux issus de 

l’article 1 et de l’article 2, réalisées dans des localisations géographiques distinctes (Art1: France et 



 

 

 

 

 

 

 

  

 

   

Figure 24 : Cinétique de gain de poids et de prise alimentaire similaire dans nos deux modèles 
d’obésité induite par la consommation chronique d’un régime obésogène.  

Evolution du gain de poids (%poids initial) (A) et de la prise alimentaire (Kcal/jour) (B) pendant 6 semaines 
chez les rats nourris avec un régime contrôle « chow » et nourris avec un régime obésogène (45% de lipides). 
Les courbes/histogrammes en gris représentent les animaux issus de l’article 1 et celles en noires 
correspondent aux animaux de l’article 2.  
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art2 : USA) mais utilisant des régimes standards très similaires et des régimes obésogènes strictement 

identiques (WDal = HFC). Nous avons montré que ce modèle d’obésité induite par la consommation 

d’un régime obesogène est robuste puisque les cinétiques de gain de poids et de prise alimentaire sont 

similaires (Figure 25). En revanche, les animaux issus de l’article 2 (Chow + WD) prennent plus de 

poids que ceux de l’article 1, même si la différence de gain de poids entre les animaux C et WD reste 

la même (delta de 12-13% après 6 semaines de régime). De plus, dans notre étude ainsi que dans de 

nombreuses autres, nous observons une phase d’hyperphagie durant les 3-4 premiers jours de régime 

WD, due probablement à une palatabilité plus élevée du régime obésogène comparée à celle du régime 

standard (Woods et al., 2003; Williams et al., 2014; Hamilton et al., 2015). Dans un deuxième temps, 

un remodelage hypothalamique permet le retour à une PA au même niveau énergétique que celui des 

animaux chow (Gouaze et al., 2013). 

La composition du microbiote intestinal est très dépendante de l’environnement (Hufeldt et al., 2010; 

Ussar et al., 2015). Nos études expérimentales ayant été réalisées dans deux animaleries différentes, 

nous pouvons supposer que les microbiotes des animaux avant expérimentation étaient différents. 

Sachant que la composition du microbiote intestinal avant expérimentation peut fortement influencer 

le développement de l’endotoxémie métabolique induite par la consommation d’un régime obesogène 

(Muller et al., 2016). Nous n’avons pas évalué l’endotoxémie dans l’article 2 mais il n’est pas 

impossible que nos animaux présentent des statuts endotoxémiques différents. Pour conclure, notre 

modèle d’obésité induite par la consommation d’un régime obésogène est un modèle robuste en termes 

de cinétique de gain de poids et de PA. Cependant, les expérimentations ayant été réalisées dans deux 

animaleries différentes, les microbiotes de départ sont probablement différents pouvant alors impacter 

sur le développement de l’endotoxémie métabolique.  

Les effets attribués au régime obesogène sont-ils vraiment dus à l’augmentation du taux de 
lipides du régime,  à la consommation d’un régime synthétique ou à l’obésité? 

Pour étudier les effets du régime obésogène, il est essentiel de se référer à un groupe d’animaux dit 

« témoin » consommant un régime standard d’animalerie. Comme décrit dans le chapitre 5 de 

l’introduction bibliographique de cette thèse, le choix du régime de ce groupe témoin est crucial.  

La majorité des études, notre article 1 compris, compare la physiologie et/ou le métabolisme 

d’animaux initialement nourris avec un régime standard (chow) puis soumis à un régime synthétique 

obésogène, avec ceux d’animaux toujours sous régime chow. Or, en plus de modifier les taux de 

lipides et de sucres, l’introduction d’un régime synthétique, à lui seul, induit des modifications 

métaboliques. En effet, comparé au régime chow, la consommation sur une même période de temps (3, 

11 et 12 semaines) d’un régime synthétique à 10% de lipides augmente la masse grasse et donc le 

poids corporel par rapport aux animaux n’ayant pas changé d’aliment (Apolzan et al., 2012; Benoit et 

al., 2013; Chassaing et al., 2015). Après 11 semaines, des rats nourris avec un régime synthétique à 



 

   

 Effet du régime 
synthétique 

Effet du % de 
lipides 

Effet de 
l’obésité 

 Chow vs Régimes 
synthétiques 

LF vs HF OB-P vs OB-R 

Modulation du 
microbiote  
Possible augmentation 
des bactéries G - 

OUI 1 
NON 1 
OUI 2 

NON1 
OUI 2 

IAP 

Iléon : 
? 
 

Caecum : 
OUI1 

Iléon : 
? 
 

Caecum : 
NON 1 

Iléon : 
OUI 2,3 

 
Caecum : 

NON1  
Perméabilité intestinale 
 
Spécifique au LPS 

? 
 
? 

NON2 
 
? 

OUI 2 

 
? 

AMPs ? ? ? 

Tableau 23 : Part d’implication de l’introduction du régime synthétique, du 
pourcentage de lipides dans le régime ou de l’obésité sur les principaux mécanismes 
intestinaux pouvant être impliqués dans la régulation de l’endotoxémie métabolique.  

? : Aucune donnée disponible dans la littérature  
1 : Résultats obtenus dans l’article 1 
2 : Résultats obtenus dans l’étude de  De la Serre et collaborateurs, 2010 
3 : Résultats obtenus dans l’étude de  Sefcikova et collaborateurs, 2008 
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10% de lipides montrent également une perturbation du métabolisme des lipides et du glucose ainsi 

qu’une inflammation du TA (Benoit et al., 2013). Enfin, les résultats obtenus dans l’article 2 montrent 

que la consommation d’un régime synthétique, indépendamment du taux de lipides, est suffisante pour 

induire une perturbation de la régulation de la PA par le nerf vague. Ces résultats à propos de l’impact 

de l’introduction d’un régime synthétique sur la physiologie n’étaient pas disponibles lors du design 

expérimental de l’article 1, nous avions alors choisi d’avoir un seul groupe contrôle chow. Cependant, 

ces résultats récents questionnent sur l’interprétation des données issues de notre modèle d’étude 

d’obésité utilisé dans l’article 1. En effet, la question est de savoir quelle est la part du taux élevé de 

lipides, de l’introduction d’un régime synthétique ou de l’obésité dans les modifications de la prise en 

charge intestinale et hépatique du LPS observés dans l’article 1 (Tableau 23). 

Nous avons montré dans l’article 1 que l’élévation du taux de bactéries gram-négatif dans le contenu 

caecal pouvait être un facteur contribuant à l’endotoxémie. Notre étude (article 2) et celle de 

Chassaing et al. montrent que la consommation d’un régime synthétique modifie profondément le 

métabolome intestinal (Chassaing et al., 2015; Guerville et al., 2016) avec peu de différences dans les 

profils métabolomiques du caecum en fonction du taux de lipides du régime et de leur statut d’obésité. 

Ceci suggère que l’introduction d’un régime synthétique, quel que soit le taux de lipides ou le statut 

d’obésité des animaux, modifie le microbiote et pourrait ainsi être à l’origine de l’augmentation des 

bactéries Gram-négatif observée dans l’article 1. Cependant, même si la technique de métabolomique 

permet d’identifier des différences de profils de métabolisme de l’écosystème bactérien, elle ne 

renseigne pas sur la nature des bactéries et notamment leur statut Gram positif / négatif. En effet, des 

modifications de la composition du microbiote caecal dépendantes à la fois de l’obésité mais 

également du régime obésogène, selon le genre bactérien ont été observées grâce à l’utilisation de rats 

Sprague-Dawley susceptibles et résistants à l’obésité (OB-P et OB-R, respectivement) consommant le 

même régime obésogène (de La Serre et al., 2010). Ainsi, l’augmentation de l’abondance des 

Bacteroidales (Bacteroidetes, Gram négatif) et des Clostridiales (Firmicutes, Gram positif) seraient 

plutôt une conséquence du régime riche en lipides alors que l’augmentation de l’abondance 

d’Enterobacteriales (Proteobacteria, Gram négatif) serait plutôt due à l’obésité (de La Serre et al., 

2010). L’obésité elle-même pourrait donc être un facteur contribuant à l’augmentation de l’abondance 

des bactéries Gram négatif. Pour aider à l’interprétation de nos résultats, il serait nécessaire d’effectuer 

un séquençage de l’ADN16S du microbiote intestinal d’animaux nourris avec un régime chow, LF, 

OB-P et OB-R afin d’identifier les modifications de la composition du microbiote, et par conséquent à 

l’augmentation du niveau de bactérie Gram négatif, propres à l’introduction d’un régime synthétique, à 

l’augmentation du taux de lipides ou à l’obésité.  

 



   

Figure 25: Perméabilité intestinale de rats nourris avec un régime Chow, SD-LF et SD-HF 
pendant 1 semaine.  

Données préliminaires obtenues par le laboratoire d’Helen Raybould. Perméabilité mesurée ex vivo en 
Chambres d’Ussing. Flux de FD4 (A.C.F), d’HRP (B.D.F) et de F-LPS (E) dans l’iléon (A.B), le 
caecum (C.D.E) et le colon (F.G) 



DISCUSSION GENERALE 

158 

 

Nous avons également montré dans l’article 1 que l’activité de l’IAP dans le caecum était augmentée 

chez les animaux WD relativement aux animaux chow. Dans l’article 2, la consommation d’un régime 

synthétique LF ou HF induisait une même augmentation de l’activité caecale d’IAP comparée à la 

celle d’un régime chow. Par conséquent, la stimulation de l’activité de l’IAP caecale serait le résultat 

de l’introduction d’un régime synthétique plutôt que de l’obésité ou du taux de lipides du régime. 

Cependant il semblerait que les facteurs régulant l’activité de l’IAP soient différents selon le site 

intestinal. Deux études ont montré que l’activité iléale de l’IAP était modifiée (augmentée ou diminuée 

selon l’étude) uniquement chez les animaux OB-P relativement aux OB-R et C (Sefcikova et al., 2008; 

de La Serre et al., 2010). Ainsi, dans l’intestin grêle, l’IAP serait stimulée par l’obésité et non par le 

régime obésogène consommé.  

Enfin, nous avons suggéré dans l'article 1 que l’augmentation de la perméabilité iléale au LPS pouvait 

être un facteur participant à l’endotoxémie métabolique induite par la consommation d’un régime 

synthétique obésogène. Aucune étude dans la littérature n’a comparé la perméabilité intestinale avec 

des marqueurs non spécifiques (sucres, FD-4, HRP par exemple) ou spécifique au LPS entre des 

animaux nourris avec un régime  chow ou synthétique HF/LF. Cependant, des résultats préliminaires 

obtenus dans le laboratoire d’Helen Raybould montrent que la perméabilité paracellulaire (flux de 

FD4) tend à être augmentée dans l’iléon de rats nourris pendant 1 semaine avec un régime synthétique 

LF comparés à des rats C et HF (Figure 26). Cependant, les modifications de perméabilité induite par 

l’alimentation sont très dynamiques dans le temps, ces effets à 1 semaine ne sont donc pas 

transposables à plus long terme. De plus, dans l’étude réalisée par de la Serre et collaborateurs utilisant 

la technique de mesure de perméabilité in vivo avec le FD4, les rats OB-P présentaient une 

augmentation de la perméabilité paracellulaire supérieure aux animaux OB-R, suggérant un impact de 

l’obésité et non du régime hyperlipidique sur la perméabilité intestinale (de La Serre et al., 2010). 

Cependant, le lien entre perméabilité mesurée avec le FD4 in vivo et passage transépithélial du LPS 

n’étant pas du tout établi comme indiqué dans notre revue bibliographique (Guerville et Boudry, 

2015),  il est difficile de conclure sur l’implication du taux de lipides vs l’introduction d’un régime 

synthétique ou l’obésité dans l’augmentation de perméabilité iléale au LPS observée dans l’article 1. 

Pour répondre à cette question, il serait nécessaire de mesurer la perméabilité iléale au LPS, en 

chambre d’Ussing, chez des animaux chow, LF, OB-P et OB-R.   

Enfin, aucune étude dans la littérature n’a comparé les effets d’un régime obésogène ou de l’obésité 

sur les mécanismes hépatiques de prise en charge du LPS ni sur les AMPs.  

Pour conclure, il est difficile d’interpréter l’ensemble des données obtenues dans l’article 1 à la lueur 

de l’impact des régimes synthétiques sur la physiologie intestinale observés dans l’article 2. La 

consommation d’un régime synthétique seul, même à faible taux de lipides, semble avoir un fort 

impact sur la physiologie intestinale. Néanmoins, la forte proportion de lipides du régime synthétique 



 

 

   



DISCUSSION GENERALE 

159 

 

HF induit probablement une augmentation de la sécrétion de chylomicrons facilitant ainsi le passage 

intestinal de LPS (Laugerette et al., 2012). De plus,  les lipides en excès stockés dans le TA seront 

capables d’induire une inflammation qui se propagera par la suite de façon locale et systémique 

(Hotamisligil, 2006). Ainsi, même si l’altération de la physiologie intestinale ne serait pas la 

conséquence du régime obésogène mais de la consommation d’un régime synthétique, la forte teneur 

en lipides du régime induit aussi probablement des modifications du métabolisme et du statut 

inflammatoire des animaux qui pourraient faciliter également le passage trans-épithélial de LPS, 

perpétuant et accentuant l’inflammation. Afin de confirmer cette hypothèse et s’assurer de la part 

respective du taux de lipides, des régimes synthétiques ou de l’obésité dans les effets observés dans 

l’article 1, il serait cependant nécessaire de conduire une étude évaluant l’intégralité des mécanismes 

intestinaux et hépatiques de prise en charge du LPS chez des animaux nourris avec des régimes chow , 

LF et HF avec des animaux OB-P et OB-R.  

2)  Quels sont les facteurs à cibler pour limiter l’endotoxémie métabolique ? 

Nos travaux ont montré que l’endotoxémie métabolique induite par la consommation d’un régime 

obésogène serait le résultat de plusieurs facteurs : une élévation du niveau de bactéries Gram-négatif 

dans le caecum ainsi qu’une perte de la fonction de barrière intestinale au niveau de l’iléon 

caractérisée par une baisse de l’expression des AMPs et une augmentation du passage transepithelial 

de LPS.  

Il est connu que la consommation d’un régime obésogène altère la composition du microbiote 

intestinal. Cependant, peu d’études ont relié ce changement de microbiote avec une possible 

augmentation de la quantité de LPS dans les contenus qui pourrait contribuer largement à 

l’endotoxémie métabolique. Nos résultats montrent une élévation du niveau de Verrucomicrobia, des 

bactéries Gram-négatif porteuses de LPS, dans les contenus caecaux de rats consommant un régime 

WD. Comme décrit dans ma revue de littérature, dans la lumière intestinale, les LPS sont libérés à la 

fois lors de la mort des bactéries mais également lors de leur croissance par division (Guerville et al., 

2016). Ces résultats suggèrent ainsi une concentration de LPS libre potentiellement plus importante 

dans les contenus intestinaux suite à la consommation d’un régime obésogène. Il faut cependant noter 

qu’évaluer le taux de LPS dans les contenus par la mesure du niveau de bactéries Gram-négatifs 

présente quelques limites puisque toutes les bactéries Gram-négatifs ne possèdent pas de LPS ou alors 

contiennent des LPS avec des lipides A différents présentant des toxicités variables (Caroff et al., 

2003). Notons cependant que l’écosystème intestinal étant assez homogène comparé à d’autres 

environnements, les lipides A des LPS des bactéries intestinales, et donc leur niveau de toxicité, sont 

peu variables (Guerville et al., 2016). Une deuxième méthode serait d’utiliser comme Everard et 

collaborateurs, une approche de métagénomique permettant de mesurer le potentiel de biosynthèse des 

LPS dans les contenus luminaux (Everard et al., 2014). Ils ont séquencés l’intégralité du génome 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figure 26 : Proportion de séquences 
impliquées dans la biosynthèse de LPS 
dans le microbiote caecal de rats nourris 
avec un régime C (bleu) ou WD pendant 1 
(orange), 3 (vert) et 6 semaines (violet).  

Valeurs obtenues à partir de données issus du 
séquençage du microbiote caecal grâce au 
logiciel Picrust.  

Figure 27: La composition du microbiote intestinal est différente selon site 
intestinal.  

Moyenne relative de l’abondance des phylum dans l’iléon et le caecum de rats 
nourris pendant 6 semaines avec un régime standard ou obésogène.  

De Hamilton et al, 2014  
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bactérien du microbiote caecal puis grâce à une analyse fonctionnelle, ont rassemblé les gènes par 

grandes fonctions métaboliques dont la biosynthèse de LPS. Par l’utilisation de cette technique, ils 

montrent des résultats inverses, à savoir une diminution de l’abondance de gènes impliqués dans la 

biosynthèse de LPS. Cette méthode présente également des limites puisqu’elle ne rend pas compte de 

l’expression des gènes qui peut être diminuée ou augmentée. Une autre possibilité serait d’utiliser des 

outils de prédictions métaboliques à partir de données de séquençage de l’ADN 16S comme l’outil 

Picrust (Langille et al., 2013). Une étude de notre équipe conduite sur le même modèle animal 

(Hamilton et al., 2015), a utilisé cet outil sur des données de microbiote caecal. A l’inverse de résultats 

obtenus par Everard et collaborateurs, le microbiote caecal des rats nourris avec un régime obésogène 

pendant 6 semaines présentaient une augmentation de la proportion de séquences impliquées dans la 

biosynthèse de LPS comparé au microbiote de souris standards, corroborant ainsi notre hypothèse 

d’une élévation de la concentration potentielle de LPS dans le caecum (Figure 27). Enfin, il est 

également possible d’évaluer les niveaux de LPS dans l’intestin en dosant  précisément la quantité 

totale de LPS dans les contenus ou les fèces par dosage LAL. Deux études utilisant cette technique 

montrent une élévation de la concentration de LPS dans les fecès d’animaux nourris avec un régime 

WD (Kim et al., 2012; Lau et al., 2016), Cependant, chaque prélèvement induit immédiatement une 

lyse des bactéries entrainant une libération de LPS ce qui biaise les résultats obtenus après dosage. 

Toutefois, si on fait l’hypothèse que la prise d’échantillon est similaire entre les groupes témoins et 

WD et que le niveau de lyse bactérienne est identique entre les deux groupes, une analyse relative des 

concentrations de LPS dans les contenus intestinaux serait intéressante. En conclusion, aucune 

technique n’est réellement satisfaisante pour évaluer la quantité de LPS dans les contenus luminaux. 

L’étude du génome ou du transcriptome bactérien par métagénomique ou métatranscriptomique 

couplée à un dosage LAL dans les contenus intestinaux pourrait probablement permettre une 

évaluation plus précise. Enfin, notre étude comme celle d’Everard et collaborateurs n’a étudié que le 

microbiote caecal. Cependant, le microbiote caecal est très différent de celui de l’iléon (Hamilton et 

al., 2015) (Figure 28). Ainsi, on peut suggérer que lors de la consommation d’un régime obésogène, le 

microbiote iléal présenterait également une élévation du niveau de bactéries Gram-négatif qui, couplée 

à l’augmentation du passage trans-epithélial de LPS au niveau de l’iléon observée dans l’article 1, 

pourrait jouer un rôle important dans le développement de l’endotoxémie métabolique.  

Probablement en réponse à l’élévation de la concentration en LPS dans le contenu intestinal, la 

muqueuse intestinale s’adapte, pour réduire la toxicité des LPS, en augmentant l’activité de l’IAP, à la 

fois au niveau iléal et caecal (article 1 et 2). A l’inverse de ce mécanisme protecteur de la muqueuse, 

les expressions iléales d’AMPs sont diminuées dans notre modèle d’obésité suggérant un effet plutôt 

délétère (article 1). Le phénomène de tolérance au LPS pourrait être impliqué dans l’inhibition de 

l’expression des AMPs. En effet, il a été montré que la stimulation de l’expression des AMPs et 

notamment de Reg3-γ était très dépendante de TRIF, une molécule de signalisation de TLR4 
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(Stockinger et al., 2014). D’autre part, lors d’une exposition prolongée au LPS, les tissus y compris 

l’intestin présentent un stade de tolérance au LPS caractérisé par une diminution de TLR4 et de 

Myd88 (Abreu et al., 2005). On peut alors suggérer que TRIF est également inhibé lors de la tolérance 

au LPS conduisant à une réduction de la production d’AMPs dans l’intestin. Il est également important 

de noter que l’altération de l’expression des AMPs est dépendante du site intestinal puisqu’elle est 

diminuée uniquement dans l’intestin distal (Tomas et al., 2016) ; (de Wit et al., 2008). La composition 

du microbiote, également dépendante du site intestinal (Hamilton et al., 2015), pourrait aussi affecter 

l’expression de Reg3-γ (Natividad et al., 2013). En effet, des souris monocolonisées avec le 

probiotique Bifidobacterium breve (Actinobactérie, Gram positif) présentent une augmentation plus 

importante de l’expression iléale et colique de Reg3-γ que celles colonisées avec Escherichia coli 

JM83 (Protéobactérie, Gram négatif) (Natividad et al., 2013). Enfin, il est à noter que la diminution de 

l’expression des AMPs au niveau iléal pourrait être interprétée différemment. En effet, une fois liés 

aux bactéries Gram-négatifs, les AMPs vont perméabiliser les membranes cellulaires conduisant à la 

mort bactérienne et donc à la libération du LPS. On peut alors imaginer que la réduction des AMPs 

serait finalement un phénomène protecteur pour la muqueuse afin de limiter la quantité de LPS libre 

pouvant traverser l’épithélium intestinal.   

Le résultat majeur de l’article 1 est la mise en évidence d’une perturbation de la dynamique de 

sécrétion de mucus dans l’iléon suite à 6 semaines de consommation d’un régime obésogène. En effet, 

les animaux WD présentaient une diminution du nombre de cellules remplies de mucus associées à 

une augmentation de la présence de mucus dans la lumière iléale, suggérant une augmentation de la 

sécrétion de mucus dans l’iléon. Une étude récemment publiée par Tomas et collaborateurs montre 

également, dans l’iléon, une perturbation de la dynamique de sécrétion de mucus suite à la 

consommation d’un régime obesogène pendant 30 jours chez la souris. Cependant cette perturbation 

est caractérisée, à l’inverse de notre étude, par une rétention du mucus dans les cellules (Tomas et al., 

2016). En effet, dans cette étude, la consommation d’un régime obésogène diminue l’expression de la 

Merpin-B, une peptidase nécessaire à la libération de muc2 dans la lumière induisant alors une 

accumulation de muc2 dans les cellules à mucus. Malgré l’opposition de nos résultats avec ceux de 

Thomas, on peut suggérer que, tout comme l’altération de la perméabilité intestinale lors de la 

consommation d’un régime obésogène (Hamilton et al., 2015), les modifications de la régulation de la 

sécrétion de mucus induites par le régime obésogène soient dynamiques selon la durée de 

l’intervention nutritionnelle. Ainsi, à court terme, après 4 semaines de régime, le mucus serait retenu 

dans les cellules jusqu’à atteindre une limite qui induirait le signal pour sécréter le mucus dans la 

lumière, comme observé dans notre étude après 6 semaines de régime obésogène. Afin de confirmer 

cette hypothèse, il serait nécessaire d’établir une étude longitudinale couplant plusieurs techniques de 

mesure de la sécrétion de mucus comme la coloration au PAS/Bleu d’Alcian ou l’immuno-histochimie 

avec l’utilisation d’anticorps anti-muc2 et anti-Merpin_B.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figure 28 : Transport de LPS à travers les cellules 
intestinales de l’intestin grêle. Images obtenues 
grâce à la technique d’imagerie in vivo. Howe et 
collaborateurs, 2014  

Des souris standards ont été anesthésiées puis injectées 
avec du LPS-Alexa 488 (vert). Trente minutes à 1 
heure après l’injection, la surface des cellules 
intestinales a été observée avec un microscope 
intravital confocal. Par ces images, les auteurs 
concluent que les LPS sont localisés uniquement dans 
les cellules à mucus (flèches roses). 
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Un des principaux régulateurs de la sécrétion de mucus est l’acétylcholine (Specian et al., 1980), un 

neurotransmetteur synthétisé par les neurones du système nerveux entérique, une partie du système 

nerveux autonome qui contrôle les fonctions digestives. Chez des souris DIO, la concentration 

tissulaire d’acétylcholine est augmentée dans le colon (Reichardt et al., 2013) ainsi que dans le 

système nerveux entérique duodénal (Balemba et al., 2011). On peut alors suggérer que la 

concentration iléale d’acétylcholine serait augmentée chez les animaux WD expliquant la sécrétion 

importante de mucus. La sécrétion de mucus est également stimulée par la liaison de la leptine avec 

son récepteur Ob-Rb exprimé sur les cellules intestinales (Plaisancie et al., 2006; El Homsi et al., 

2007). L’augmentation de la sécrétion de leptine gastrique chez des animaux DIO (Le Beyec et al., 

2014) pourrait alors contribuer à la stimulation de la sécrétion de mucus. De même, Reg3-γ, qui est 

fortement diminué dans notre modèle d’obésité, est nécessaire à une bonne organisation spatiale du 

mucus dans la lumière (Loonen et al., 2014). L’ensemble de ces données suggère de fortes 

modifications de la dynamique de sécrétion du mucus dans ces modèles DIO qu’il faudrait approfondir 

afin d’en comprendre les mécanismes.  

Comme décrit dans ma revue de littérature, les mécanismes précis par lesquelles les LPS traversent 

l’intestin ne sont pas connus, bien que plusieurs voies de passage aient été suggérées (Guerville et al., 

2016). Les résultats obtenus dans l’article 1 montrent que dans le groupe WDpf, la perméabilité 

caecale au LPS est augmentée alors que ni la perméabilité paracellulaire ni la transcellulaire n’étaient 

modifiées suggérant que le LPS n’emprunterait pas ces voies de passages. Parmi les autres voies 

possibles, il semblerait que les cellules à mucus, en parallèle de leur action principale sécrétrice, 

puissent également être des voies d’entrée du LPS ainsi que des bactéries porteuses de LPS (Howe et 

al., 2014; Knoop et al., 2016). En effet, Howe et collaborateurs ont montré sur des images 

d’immunohistochimie, que les LPS étaient capables de traverser l’intestin via des cellules à mucus 

(Figure 29). Cependant, ces résultats restent préliminaires, comme le montre la figure 29, et restent à 

être confirmés. L’équipe de Knoop a, par la suite, décrit plus précisément ce mécanisme qui serait 

dépendant du site intestinal (Knoop et al., 2015). En effet, la formation de ces goblet-cell associated 

passage (GAP) dans l’intestin grêle serait stimulée par l’acétylcholine alors qu’à l’inverse, dans le 

colon, via une interaction entre Myd88 et les LPS, les GAP ne seraient pas sensibles à l’acétylcholine. 

Ainsi, les GAP coliques sont absents dans un côlon sain. Dans notre modèle, suite à un problème 

technique, nous n’avons malheureusement pas pu effectuer de coloration histologique des cellules à 

mucus dans le caecum. Cependant, au niveau iléal, l’augmentation de la perméabilité spécifique au 

LPS observée en chambres d’Ussing coïncide avec les observations histologiques de sécrétion de 

mucus. Nous avons donc émis l’hypothèse que les LPS pourraient emprunter cette voie de passage 

transépithélial. Pour confirmer cette hypothèse, il serait nécessaire de conduire de nouvelles études en 

testant par exemple la perméabilité au LPS de tissus intestinaux en chambre d’Ussing sur des tissus 

stimulés ou non avec des molécules stimulatrices de la sécrétion de mucus. Cependant, la technique la 



 

 

   

Figure 29: Prise alimentaire (Kcal/j) des rats 
nourris ad libitum avec un régime standard 
(C ou chow), western diet (WD ou HFC) ou 
western diet supplémenté avec de l’inuline 
(HFI) et de rats nourris avec western diet en 
pair-feeding (WDpf) pendant 1 semaine.   

Les animaux qui ont consommé un régime 
obésogène (WDal + HFC) présentent une 
hyperphagie. En revanche, la supplémenation en 
inuline ainsi que le pair-feeding permettent 
d’empêcher l’hyperphagie initiale.  
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plus appropriée serait d’utiliser de l’imagerie in vivo ciblant les cellules à mucus infusées avec du 

FITC-LPS et stimulées ou non avec de l’acétylcholine.  

Nos travaux permettent d’émettre de nouvelles hypothèses qui pourraient  amener à de nouvelles 

pistes thérapeutiques pour limiter l’endotoxémie métabolique et les conséquences de l’obésité. Si 

l’hypothèse d’un passage du LPS à travers les cellules à mucus iléale est vérifiée, inhiber la formation 

de GAP pourrait alors permettre de freiner l’entrée de LPS. Dans l’intestin grêle, les GAP se forment 

en réponse à une stimulation avec de l’acétylcholine. Cibler ce neurotransmetteur ou moduler le 

phénotype du système nerveux central pour ré-équilibrer les proportions des différents neurones avec 

des approches nutritionnelles, comme déjà montré avec des acides gras à chaines courtes (Soret et al. 

2010) ou à longue-chaine (de Quelen et al, 2011), pourrait permettre de modifier la formation de ces 

GAP. La formation des GAP semble également dépendante de la composition du microbiote. Ainsi, en 

modulant le microbiote intestinal iléal par une supplémentation en pré ou probiotique, on pourrait 

moduler la régulation de la sécrétion et de l’organisation du mucus et des GAP. Cependant, le 

microbiote iléal est très différent de celui du gros intestin (Figure 28). Afin de cibler spécifiquement 

l’iléon, il sera ainsi nécessaire de trouver des probiotiques se développant dans les conditions physico-

chimiques particulières de l’iléon, tels que des bactéries appartenant au phylum des Firmicutes 

(Lactobacilles par exemple) ou Actinobacteria (Bifidobactéries par exemple).  

 

3)  L’hyperphagie initiale à la consommation d’un régime obésogène, un 

mécanisme naturel et essentiel au maintien de l’homéostasie du gros intestin ?  

Chez le rongeur, l’introduction d’un régime obésogène induit une phase d’hyperphagie pendant les 3-4 

premiers jours de régime suivie d’une phase de stabilisation où l’animal retrouve un apport 

énergétique similaire à celui des animaux chow. Afin de vérifier que les effets observés sur l’intestin et 

le foie à l’issue de l’intervention nutritionnelle étaient réellement la conséquence de la consommation 

d’un régime obésogène pendant 6 semaines et non celle de l’hyperphagie initiale, nous avons ajouté, 

dans le design expérimental de l’article 1, un groupe de rats nourris avec un régime obésogène dont 

l’hyperphagie de la première semaine a été contrôlée. Dans l’article 2, même si ce n’était pas le but 

recherché, nous avons observé que la supplémentation en inuline chez des animaux nourris avec le 

régime  HF empêchait également l’hyperphagie initiale (Figure 30).  

 

 

 



 

 

   

Figure 30 : La prise alimentaire de la première semaine est prédictive du gain de poids à 6 
semaines.  

Corrélation entre la prise alimentaire (Kcal/jour) et le gain de poids. Animaux issus de l’article 1 
(A) et de l’article 2 (B).  

A B 
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L’hyperphagie est-elle responsable du gain de poids et de l’adiposité induite par un régime 
obésogène ? 

Chez l’homme, il a été montré que l’activation du système de la récompense, stimulée par des aliments 

palatables, était corrélée au gain de poids à 6 mois (Yokum et al., 2011). Ainsi il était possible de 

prédire le gain de poids en fonction de l’hyperphagie initiée par un régime palatable (Yokum et al., 

2011). En modifiant cette première phase d’hyperphagie, nos deux modèles (WDpf et HFI) permettent 

ainsi d’évaluer l’impact de l’hyperphagie sur le gain de poids et l’adiposité à plus long terme. Nous 

observons, dans les deux modèles, qu’avec ou sans hyperphagie initiale, les animaux ne présentent pas 

réellement de différence significative de gain de poids et d’adiposité à 6 et 8 semaines. Néanmoins, il 

est important de noter que la quantité d’énergie consommée durant cette phase d’hyperphagie reste 

prédictive du gain de poids à long terme (Figure 31) avec cependant un coefficient de détermination 

relativement faible (r²=0.22 et r²=0.35). Ces résultats suggèrent que l’hyperphagie induit des 

modifications physiologiques impliquées dans la régulation de la dépense énergétique et/ou de la PA à 

long terme. Il est donc essentiel d’étudier plus précisément cette phase d’hyperphagie et son impact à 

long terme.   

Le changement de rythme alimentaire impacte-t-il le développement de l’obésité ?  

Chez les animaux WDpf, notre protocole de pair-feeding consistait à proposer aux rats la quantité 

d’aliment WD calculée pour correspondre au même niveau énergétique que celui de la ration des rats 

chow. Cette ration était ensuite fournie aux animaux 2 fois par jour. Cependant, cette perturbation du 

rythme alimentaire chez les rats WDpf, peut également être un facteur influençant la physiologie et le 

métabolisme des animaux (Hatori et al., 2012). C’est pourquoi un groupe de rat contrôle pair-fed a été 

rajouté, ces animaux recevaient l’aliment chow également deux fois par jour la première semaine puis 

étaient nourris ad libitum jusqu’à 6 semaines. Nous avons montré que la procédure de pair-feeding 

pouvait influencer la physiologie à 6 semaines. En effet, les animaux pair-fed (pf) présentaient une 

altération de l’expression de certains AMPs et de molécules de signalisation de TLR4. De plus, les 

animaux Cpf présentaient une adiposité ainsi qu’une PA plus importante que les animaux Cal. Ces 

modifications phénotypiques peuvent être liées à des effets confondants dus à la procédure de pair-

feeding. En effet, une fois avoir reçu leurs rations alimentaires, les animaux pf consomment 

l’intégralité de leur nourriture puis rentrent dans une phase de jeune de plusieurs heures (Ellacott et al., 

2010). De plus, du fait de la rythmicité de la distribution des rations, les animaux sont capables de 

moduler leur sécrétion d’hormones en fonction des heures de distribution (Ellacott et al., 2010). Ainsi, 

ces effets confondants liés à la procédure de pair-feeding ont pu impacter la physiologie et la 

régulation du comportement alimentaire. Cependant, l’ajout du quatrième groupe de rats pair-fed 

nourris avec un régime contrôle dans le design expérimental nous a permis de nous affranchir de ces 

nombreux facteurs confondants liés au protocole de pair-feeding. L’impact de l’hyperphagie sur la 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3 jours 1 Semaine 

 hyperphagie 
Sans 

hyperphagie 
hyperphagie 

Sans 
hyperphagie 

Stéatose + = + = 
Triglycérides 
plasmatiques = ‐  = - 
Intolérance au 

glucose + + + = 
Glucose 

plasmatique à 
jeun 

+ - + - 
alpha-1-

antichymotrypsin 
plasmatique 

+ = = = 

ApoA-VI 
plasmatique  + = = = 

Tableau 24 : Récapitulatif des résultats obtenus dans l’article de Williams et collaborateurs.
Des souris ont été nourries soit ad libitum avec un régime contrôle, obésogène ou pair-fed avec un 
régime obésogène pendant 3 jours et 1 semaine. Les colonnes ‘hyperphagie’ correspondant aux 
résultats obtenus chez animaux nourris avec un régime obesogène ad libitum alors que les colonnes 
‘sans hyperphagie’ représentent ceux des animaux nourris avec un régime obésogène pair-fed. Les 
auteurs ont mesuré, entre autres, la stéatose, plasmatiques, l’intolérance au glucose ainsi que des 
données plasmatiques de glucose à jeun, l’alpha-1-antichymotrypsine, l’apolipoprotéine A-VI et les 
triglycérides.  

+, - ou = : Supérieur, inférieur ou égal comparé aux animaux chow 
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physiologie intestinale a été identifié lorsqu’une interaction significative entre l’effet du régime et du 

rythme alimentaire était observée. 

Quels mécanismes pourraient expliquer pourquoi l’hyperphagie initiale est nécessaire à la 

régulation de la BEI et de l’endotoxémie?  

La période d’hyperphagie initiale à la consommation d’un régime obésogène est marquée par un 

nombre important de modifications métaboliques. Cette période est caractérisée par une perturbation 

des métabolismes du glucose et des lipides, une stéatose ainsi qu’une inflammation (Lee et al., 2011; 

Wiedemann et al., 2013; Williams et al., 2014). Williams et collaborateurs ont également utilisé la 

procédure de pair-feeding pour identifier l’effet de l’hyperphagie initiale dans l’initiation de ces 

troubles métaboliques, soit immédiatement (à la fin des 3 jours d’hyperphagie) ou à court-terme (à 1 

semaine, i.e. 4 jours après le retour à un ingéré normal) (Williams et al., 2014). Les principaux 

résultats comparant les animaux WDpf et WDal sont présentés dans le tableau 23. Certaines altérations 

du métabolisme sont spécifiques de la consommation ad libitum du régime WD pendant 3 jours, telles 

que la stéatose, l’augmentation de l’Apolipoprotéine-4 (impliquée dans la synthèse de chylomicrons) 

ou l’α-1 anti-chymotrypsin (une protéine de l’inflammation) qui ne sont pas retrouvées quand les 

animaux sont en pair-feeding pendant ces 3 jours. D’autres études se sont également intéressées aux 

changements métaboliques lors de cette phase de 3-4 jours d’hyperphagie sans contrôler l’impact de la 

surconsommation de lipides. Ainsi, l’introduction d’un régime obésogène entraine un pic de leptine 

après 3 jours de régime (Williams et al., 2014).Nous avons également mesuré la perméabilité au LPS 

dans l’iléon et le caecum ainsi que l’endotoxémie chez des animaux nourris avec un régime WD 

pendant 1, 2 ou 4 jours afin de caractériser plus précisément les conséquences intestinales de cette 

phase d’hyperphagie. Aucune perte de fonction de barrière intestinale ni d’augmentation de 

l’endotoxémie n’ont été observées (données préliminaires, Figure 30). Ces résultats nous suggèrent 

que l’hyperphagie initiale induit des perturbations du métabolisme des lipides et du glucose mais 

impacte peu la perméabilité intestinale au LPS.  

Dans un deuxième temps, Williams et collaborateurs ont observé l’impact des 3 jours d’hyperphagie à 

court terme en étudiant les animaux ad libitum ou en pair-feeding après une semaine de régime. 

Certains paramètres tels que l’intolérance au glucose restaient différents entre les animaux WD avec 

ou sans hyperphagie alors que d’autre devenaient similaires comme la quantité plasmatique d’ApoA-

IV (Tableau 23). Dans notre étude, l’absence d’hyperphagie induit, après une semaine de régime, une 

inflammation dans le caecum et l’iléon des rats WDpf relativement au WDal mais n’influence pas 

l’augmentation de la perméabilité caecale et iléale au LPS induite par la consommation du régime 

obésogène pendant 1 semaine (Données non publiées dans l’article 1, Figure 31).  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Effet de la consommation  d’un régime obésogène pendant 1,2 ou 4 jours 
sur la prise alimentaire, l’endotoxémie et la perméabilité au LPS. 

Des rats Wistar ont été nourris soit avec un régime standard  (Chow) ou avec un régime 
obésogène pendant 1 (HFD1),2 (HFD2) ou 4 jours (HFD4). La prise alimentaire (Kcal/jour) 
a été mesurée quotidiennement (A). La concentration plasmatique de LBP a été mesurée via 
un kit ELISA (B). Pour des raisons techniques, nous n’avons pas les valeurs de LBP des 
animaux HFD4. La perméabilité iléale (C) et caecale (D) au FITC-LPS a été mesurée en 
Chambre d’Ussing. 

Figure 32 : Perméabilité au LPS après une semaine de régime obésogène. 

Perméabilité iléale (A) et caecale (B) au LPS chez des rats nourris ad libitum avec un régime 
standard (Cal), western diet (WDal) ou pair-fed avec le régime standard (Cpf) ou western diet 
(WDpf) pendant 1 semaine.   
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Enfin, à plus long terme, l'absence d’hyperphagie initiale induirait une altération du métabolisme des 

lipides dans le foie (de Meijer et al., 2010). Cependant, le modèle d’étude utilisé dans cet article 

présente un biais important puisque les animaux WDpf avaient un apport énergétique inférieur tout au 

long de l’intervention comparé aux animaux WDal. Ainsi, les différences observées entre les deux 

groupes pourraient être uniquement le résultat d’une surconsommation de lipides et non un effet 

propre à l’hyperphagie initiale. Dans notre modèle, à long terme, les rats WDpf sans hyperphagie 

présentaient une augmentation de 100% de la perméabilité caecale au LPS, comparé aux animaux 

WDal avec hyperphagie. Plusieurs hypothèses de mécanismes expliquant ce résultat peuvent être 

émises. Tout d’abord, les rats WDpf pourraient présenter une diminution de la réabsorption d’AB 

associée à une augmentation de la synthèse d’AB comme suggéré par la diminution de l’expression 

génique d’ASBT au niveau iléal et l’augmentation de l’expression génique de Cyp7A1 au niveau 

hépatique. Ces modifications pourraient aboutir à une élévation de la quantité d’AB dans les contenus 

caecaux. Murakami et collaborateurs ont montré que la quantité d’AB dans le caecum est fortement 

corrélée à une augmentation de la perméabilité caecale (Murakami et al., 2016). Ainsi, le passage 

accru de LPS observé chez les animaux WDpf pourrait être la conséquence d’une trop grande quantité 

d’AB dans le contenu caecal. Cependant l’absence de modifications des perméabilités paracellulaire et 

transcellulaire au niveau du caecum suggère que cet effet des AB serait spécifique à la perméabilité au 

LPS. En l’absence de données définitives sur les mécanismes de passage transépithélial de LPS aux 

différents niveaux de l’intestin, cette hypothèse reste à confirmer. En plus de la détermination des 

voies de passage transépithélial du LPS, pour valider cette hypothèse d’un rôle des AB, il serait 

intéressant, dans un premier temps, de mesurer les concentrations d’AB dans les contenus intestinaux. 

Puis la deuxième étape serait de caractériser plus précisément le métabolisme des AB lors de 

l’hyperphagie.  

En addition de son rôle principal dans l’absorption des lipides, la bile permet également d’excréter le 

LPS du foie dans le duodénum pour qu’il soit évacué. Le passage iléal et caecal de LPS étant 

augmenté chez les animaux WDpf à 6 semaines, l’afflux de LPS au niveau hépatique est probablement 

également augmenté. Ainsi, on peut ainsi faire l’hypothèse que la synthèse d’AB serait élevée et la 

réabsorption diminuée, permettant d’accroître l’excrétion de LPS par la bile. Pour vérifier ces 

hypothèses, il serait dans un premier temps nécessaire d’étudier l’impact du LPS sur le métabolisme 

des AB via des modèles in vivo et in vitro. Dans un deuxième temps, après cannulation du canal 

cholédoque, la concentration de LPS pourrait être mesurée dans la bile afin d’évaluer la part de la 

détoxification du LPS par le système biliaire chez ces animaux WDpf.  
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Enfin, comme décrit dans le chapitre 5 de l’introduction bibliographique, il est commun d’observer 

une variabilité de réponse au régime obésogène chez le rongeur. Dans notre étude, nous avons observé 

une grande variabilité dans les valeurs de LPS plasmatique au sein du groupe WDpf. Deux sous-

groupes WDpf high endotoxémie et WDpf low endotoxémie ont pu être identifiés. Ces animaux présentaient le 

même phénotype à l’exception de l’abondance caecale des Protéobactéries qui était élevée chez les 

animaux LPShigh endotoxémie ainsi qu’une plus forte capacité de passage du LPS au niveau caecal. Ainsi, 

ces résultats suggèrent qu’une composition du microbiote délétère notamment élevée en 

Protéobactéries pourrait, en plus de la perte de fonction de barrière intestinale, participer à 

l’endotoxémie.  

Pour conclure, en ajoutant un groupe contrôle nous affranchissant des facteurs confondants de 

l’hyperphagie initiale, nous avons découvert que celle-ci pouvait être impliquée dans le 

développement de l’endotoxémie métabolique liée à la consommation d’un régime obésogène via un 

effet sur le passage transépithélial du LPS au niveau caecal. De plus, ce modèle de rat sans 

hyperphagie pourrait se révéler un modèle d’étude précieux pour avancer dans la compréhension de 

mécanismes de prise en charge du LPS et de l’endotoxémie métabolique.  

4) La physiologie des VANs peut-elle être modifiée par l’homéostasie intestinale ?  

Quel est l’impact d’un changement de microbiote sur la physiologie des VANs ?  

La régulation de la PA est le reflet d’une interaction entre le SNC et l’intestin. Plusieurs études ont 

montré que des modifications de l’homéostasie intestinale par notamment des perturbations du 

microbiote intestinal modifiait cette communication, entrainait des désordres centraux comme la 

dépression (Bravo et al., 2011) mais aussi des dérèglements de la PA via une action au niveau central 

(Norris et al., 2013; Alcock et al., 2014; Frost et al., 2014; Breton et al., 2016). Nous avons montré, 

dans l’article 2, que l’introduction d’un régime synthétique modifie la composition du microbiote 

intestinal et induit, de façon concomitante, une perte de sensibilité à la CCK. Ce parallèle a également 

était montré dans les études conduites par l’équipe d’Helen Raybould. Leurs travaux sur les rats 

Sprague-Dawley ont montré que les animaux OB-P présentaient une modification du microbiote ainsi 

qu’une perte de sensibilité à la CCK (de La Serre et al., 2010; de Lartigue et al., 2012). Cependant, ces 

résultats doivent être confirmés puisqu’ils ont été observés lors de deux expérimentations animales 

différentes. Plusieurs mécanismes expliquant cette relation entre microbiote et physiologie des VANs 

peuvent être suggérés. Tout d’abord, les bactéries du microbiote sont impliquées dans la digestion des 

protéines, or beaucoup d’AA sont les précurseurs de neurotransmetteurs. Ainsi, une modification de 

leur métabolisme pourrait impacter le SNC en modulant la synthèse endogène de neurotransmetteurs. 

Parmi les AA, l’aspartate, sous sa forme méthylée, active les récepteurs NMDA présents au niveau des 

synapses entre le nerf vague et le NTS et qui sont impliqués dans la transmission du signal satiétogène 

de la CCK  (Campos et al., 2013). Dans notre article 2, nous avons montré que les animaux ayant une 
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perte de sensibilité à la CCK, présentaient également une augmentation de la quantité d’aspartate dans 

les contenus caecaux appuyant ainsi notre hypothèse. De plus, le microbiote semble également être 

impliqué dans le développement des EEC et la production d’hormones intestinales puisque les souris 

GF présentent une diminution de la production de CCK de façon basale (Figure 34) (Duca et al., 

2012). Enfin, la dernière hypothèse est que le microbiote intestinal pourrait être à l’origine de la 

présence dans le sang de composés bactériens, tels que les LPS (Cf section suivante) qui pourraient 

modifier la régulation de la PA. Des études montrent que des bactéries particulières telles que des 

lactobacilles peuvent activer les fibres afférentes du nerf vague (Horii et al., 2013; Perez-Burgos et al., 

2013). L’originalité de nos résultats est de mettre en évidence que la composition du microbiote peut 

avoir un impact sur la régulation de la PA via le nerf vague. Cependant, nos travaux montrent un 

parallèle entre ces deux phénomènes mais en aucun cas de lien de cause à effet entre modulation du 

microbiote et modification physiologique des VANs. Pour cela, il serait intéressant, dans un premier 

temps, d’évaluer la sensibilité à la CCK de souris GF afin de s’assurer de l’implication du microbiote 

dans la régulation de la PA. Dans un deuxième temps, la composition du microbiote de souris 

conventionnelles pourrait être modulée par ajout de probiotiques ou d’antibiotiques afin d’observer les 

effets sur la régulation de la PA par le nerf vague. Enfin, par transplantation du microbiote d’animaux 

insensibles à la CCK à des souris GF, on serait capable d’évaluer le lien de cause à effet entre le 

microbiote intestinal et la sensibilité à la CCK.   

Quel est le rôle des LPS dans les modifications de la physiologie des VANs ?  

En plus d’altérer la physiologie de nombreux tissus tels que le foie, le muscle et le TA, les LPS 

probablement via l’induction de l’inflammation impactent également le fonctionnement des organes et 

tissus impliqués dans la régulation du comportement alimentaire.  Au niveau hypothalamique, il a été 

proposé que l’inflammation induite par la liaison du LPS avec TLR4 soit capable d’induire une 

résistance à la leptine (de Git et al., 2015). Ainsi, l’élévation de l’endotoxémie pourrait également être 

un facteur déclencheur de la résistance à la leptine des VANs observée lors de l’obésité. 

PTP1b, une nouvelle protéine impliquée dans le développement de la résistance à la leptine 

induit par les LPS dans les VANs ? 

En addition de SOCS3, une deuxième protéine inhibitrice de la signalisation de la leptine, PTP1b, a 

été identifiée comme facteur contribuant à la résistance à la leptine (Zabolotny et al., 2002). Plusieurs 

études ont montré son implication dans le développement de l’obésité et des troubles du comportement 

alimentaire via des modèles génétique de délétion pour cette protéine (Cheng et al., 2002; White et al., 

2009). De plus, TNF-α est capable d’induire le recrutement de NF-κB sur le promoteur du gène de 

PTP1b dans le TA (Zabolotny et al., 2008). Des inhibiteurs de PTP1b réduisent également l’induction 

de la signalisation d’IKKβ/NFκB suggérant une interaction forte entre inflammation et signalisation de 

la leptine via cette protéine.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 33 : Niveau protéique de CKK dans l’intestin de souris 
conventionnelles (NORM) et GF après une nuit de jeune.  

Les valeurs sont exprimées en moyenne ±SEM. ***P<0.001, comparé 
aux souris NORM.      De Duca et al, 
2012 



DISCUSSION GENERALE 

169 

 

Cependant, à la différence de SOCS3 où l’expression est mesurée suite à l’injection aigüe de leptine, 

les études sur PTP1b comparent son expression basale (Cheng et al., 2002; White et al., 2009). Ainsi, 

l’effet d’une injection aigüe de leptine sur l’expression de PTP1b n’est pas connu, que ce soit dans 

l’hypothalamus ou le ganglion noueux. Plusieurs résultats nous permettent néanmoins d’émettre une 

hypothèse. Tout d’abord, une étude de White et collaborateurs montre qu’une infusion chronique de 

leptine induit une augmentation de l’expression de PTP1b dans l’hypothalamus (White et al., 2009). 

Des résultats préliminaires obtenus durant mon séjour aux Etats-Unis tendent à montrer qu’une 

injection aigüe de leptine augmente l’expression de PTP1b dans l’hypothalamus et le ganglion noueux 

de rats standards (Figure 35).  

Comme montré pour SOCS3 dans l’hypothalamus, le LPS semble capable de stimuler l’expression 

hypothalamique de PTP1b (Borges Bde et al., 2015). En effet, des injections quotidiennes de LPS 

pendant 7 jours augmentent l’expression protéique basale de PTP1b dans l’hypothalamus associée à 

une résistance à la leptine dans cet organe (Borges Bde et al., 2015). De même, les résultats 

préliminaires obtenus dans l’article 3 nous suggèrent un effet similaire du LPS dans le ganglion 

noueux. Toutefois, la répétition de ces expérimentations est nécessaire pour confirmer ces résultats. 

Par ailleurs, les résultats également présentés dans l’article 3 et obtenus sur les animaux décrits dans 

l’article 2 montrent que l’expression protéique, de PTP1b au niveau des VANs ne serait pas différente 

au niveau basal entre les groupes recevant les régimes synthétiques et ayant une sensibilité à la CCK 

diminuée mais n’augmenterait pas en réponse à la leptine chez ces rats à la différence des rats 

contrôles (Figure 36). L’ensemble de ces données très préliminaires suggère un lien entre sensibilité à 

la CCK et expression de PTP1b. Afin d’approfondir ce lien et d’établir un parallèle entre 

l’augmentation de PTP1b dans les VANs et la perte de sensibilité à la CCK, il serait possible de 

mesurer la sensibilité à la CCK chez des animaux injectés avec du LPS pendant 7 jours. Injecter ces 

animaux avec de la leptine nous permettrait également de confirmer, d’une part, les effets de la leptine 

sur l’expression de PTP1b dans les VANS, mais également d’observer une possible altération de cette 

réponse à la leptine suite à une exposition chronique au LPS. Enfin, l’utilisation d’inhibiteurs de 

PTP1b nous permettrait de déterminer l’importance de cette protéine inhibitrice dans l’induction de la 

résistance à la leptine par le LPS dans les VANs et donc de la sensibilité à la CCK. La résistance à la 

leptine dans les VANS étant suffisante à l’induction de l’hyperphagie et de l’obésité chez la souris (de 

Lartigue et al., 2014), traiter les perturbations de la régulation de la PA, et plus particulièrement de la 

satiété, chez les obèses avec des inhibiteurs de PTP1b pourrait alors être un nouvel axe de traitement. 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figure 34 : Expression protéique de PTP1b dans l’hypothalamus (A) et le ganglion noueux 
(B) de rats chow injectés en intra-péritonéal avec du sérum physiologique ( 400µl) ou de la 
leptine (80ug/kg de poids).    

Les valeurs sont exprimées en moyenne ±SEM. Données issues de l’article 3 (non publiées). 

A B 

Figure 35: Expression protéique de PTP1b dans l’hypothalamus (A) et le ganglion noueux (B) de rats 
chow, HFC, LFC, HFI, LFI (résumé en régime synthétique) injectés en intrapéritonéae avec du sérum 
physiologique ou de la leptine (80ug/kg de poids).    

Les valeurs sont exprimées en moyenne ±SEM. Données issues de l’article 3 (non publiées). 
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Lien avec l’endotoxémie métabolique ?    

Les deux études qui ont suggéré l’implication du LPS dans le développement de la résistance à la 

leptine au niveau des VANs, ont utilisé soit un modèle in vitro (culture de ganglions noueux), soit un 

modèle de rats implantés avec des mini-pompes délivrant du LPS (de Lartigue et al., 2011; de La 

Serre et al., 2015). Un parallèle entre endotoxémie et perte de sensibilité à la CCK a également était 

montré chez les rats Sprague-Dawley OB-R et OB-P (de La Serre et al., 2010; de Lartigue et al., 

2012). Cependant, une fois de plus, ces résultats proviennent de deux études séparées et il nous 

semblerait nécessaire de les confirmer dans la même expérimentation. Aucune étude in vivo n’a 

montré sur le même modèle à la fois une endotoxémie métabolique et une résistance à la leptine au 

niveau des VANs. Les résultats obtenus dans l’article 3, obtenus sur les animaux décrits dans l’article 

1 (C, WDal et WDpf high endotoxemia) ne montrent aucun effet de l’endotoxémie métabolique sur les 

expressions géniques basales de PTP1b et SOCS3 au niveau du ganglion noueux. Dans l’article 2, les 

rats HFC ont été nourris pendant 8 semaines avec un régime obésogène, suggérant que ces animaux 

présentaient une endotoxémie métabolique, même si celle-ci n’a pas été mesurée. Nos données 

préliminaires (n=2 pour le groupe HFC) montrent que l’expression protéique de PTP1b dans les 

ganglions noueux au niveau basal était similaire entre les animaux HFC et Chow. En revanche, en 

réponse à une injection de leptine, les rats chow présentaient une augmentation de l’expression 

protéique de PTP1b à la différence des animaux HFC dont l’expression était similaire avec ou sans 

injection de leptine. De plus, ces résultats ont été également montrés au niveau hypothalamique 

(Données non publiées). Ces résultats préliminaires nous suggèrent que l’endotoxémie métabolique 

pourrait moduler l’expression de PTP1b en réponse à une injection de leptine et donc être impliquée 

dans la résistance à la leptine au niveau des VANs.   

Pour conclure, le LPS à forte dose pourrait induire une augmentation basale de l’expression protéique 

de PTP1b au niveau du ganglion noueux. En revanche, le LPS à faible dose perturberait le 

rétrocontrôle de PTP1b en réponse à la leptine et probablement provoquerait de façon chronique une 

résistance à la leptine.  

 

 

 

 

 



 

   

Figure 36 : Schéma général de thèse 
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Conclusion 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons cherché à comprendre comment l’endotoxémie 

métabolique pouvait résulter d’une altération de l’homéostasie intestinale. Nous avons également tenté 

de comprendre comment des perturbations de l’homéostasie intestinale et la présence de  LPS  dans le 

système circulatoire,  pouvaient modifier la voie de signalisation de l’hormone satiétogène majeure, la 

CCK, en interaction avec la leptine. Le but à long-terme de ce travail était d’avancer dans les 

connaissances sur la dérégulation de la satiété chez les obèses, une diminution de ces signaux de 

satiété envoyés au SNC conduisant à une augmentation de la PA perpétuant ainsi l’obésité.  

Les résultats de l’article 1 montrent que, chez le rat, l’endotoxémie métabolique induite par la 

consommation d’un régime synthétique obésogène pourrait résulter d’une augmentation du niveau de 

bactéries Gram-négative, porteuses de LPS, dans les contenus caecaux. D’autre part, la consommation 

d’un régime synthétique obésogène pendant 6 semaines augmenterait le passage de LPS à travers 

l’iléon. Nous avons émis deux hypothèses pour expliquer cette altération de la barrière intestinale : une 

élévation de la sécrétion de mucus pouvant conduire à la formation de GAP qui laisserait passer les 

LPS ou une perturbation du métabolisme des acides biliaires qui augmenterait la quantité d’AB dans la 

lumière intestinale et altèrerait la BEI. Ainsi, ces résultats ouvrent sur de nouvelles pistes 

thérapeutiques afin de limiter l’endotoxémie métabolique et donc l’obésité (Figure 36).  

Les résultats de l’article 2 montrent que la consommation d’un régime synthétique, indépendamment 

de la teneur en lipides du régime, altérerait le métabolome caecal. Ces résultats questionnent bien 

évidemment sur la part d’implication du taux élevé de lipides, de l’introduction d’un régime 

synthétique ou de l’obésité dans les modifications de la prise en charge intestinale du LPS observés 

dans l’article 1. Cependant, cet article montre clairement que modifier le microbiote intestinal par 

l’alimentation altère profondément la sensibilité à la CCK des animaux. Cette diminution de sensibilité 

ne serait pas due au taux de lipides de l’aliment ni au statut d’obésité des animaux (Figure 36). 

Une fois dans le sang, les LPS peuvent avoir des conséquences néfastes sur le fonctionnement de 

nombreux organes y compris le nerf vague. Il est connu dans la littérature que, chez le rat, les LPS 

peuvent stimuler l’expression de SOCS3, un inhibiteur de la signalisation de la leptine dans le nerf 

vague. Nous avons montré dans l’article 3, que les LPS à forte dose pouvaient induire une 

augmentation de l’expression protéique basale de PTP1b, un deuxième inhibiteur de la signalisation de 

la leptine dans les VANs. Des défauts d’induction de PTP1b dans les VANs en réponse à la leptine et 

parallèle à la diminution de la sensibilité à la CCK semblent également apparaitre chez des animaux 

dont l’homéostasie intestinale est perturbée. Même si l’ensemble de ces résultats sont à confirmer, 
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nous avons ainsi soulevé une deuxième piste thérapeutique : la résistance à la leptine induite par les 

LPS, au niveau du nerf vague pourrait être limitée en ciblant spécifiquement PTP1b..   

En conclusion, ce travail de thèse a permis d’avancer dans la compréhension des mécanismes liant 

perturbation de l’homéostasie intestinale et régulation de la PA et suggère de nouvelles pistes de 

recherche pouvant à terme aboutir à des nouvelles thérapies pour limiter les défauts de régulation de la 

PA observée dans l’obésité.  
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Perspectives 

Les perspectives de ce travail s’articulent autour de trois grandes questions. 

1) Quel est l’implication du taux de lipides, de l’obésité ou de la consommation d’un régime 
synthétique sur les mécanismes de prise en charge des LPS altérés lors de l’obésité ?  

Comme décrits dans ma discussion générale, les récents résultats publiés sur l’impact de la 

consommation d’un régime synthétique (avec faible ou fort taux de lipides) sur le métabolisme 

questionnent sur l’interprétation des données obtenues dans l’article 1. Ainsi, il serait nécessaire 

d’évaluer l’implication du taux de lipides, de la consommation d’un régime synthétique et de l’obésité 

sur les différents paramètres identifiés comme facteurs clés dans le développement de l’endotoxémie 

métabolique. Pour répondre à ces questions,  une nouvelle expérimentation animale est essentielle. 

Des rats sprague-dawley pourraient être nourris avec 3 régimes différents : régime standard 

d’animalerie, régime synthétique à faible taux de lipides et régime synthétique obésogène à fort taux 

de lipides. Afin de déterminer l’implication de l’obésité, des rats sprague dawley OB-P et OB-R 

consommant le même régime synthétique obésogène pourraient être utilisés. Grâce à ce nouveau 

design expérimental, nous serions alors capables d’éliminer les facteurs confondants liés à l’utilisation 

de régime synthétique mais également d’identifier l’impact de l’obésité dans l’induction de 

l’endotoxémie métabolique. In fine, ce travail s’insère dans une problématique de santé humaine, il 

sera alors crucial de confirmer ces résultats chez l’homme. En fonction des résultats obtenus, des 

biopsies d’iléon pourraient être réalisées  chez des hommes obèses ou consommant un régime 

obésogène.  La perméabilité au LPS, la sécrétion de mucus et l’expression d’AMPs pourraient alors 

être mesurées sur ces échantillons.  

2) Comment empêcher l’endotoxémie métabolique pour limiter les troubles du comportement 
alimentaire ?  

Les résultats obtenus dans l’article 2 montrent qu’une modification du microbiote est associée à une 

perturbation de la régulation de la satiété par le système leptine-CCK au niveau des VANs. En 

parallèle, l’équipe d’Helen Raybould montre que les LPS sont des inducteurs potentiels de la 

résistance à la leptine des VANs. Limiter l’endotoxémie métabolique pourrait donc réduire l’altération 

du système leptine-CCK.  Les résultats de l’article 1 montrent que l’iléon semble être un site intestinal 

particulièrement important dans l’induction de l’endotoxémie métabolique. Afin de limiter le passage 

trans-épithélial de LPS de la lumière intestinale au compartiment sanguin, une étape importante serait 

de déterminer plus spécifiquement les voies de passage des LPS à travers l’iléon. D’après les travaux 

d’Howe, les LPS seraient capables de travers l’intestin via les cellules à mucus, une fois le mucus 

sécrété. Pour confirmer ces travaux, des tissus intestinaux pourraient être montés en chambres 

d’Ussing et stimulés avec de l’acétylcholine afin de provoquer la sécrétion de mucus. Ainsi, il nous 

serait possible de comparer le passage iléal de LPS selon la sécrétion de mucus. De la même manière, 
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in vitro, le passage de LPS à travers des cellules intestinales épithéliales stimulés ou non avec de 

l’acétylcholine pourra être mesuré grâce à l’utilisation de co-culture de lignée cellulaire unissant des 

cellules à mucus (HT29-MTX) et des cellules d’intestin grêle (Caco2). En comprenant la voie 

spécifique de passage du LPS à travers l’iléon, des outils pourraient être développés pour limiter sa 

translocation.  

De façon plus générale, nous avons montré dans l’article 1 que l’homéostasie intestinale était un 

facteur clé dans l’induction de l’endotoxémie métabolique.  En modulant ce facteur, il serait alors 

possible de limiter l’endotoxémie métabolique et les dérégulations de la satiété qui lui sont associées. 

En utilisant l’inuline comme modulateur de l’homéostasie intestinale nous avons montré que, dans nos 

conditions expérimentales, ce probiotique n’était pas réellement efficace sur le restauration du 

métabolome caecal et probablement pas sur l’endotoxémie métabolique. En effet, l’inuline agit 

principalement au niveau du gros intestin  alors que les données de l’article 1 suggèrent  que l’intestin 

grêle est le site intestinal à cibler. Chez le rat, on sait que l’iléon est riche en actinobactéries par 

rapport au gros intestin, ainsi l’utilisation de bidifidobactéries comme probiotique pourrait être un 

choix judicieux. Par ailleurs, ces bactéries  ont un effet bénéfique sur la barrière intestinale chez le rat. 

Il serait ainsi intéressant d’identifier une espèce de bifidobactéries et de conduire une nouvelle étude 

comparant des animaux  Chow, LF, HF, HF+bidifidobacterium pour mesurer l’endotoxémie ainsi que 

la réponse à la CCK.  

3) La protéine PTP1b a-t-elle un rôle prédominant dans la résistance à la leptine induite par 
les LPS ?  

Les résultats présentés dans l’article 3 sont préliminaires, il serait tout d’abord nécessaire de répéter les 

expérimentations afin de confirmer les données obtenues. Des observations supplémentaires 

pourraient toutefois être réalisées. Après 7 jours d’injection quotidienne de LPS, les animaux 

pourraient être injectés soit avec du sérum physiologique soit avec de la leptine afin d’étudier le 

rétrocontrôle de la leptine via PTP1b dans ce modèle de sur-expression de PTP1b. Dans le but 

d’évaluer si une élévation de l’expression de PTP1b peut induire une résistance à la leptine et donc une 

perte de sensibilité à la CCK, des animaux ayant reçus une injection quotidienne de LPS pendant 7 

jours pourraient être soumis à un test de sensibilité à la CCK. Pour appuyer ces données, des 

inhibiteurs de PTP1b pourraient également être injectés lors des tests de sensibilités à la CCK. 

L’ensemble de ces données nous permettrait d’évaluer le rôle de PTP1b dans la résistance à la leptine 

induite par les LPS . 
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Axe intestin-cerveau et régulation de la satiété chez l’obèse : 
étude de l’origine de l’endotoxémie métabolique et de son rôle 
sur la physiologie du nerf vague dans un modèle d’obésité in-
duite par un régime occidental chez le rat.

Véritable enjeu de santé publique, l’obésité et ses complications 
seraient la conséquence d’un état infl ammatoire chronique de 
bas-grade qui pourrait résulter de la présence dans le sang de 
composés bactériens, les lipopolysaccharides (LPS), état appelé 
endotoxémie métabolique. Le premier objectif de cette thèse était 
de comprendre pourquoi les LPS, initialement contenus dans le 
microbiote, sont capables de traverser l’intestin et d’entrer dans 
le système sanguin. Mon second objectif était d’étudier l’impact 
de la composition du microbiote dans le contrôle de la satiété par 
le nerf vague, lien de communication entre l’intestin et le cerveau. 
Pour cela, un modèle de rats soumis à un régime obésogène a 
été utilisée. Mes travaux ont montré que la consommation d’un 
régime obésogène induisait une perte de la fonction de barrière 
intestinale au niveau de l’iléon caractérisée par une baisse des 
défenses mucosales et une augmentation de la perméabilité au 
LPS. L’obésité est également caractérisée par une altération du 
comportement alimentaire, avec notamment une réduction de 
la sensibilité aux signaux de satiété. Nous avons montré que 
ni l’obésité ni le pourcentage de lipides du régime n’étaient 
responsables de cette perte de sensibilité aux signaux de satiété 
mais que l’altération du microbiote en serait le contributeur 
principal. Ainsi, l’endotoxémie métabolique serait le résultat 
d’une augmentation du passage transepithelial de LPS, qui, une 
fois dans le sang, pourraient atteindre, entre autres, le nerf vague 
où ils perturberaient les signaux intestinaux de satiété.

Gut-brain axis and the regulation of satiety during obesity : Study of 
metabolic endotoxemia origin and its role on vagus nerve physiology 
in a rat model of diet-induced obesity. 

A real public health issue, obesity and its associated metabolic and 
behavioral disorders are the consequences of a state of low grade 
chronic infl ammation that might originate from the presence in host 
plasma of gut-derived bacteria components, lipopolysaccharides 
(LPS). This present state is called metabolic endotoxemia. The fi rst 
aim of my thesis was to understand why, in diet-induced obesity 
(DIO), LPS initially contained in the gut lumen, are able to cross the 
intestine and enter into the circulatory system. My second aim was 
to investigate the effect of gut microbiota composition and LPS on 
the satiety regulation by the vagus nerve, the main communication 
pathway between the gut and the brain. To answer these questions, 
we have mainly used a DIO rat model. We showed that consumption 
of WD induced a loss of ileal barrier function characterized by 
a reduction in mucosal defenses associated to elevated LPS 
permeability. Obesity is also characterized by an alteration in feeding 
behavior including a decreased sensitivity to intestinal satiety signals. 
We showed that neither obesity nor the lipid percentage of the diet 
triggers loss of sensitivity to satiety signals but that gut microbiota 
alterations could rather be the main driver. Hence, metabolic 
endotoxemia could result from an increased transepithelial passage 
of LPS, which once spread in the blood could reach, among other 
things, the vagus nerve where they could disrupt intestinal signals 
of satiety. 

Keywords: Metabolic endotoxemia, Obesity, Rats, Vagal afferent 
neurons, Lipopolysaccharides, ntestine 

Mots-clefs : endotoxémie métabolique, obésité, rats, nerf vague, 
lipopolysaccharides, intestin


