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Résumé 

Notre travail de thèse avait pour objet l’étude du potentiel anti-diabétique des urolithines A, 
B, C et D, métabolites de polyphénols formés par le microbiote colique à partir des tanins de 
l’acide ellagique (présents notamment dans la grenade et les noix). 

Notre travail a permis de décrire les effets des urolithines sur différents modèles 
expérimentaux : 

Sur un modèle de cellules β insulino-sécrétrices (lignée INS-1), les urolithines induisent 
une amplification concentration-dépendante de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. 
Elles amplifient l’effet d’autres sécrétagogues comme un analogue du GLP-1 ou une 
sulfonylurée (médicaments utilisés dans le diabète). Les urolithines sont également capables 
de stimuler la sécrétion d’insuline sur des cellules β ne répondant plus au glucose du fait 

d’une gluco-toxicité. 
L’effet insulino-sécrétoire des urolithines a été confirmé sur îlots de Langerhans isolés. 
L’urolithine C étant apparue comme le composé le plus prometteur, nous avons poursuivi 

la caractérisation de son activité sur un modèle ex vivo mimant la situation physiologique, le 
pancréas isolé perfusé. Alors que l’effet sécrétoire de l’urolithine C n’apparaît pas en présence 

de 5 mM de glucose, l’urolithine C (20 µM) amplifie la sécrétion d’insuline dans des 

conditions de stimulation modérée de la sécrétion d’insuline par le glucose (8,3 mM). Cet 
effet est strictement dépendant du glucose, la sécrétion d’insuline retournant immédiatement à 

son niveau basal lors du passage de 8,3 à 5mM de glucose en présence d’urolithine C. 
D’un point de vue mécanistique, il semblerait que l’effet insulino-sécrétoire de l’urolithine 

C soit médié par une augmentation de la sensibilité et de l’ouverture des canaux calciques de 
type L. 

Des études de pharmacocinétique ont permis de mettre au point une méthodologie de 
dosage plasmatique de l’urolithine C dans le plasma de rat par chromatographie liquide / 

ionisation electrospray /spectrographie de masse en tandem. Cette méthodologie a été 
appliquée à une première étude pharmacocinétique chez le rat après injection de 10 mg/kg 
d’urolithine C par voie intra-péritonéale. Cette étude montre notamment que le profil 
pharmacocinétique suit un modèle à 3 compartiments et suggère un stockage tissulaire du 
composé. 

Notre première approche pharmacologique in vivo suggère que l’urolithine C pourrait 
avoir un effet de type « insulino-sensibilisant » évoqué à la fois lors des IPGTT par la 
réduction de l’insulinémie sans augmentation de la glycémie, ainsi que par l’effet 

prolongateur de la durée de vie du ver C. elegans, suggérant un mécanisme d’action lié à la 

stimulation de la voie AMPK.  
Des études plus approfondies seront nécessaires pour conforter cette hypothèse. 
 

 

Mots clés : diabète, métabolites de polyphénols, urolithines, cellule β. 
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J’ai réalisé ma thèse au sein de l’Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM), CNRS-

UMR 5247 de Montpellier, au laboratoire de pharmacologie sous la direction des Professeurs 

Catherine Oiry et Gérard Cros. L’une des thématiques du laboratoire est d’identifier des 

molécules d’origine alimentaire (en particulier les polyphénols) qui seraient capables de 

protéger ou de restaurer la fonctionnalité de la cellule β pancréatique altérée au cours du 

diabète de type 2. 

Le diabète de type 2 est une maladie chronique qui résulte d’une anomalie du métabolisme 

glucidique. Le diabète est le premier facteur de décès par maladies cardio-vasculaires ainsi 

que la première cause d’amputation et de cécité.  Il s’agit d’un véritable problème de santé 

publique qui touche près de 380 millions de personnes dans le monde. Selon la Fédération 

Internationale du Diabète, la population du globe comptera 592 millions de diabétiques à 

l’horizon 2035 (dont plus de 90% de diabétiques de type 2).   

L’histoire naturelle du diabète de type 2 correspond à une augmentation progressive de la 

glycémie qui va atteindre puis dépasser les seuils définissant le diabète (glycémie à jeun > 

1.26 g/L). La physiopathologie du diabète de type 2 est caractérisée par une réduction de la 

sensibilité des tissus-cibles à l’action de l’insuline, associée à une incapacité des cellules β 

pancréatiques à compenser cette baisse de sensibilité par une sécrétion d’insuline appropriée. 

L’hyperglycémie chronique qui en résulte est responsable d’une glucotoxicité induisant un 

stress oxydatif, notamment au niveau des tissus-cibles de l’insuline et des cellules β insulino-

sécrétrices, ce qui va accroitre l’insulino-résistance et aggraver le déficit sécrétoire en 

réduisant la masse cellulaire β.  

Actuellement, il n’existe aucun traitement curatif du diabète type 2. Les médicaments 

disponibles ont pour objectif de normaliser la glycémie afin d’éviter la survenue de 

complications liées à l’hyperglycémie chronique. Cependant, il n’existe pas de traitement 

idéal en raison de possibles effets indésirables (tels que des crises d’hypoglycémie), et d’une 

perte progressive de l’efficacité des anti-diabétiques qui va nécessiter des associations 

médicamenteuses. La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques ou de nouveaux 

médicaments reste nécessaire. 

Plusieurs études ont identifié les polyphénols (métabolites secondaires présents dans les 

végétaux et consommés par l’Homme) comme des molécules naturelles capables de présenter 

des activités antidiabétiques. Ces études, réalisées in vitro et in vivo, suggèrent en effet que les 
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polyphénols pourraient améliorer le métabolisme glucidique notamment en améliorant la 

sensibilité à l’insuline, en stimulant la sécrétion d’insuline et en protégeant la cellule β.  

Sur le plan pharmacocinétique, les polyphénols sont en grande majorité détectés au niveau 

plasmatique, tissulaire et urinaire sous forme de métabolites, suggérant le rôle majeur de ces 

métabolites dans les effets-santé qui leur sont attribués. C’est pourquoi la recherche des effets 

biologiques des métabolites de polyphénols a été très active. 

Avant mon arrivée au laboratoire, un screening de l’activité insulino-sécrétoire de 30 

métabolites de polyphénols avait été réalisé sur la lignée cellulaire β INS-1. Cette étude avait 

identifié 4 métabolites amplifiant la sécrétion d’insuline induite par le glucose : les urolithines 

A, B, C et D. 

L’objectif de ma thèse a donc été, dans un premier temps, de mieux caractériser in vitro les 

effets insulino-sécrétoires des urolithines, afin de déterminer plus précisément leurs activités 

antidiabétiques potentielles en condition physiologique et en condition de stress oxydant. 

Dans un deuxième temps, après avoir sélectionné l’urolithine C comme étant le composé le 

plus prometteur, nous avons approfondi sa connaissance par l’étude de ses effets sur un 

modèle ex vivo, le pancréas isolé perfusé, de son devenir pharmacocinétique in vivo, de son 

activité régulatrice de la glycémie et de l’insulinémie chez l’animal non diabétique et de ses 

effets sur le modèle in vivo de Caenorhabditis elegans. 

 

Ce travail est divisé en trois parties :  

Une première partie bibliographique dans laquelle nous aborderons les thèmes suivants :  

· Physiologie de la cellule β et sécrétion d’insuline ; 

· Physiopathologie du diabète de type 2 ; 

· Polyphénols et leurs métabolites (urolithines). 

Cette partie bibliographique sera complétée par la revue bibliographique publiée en 2015 dans 

Phytochem. Rev. intitulée : 

« Protection of pancreatic β-cell function by dietary polyphenols » par Margherita Dall’Asta.  

Morgane Bayle, Jérémie Neasta, Francesca Scazzina, Renato Bruni, Gerard Cros, Daniele Del 

Rio et Catherine Oiry. 
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Une deuxième partie expérimentale dans laquelle nous présenterons les résultats sous la 

forme de deux articles et d’un chapitre de résultats complémentaires :  

· Article 1 : « The ellagitannin metabolite urolithin-C is a glucose-dependent regulator 

of insulin secretion through L-type calcium channel activation ». 

· Article 2 : « Development and validation of a liquid chromatography-electrospray 

ionization-tandem mass spectrometry method for the determination of urolithin C in 

rat plasma and its application to a pharmacokinetic study » publié en 2016 dans 

Journal of Pharmaceutical et Biomedical Analysis. 

· Résultats complémentaires in vivo :  

- Tests de tolérance au glucose chez le rat Wistar après une injection en aigu de 

l’urolithine C par voie intra-péritonéale. 

- Effet de l’urolithine C sur la modulation de la longévité de Caenorhabditis 

elegans. 

 

Nous terminerons ce travail par une Discussion et Conclusion générale. 
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Chapitre 1 : La physiologie de la cellule beta pancréatique 

1.1. Le pancréas 

Le pancréas est un organe situé dans la cavité abdominale en position rétro péritonéale. Sur le 

plan anatomique, il est composé de droite à gauche de quatre parties :  

· La tête, partie la plus large et située dans le cadre duodénal, 

· L’isthme ou le col, qui sépare la tête du corps, 

· Le corps oblique vers le haut, la gauche et l’arrière, 

· La queue, qui se prolonge dans la même direction que le corps jusqu’à la rate. 

Cet organe est à la fois une glande exocrine et endocrine.  

Le pancréas exocrine représente 98 % du poids total du pancréas. Il est composé de cellules 

acineuses formant des acini, responsables de la production du suc pancréatique. Ce liquide 

biologique composé de bicarbonates et d’enzymes (protéolytiques, lipolytiques et 

glycolytiques) est déversé par le canal pancréatique dans le duodénum et joue un rôle dans la 

digestion. 

Le pancréas endocrine constitue 2 % du poids total du pancréas. Il est impliqué dans la 

synthèse et la libération d’hormones régulatrices de l’homéostasie glucidique. L’activité 

endocrine est médiée par les cellules des îlots de Langerhans. 

1.2. Les îlots de Langerhans 

Les îlots de Langerhans sont des amas de cellules endocrines dispersés dans la partie 

exocrine. Ils sont composés principalement de quatre types cellulaires (figure 1) : 

· Les cellules β sécrétrices d’insuline (hormone hypoglycémiante),  

· Les cellules α sécrétrices de glucagon (hormone hyperglycémiante)  

· Les cellules δ sécrétrices de somatostatine (hormone inhibitrice de la sécrétion 

d’insuline et de glucagon), 

· Les cellules PP sécrétrices du polypeptide pancréatique. 

D’autres cellules nommées cellules ε et sécrétant la ghréline ont été décrites plus tardivement 

(Wierup et al., 2002). 
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Figure 1 : Structure d’un îlot de Langerhans de rat (Bilous and Donnelly, 2014). 

La distribution et l’abondance de chaque type cellulaire est variable en fonction des espèces 

(Steiner et al., 2010) . Chez le rat et la souris, les cellules β représentent 60 à 80 % de la 

masse insulaire et se trouvent au cœur de l’îlot. Les cellules α (15 à 20 %), les cellules δ 

(moins de 10 %) et les cellules PP (moins de 1 %) sont situées à la périphérie (figure 2).  

Chez l’Homme, les cellules β sont moins nombreuses (environ 50 %) et les cellules α sont 

présentes en plus grand nombre (30 à 40 %). Les cellules δ représentent moins de 10 % et les 

cellules PP sont très peu présentes. A la différence des rongeurs, tous les types cellulaires sont 

présents à la fois au centre et au pourtour de l’îlot (Brissova et al., 2005; Ionescu-Tirgoviste et 

al., 2015; Steiner et al., 2010) (figure 2). 

Les îlots de Langerhans sont richement vascularisés et reçoivent au moins 10 % du flux 

sanguin irriguant le pancréas. Les vaisseaux pénètrent au cœur des îlots et permettent aux 

hormones sécrétées d’avoir un effet paracrine et endocrine. Les îlots sont aussi innervés par 

les fibres du système sympathique et parasympathique pouvant ainsi contrôler la 

fonctionnalité des cellules.  



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 

19 

 

Figure 2 : Architecture d’un îlot humain (à gauche) et d’un îlot de souris (à droite) 

(adapté de Brissova et al., 2005). (cellules β, vert ; cellules α, rouge ; cellules δ, bleu) 

1.3.  La cellule β pancréatique 

1.3.1. Hétérogénéité de la masse cellulaire β 

Les cellules β ont longtemps été considérées comme une population homogène bien que des 

études suggéraient la présence d’une hétérogénéité fonctionnelle (Pipeleers, 1992; Schuit et 

al., 1988). Récemment, des études ont montré l’existence de sous-types de cellules β.  

En effet, des cellules β immatures fortement prolifératives ainsi que des cellules β matures 

quiescentes ont été identifiées à l’intérieur des îlots humains. La présence de la protéine 

Flattop (Fltp) semble être un marqueur de la transition des cellules immatures vers des 

cellules matures (Bader et al., 2016).  

Dernièrement, des cellules β immatures appelées cellules Hubs (10 % de la masse cellulaire 

β) ont été identifiées dans des îlots humains et de souris comme étant des cellules permettant 

de synchroniser la sécrétion d’insuline de l’ensemble des cellules β matures. Grâce à un rôle 

« pacemaker », elles orchestrent la réponse au glucose des cellules β sécrétrices d’insuline 

(Johnston et al., 2016). 

En parallèle, une équipe de chercheurs a démontré l’existence de quatre sous-types de cellules 

β (β1-4) identifiables par l’expression différentielle de deux marqueurs de surface : CD9 (une 

glycoprotéine) et ST8SIA1 (un glycosphingolipide) (Dorrell et al., 2016). Leur rôle est 

inconnu dans la cellule β. Il semblerait que les cellules β1 (CD9- / ST8SIA1-) soient les plus 
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abondantes avec une faible sécrétion basale d’insuline et une forte sécrétion d’insuline induite 

par le glucose. Les cellules du sous-type β4 (CD9+ / ST8SIA1+) seraient les moins 

nombreuses avec un comportement sécrétoire inverse (Dorrell et al., 2016). Aucun lien n’a été 

effectué entre ces sous-types cellulaires et leur état de maturité. Il se pourrait que le sous-type 

β4, ayant une faible sécrétion d’insuline en présence de glucose, corresponde finalement à des 

cellules quiescentes (Bonner-Weir and Aguayo-Mazzucato, 2016) (figure 3). 

 

Figure 3 : Hypothèse de l’existence de sous-types de cellules β (Bonner-Weir and Aguayo-

Mazzucato, 2016) 

1.3.2. Structure et biosynthèse de l’insuline 

L’insuline est un peptide de 51 acides aminés dont le poids moléculaire est de 5,8 kDa. Elle 

est composée de deux chaînes : la chaîne A de 21 acides aminés et la chaîne B de 30 acides 

aminés. Ces chaînes sont reliées entre elles par deux ponts disulfures. Un troisième pont est 

présent sur la chaîne A.  

Le gène de l’insuline code pour un précurseur de 110 acides aminés : la pré-pro-insuline de 

11,5 kDa. Celle-ci comporte une partie N-terminale majoritairement hydrophobe qui interagit 

avec un complexe : Signal Recognition Particle (SRP). Le SRP facilite le passage de la pré-

pro-insuline dans la lumière du réticulum endoplasmique dans lequel elle subit des étapes de 

maturation. Des enzymes protéolytiques clivent la séquence signal, formant ainsi la pro-
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insuline constituée des chaînes A et B de l’insuline et reliées entre elles par le peptide C. La 

pro-insuline est ensuite transportée dans l’appareil de Golgi où elle entre dans des vésicules 

de sécrétion immatures. Elle y sera clivée pour libérer le peptide C. Les vésicules deviennent 

ensuite des vésicules matures lisses. L’insuline présente dans ces granules forme des cristaux 

(structure hexamérique) constitués de six monomères d’insuline reliés au centre par deux 

atomes de zinc (Li, 2014). 

1.3.3. Action de l’insuline 

L’insuline est une hormone qui régule le stockage des nutriments dans le foie, le muscle et le 

tissu adipeux. Elle agit sur le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines à travers 

l’activation du récepteur de l’insuline. Ce récepteur membranaire à activité tyrosine kinase est 

composé de deux sous-unités α et de deux sous-unités β. Lorsqu’il est activé, il phosphoryle et 

recrute différents substrats protéiques de la famille des Insulin Receptor Substrate (IRS). Leur 

phosphorylation s’effectue sur les résidus tyrosine et favorise l’activation de deux voies de 

signalisation principales :  

- La voie de la PI-3 kinase (phosphatidylinositol-3 kinase) /Akt qui joue un rôle 

essentiel dans les actions métaboliques de l’insuline et dans le transport d’ions, 

- La voie des MAPK qui est essentiellement impliquée dans la différentiation et la 

prolifération cellulaire. 

L’action de l’insuline est strictement anabolique et intervient dans le métabolisme des 

glucides, lipides et protéines (Dimitriadis et al., 2011).  

Au niveau du métabolisme du glucose, son action hypoglycémiante fait intervenir différents 

mécanismes : 

- Elle augmente l’entrée du glucose à l’intérieur des cellules musculaires et des 

adipocytes en stimulant la translocation de son transporteur GLUT-4 à la membrane 

plasmique. 

- Elle augmente la glycolyse dans le muscle squelettique et le tissu adipeux en stimulant 

l’activité de l’hexokinase et de la 6-phosphofructokinase. 

- Elle favorise le stockage du glucose en stimulant la synthèse de glycogène 

(glycogénogenèse) dans le muscle, le tissu adipeux et le foie. 
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- Au niveau du foie, elle inhibe la dégradation du glycogène (glycogénolyse) et la 

formation de glucose (néoglucogenèse) à partir de résidus non glucidiques comme les 

acides aminés ou le glycérol. 

Au niveau du métabolisme des lipides, l’insuline favorise le stockage des graisses via 

plusieurs mécanismes : 

- Elle inhibe la lipolyse dans le tissu adipeux et diminue par conséquent le taux d’acides 

gras libres circulants. 

- Elle diminue le taux de lipoprotéines de très faible densité (VLDL) impliquées dans le 

transport des lipides du foie vers d’autres tissus. 

- Elle diminue l’oxydation des acides gras dans les cellules musculaires et les 

hépatocytes. 

- Elle stimule la synthèse de cholestérol hépatique. 

Au niveau du métabolisme des protéines, cette hormone agit à différents niveaux :  

- Elle favorise le transport de certains acides aminés dans les tissus. 

- Elle augmente la synthèse de protéines dans le muscle, le tissu adipeux et le foie. 

- Elle diminue la dégradation des protéines au niveau des muscles squelettiques. 

1.3.4. Contrôle physiologique de la sécrétion d’insuline 

1.3.4.1. Sécrétion basale d’insuline 

A l’état basal, les cellules β sécrètent l’insuline selon un mode pulsatile. L’oscillation de 

l’insulinémie permet de prévenir l’internalisation du récepteur de l’insuline et le 

développement de l’insulino-résistance (Gilon et al., 2002). Cette sécrétion présente des 

oscillations environ toutes les 15 minutes, associées à des oscillations plus amples et plus 

lentes dont la périodicité est d’environ 120 minutes (Lefèbvre et al., 1987). 

1.3.4.2. Régulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose 

Le glucose est le principal stimulant de la sécrétion d’insuline. La sécrétion d’insuline induite 

par le glucose présente un profil sécrétoire biphasique. Cette caractéristique est retrouvée in 

vivo lors d’un clamp hyperglycémique et ex vivo sur des îlots isolés ou sur le modèle du 

pancréas isolé perfusé.  

La première phase (pic précoce qui dure environ dix minutes) est caractérisée par une 

élévation rapide de l’insulinémie. Elle est suivie par une deuxième phase dont l’élévation de 



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 

23 

l’insulinémie est plus lente et progressive et tend vers une concentration d’équilibre jusqu’à 

l’arrêt de la stimulation (figure 4). 

La sécrétion d’insuline induite par le glucose est composée d’une voie de déclenchement et 

d’une voie d’amplification. 

Figure 4 : Représentation schématique de la libération biphasique de la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose (Bilous and Donnelly, 2014).  

1.3.4.2.1. La voie K+ ATP dépendante : voie de déclenchement de la sécrétion 
d’insuline ou « triggering pathway »  

Le glucose déclenche la sécrétion d’insuline par une augmentation de la concentration 

intracellulaire de calcium dans la cellule β (figure 5). Cette voie est relativement bien décrite 

dans la littérature. Lorsque la glycémie s’élève, à la suite d’un repas par exemple, la captation 

du glucose par la cellule β augmente. Le glucose entre dans la cellule grâce à un transporteur 

spécifique. Il s’agit du transporteur GLUT2 chez les rongeurs et des formes GLUT1 et 

GLUT3 chez l’Homme (McCulloch et al., 2011). Une fois dans la cellule, le glucose est 

phosphorylé en glucose-6-phosphate (G6P) par la glucokinase, enzyme décrite comme le 

détecteur du glucose (glucose sensor) (Matschinsky, 1996). Le G6P est majoritairement 

utilisé par la voie de la glycolyse et la respiration oxydative mitochondriale. Le G6P est 

transformé en fructose-6-phosphate qui aboutit à la formation de pyruvate. Une fois dans la 

mitochondrie, le pyruvate est converti en acétyl-Coenzyme A, substrat utilisé dans le cycle de 

Krebs conduisant à la formation d’ATP et par conséquent à l’augmentation du ratio 

ATP/ADP. 

Cette augmentation conduit à la fermeture des canaux K+ voltage dépendants (canaux KATP). 

Ces canaux sont composés de quatre sous-unités Kir6.2 formant le canal ionique et de quatre 

sous-unités régulatrices SUR1 (Sulfonylurea receptor 1).  
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L’inactivation des canaux KATP est à l’origine d’une dépolarisation de la membrane plasmique 

responsable d’une ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (VDCC ou Cav) de 

type L et d’une entrée massive de calcium dans la cellule. L’élévation de la concentration de 

calcium au niveau intracellulaire déclenche le mécanisme d’exocytose et donc la sécrétion 

d’insuline. 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique de la sécrétion d’insuline induite par le glucose 

(Wang and Thurmond, 2009) 

PM : plasmic membrane ; VDCC : voltage dependant calcium channel 

1.3.4.2.2. La voie K+ ATP indépendante : voie d’amplification de la sécrétion 

d’insuline ou « amplifying pathway » 

Outre ces mécanismes déclencheurs, il existe une voie métabolique amplificatrice de la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose, indépendante de la fermeture des canaux KATP. 

Cette voie a été mise en évidence grâce à différentes approches pharmacologiques (Henquin, 

2000, 2009) :  

· La première approche a consisté à utiliser une concentration saturante de sulfonylurées 

(2 µM), molécule pharmacologique qui se lie au niveau de la sous-unité SUR-1 du 

canal KATP. Son action entraîne la fermeture des canaux KATP, la dépolarisation de la 

membrane et l’élévation de la concentration cytosolique de calcium. 

· La deuxième approche a consisté à maintenir les canaux KATP ouverts grâce à l’action 

de diazoxide et utiliser une forte concentration extracellulaire de KCl (30 mM) afin de 

dépolariser la membrane plasmique des cellules β.  
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Dans ces conditions, des concentrations croissantes de glucose augmentent encore la sécrétion 

d’insuline avec une faible variation de la concentration intracellulaire de calcium.  

Ces données suggèrent l’existence de facteurs métaboliques générés par le glucose, amplifiant 

la sécrétion d’insuline de manière indépendante des canaux KATP. Tous les mécanismes 

amplificateurs n’ont pas été identifiés mais plusieurs candidats sont proposés : 

D’une part, il semblerait que des intermédiaires du cycle de Krebs comme le NADPH 

(Maechler et al., 2006) et le malonyl-CoA (El Azzouny et al., 2016; Ferdaoussi and 

MacDonald, 2017) soient impliqués dans l’augmentation des capacités sécrétoires : 

· La génération cytosolique de NADPH contribue à l’amplification de la sécrétion 

d’insuline par l’implication d’une protéine d’oxydoréduction appelée glutaredoxine 1 

(GRX1) (Ivarsson et al., 2005; Reinbothe et al., 2009). Des études récentes montrent 

que GRX1 augmente l’activité d’une protéine (SENP1) favorisant le mécanisme 

d’exocytose (Ferdaoussi and MacDonald, 2017). 

· Le malonyl-CoA, produit à partir du citrate provenant du cycle de Krebs, inhibe la 

carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1). La CPT-1 permet le passage des acides gras 

à longue chaîne dans la mitochondrie favorisant la β oxydation des lipides. Dans le cas 

où la concentration intracellulaire de malonyl-CoA augmente, la β oxydation des 

lipides est inhibée, provoquant alors une augmentation de monoacylglycérol (MAG) 

dans le cytosol. Le MAG favorise l’exocytose des granules d’insuline par la 

translocation d’une protéine présynaptique, Munc13-1, qui joue un rôle dans 

l’amorçage des vésicules de sécrétion (Kang et al., 2006). 

· Par contre, le glutamate ne semble pas impliqué dans cette phase d’amplification 

(Bertrand, 2002), bien que des études le décrivent comme messager intracellulaire 

impliqué dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Maechler and Wollheim, 

1999). 

D’autre part, l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium favorise la 

libération de calcium provenant du réticulum endoplasmique via un phénomène appelé 

« Ca2+-induced Ca2+-release » (Graves and Hinkle, 2003).  

Enfin, le glucose active également certaines voies de signalisation impliquant l’activation 

de différentes protéines kinases : 
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· En effet, le glucose active la phospholipase C β (PLCβ) au niveau de la cellule β 

(Zawalich and Zawalich, 1996) qui hydrolyse le phosphatidyl inositol 4-5 biphosphate 

(PIP2) en inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). L’IP3 et le DAG 

jouent un rôle dans la sécrétion d’insuline. L’augmentation d’IP3 favorise l’efflux de 

calcium du réticulum endoplasmique vers le cytosol et le DAG active la PKC qui 

sensibilise la machinerie d’exocytose (Wan et al., 2004). 

· La cellule β exprime également diverses isoformes d’adénylate cyclase (AC) sensibles 

au calcium et notamment l'AC VIII (Delmeire et al., 2003). Son activation par le 

calcium issu de la métabolisation du glucose provoque une élévation d’AMP cyclique 

intracellulaire (AMPc). L’AMPc va jouer un rôle amplificateur sur les mécanismes de 

sécrétion grâce à ses deux effecteurs : la protéine kinase A (PKA) et l'Epac (ou AMPc-

GEF). 

1.3.4.3. Régulation hormonale de la sécrétion d’insuline 

- Régulation autocrine et paracrine par les hormones insulaires :  

Les différents types cellulaires présents dans les îlots de Langerhans produisent des hormones 

impliquées dans la régulation de la sécrétion d’insuline (figure 6).  

La somatostatine, produite par les cellules δ, inhibe la sécrétion d’insuline en interagissant 

avec ses récepteurs couplés à une protéine Gi appelés SSTR2 et SSTR3. L’activation de ces 

récepteurs inhibe la voie de l’adénylate cyclase et induit une baisse de la production d’AMPc. 

De plus, l’urocortine 3, co-sécrétée avec l’insuline par les cellules β matures, stimule la 

sécrétion de somatostatine (van der Meulen et al., 2015).  

Le glucagon, sécrété par les cellules α, est une hormone hyperglycémiante qui stimule la 

sécrétion d’insuline lorsque la glycémie s’élève (Quesada et al., 2006). Son récepteur couplé à 

une protéine Gs, active la voie de l’adénylate cyclase qui conduit à l’augmentation d’AMPc. 

Des données récentes proposent que la ghréline, sécrétée entre autre par l’estomac (majorité) 

et par les  cellules ε des l’îlots de Langerhans, inhiberait la sécrétion d’insuline et de glucagon 

via une sécrétion de somatostatine (DiGruccio et al., 2016). 
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Figure 6 : Régulation paracrine de la sécrétion d’insuline (DiGruccio et al., 2016). 

 

- Les incrétines : 

Le GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1), le GIP (Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide) 

et la CCK (Cholécystokinine) sont des hormones gastro-intestinales sécrétées respectivement 

par les cellules L, les cellules K et les cellules I de l’intestin grêle. Ces hormones ont un effet 

insulino-sécrétoire notamment par l’intermédiaire de la production d’AMPc. 

Elles sont sécrétées au cours du repas et sont présentes à de faibles concentrations en 

condition de jeûne. 

Le récepteur du GLP-1, exprimé à la membrane de la cellule β, est un récepteur couplé aux 

protéines G et activant classiquement la protéine Gs à l’origine de l’activation de la voie de 

l’adénylate cyclase favorisant la production d’AMPc capable d’activer la PKA ou Epac.  

Le GLP-1 requiert la présence de glucose pour exercer son action sur la sécrétion d’insuline 

(activité gluco-dépendante). En présence d’une faible concentration de glucose, la membrane 

de la cellule β est hyperpolarisée (- 70 mV) en raison de l’ouverture des canaux KATP. Dans ce 

cas, la dépolarisation induite par le GLP-1 n’est pas suffisante pour atteindre le seuil 

permettant l’excitation de la membrane et la sécrétion d’insuline. En revanche, en synergie 

avec le glucose, le GLP-1 potentialise la sécrétion d’insuline (Holst, 2007). 

Les expériences menées in vitro et in vivo utilisent majoritairement le GLP-1 à des 

concentrations de l’ordre du nanomolaire. A des doses beaucoup plus faibles mais 

physiologiques (1-10 pM), le GLP-1 pourrait également moduler la sécrétion d’insuline de 

manière PKA indépendante en activant la voie de la PLCβ (Shigeto et al., 2017). 
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La CCK agit au niveau de la cellule β en se liant à son récepteur CCK1 qui est un récepteur 

couplé aux protéines G, et en particulier couplé à Gs et Gq. La production d’AMPc d’une part 

et la production d’IP3 d’autre part, favorisent la sécrétion d’insuline (Dufresne, 2006; Ning et 

al., 2015). 

 

- Autres régulations hormonales : 

Il existe d’autres régulations endocrines comme par exemple celles induites par la leptine et 

l’hormone de croissance qui ont un effet inhibiteur sur la sécrétion d’insuline.  

Au contraire, les œstrogènes favorisent la sécrétion d’insuline (Fu et al., 2013). 

1.3.4.4. Régulation nerveuse de la sécrétion d’insuline 

Les fibres nerveuses présentes au sein des îlots de Langerhans permettent une régulation 

sympathique et parasympathique de la sécrétion d’insuline. 

La régulation parasympathique est médiée par des neurotransmetteurs comme l’acétylcholine 

(neuromédiateur majoritaire), le VIP (Vasoactive Intestinal Polypeptide), le PACAP 

(Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide) et le GRP (Gastrin Releasing Peptide). 

Cette régulation a plutôt un rôle positif sur la sécrétion d’insuline (Gilon and Henquin, 2001). 

L’acétylcholine interagit avec le récepteur muscarinique M3 couplé à une protéine Gq 

favorisant l’exocytose des granules d’insuline via l’activation de la PLCβ. 

L’acétylcholine active également la voie de phospholipase A2 (PLA2) aboutissant à la 

production d’acide arachidonique et de lysophosphatidylcholine, lequel dépolarise la 

membrane plasmique par un mécanisme dépendant du sodium. Lorsque la membrane est déjà 

dépolarisée par un sécrétagogue comme le glucose, la dépolarisation additionnelle induit une 

élévation soutenue de la concentration de calcium cytosolique et donc une amplification de la 

sécrétion d’insuline. 

La régulation nerveuse sympathique majoritairement médiée par la noradrénaline, mais aussi 

par la galanine et le peptide Y, inhibe la sécrétion basale et la sécrétion induite par le glucose 

via l’activation de récepteurs α2 adrénergiques couplés à une protéine Gi diminuant la 

production d’AMPc (Gilon and Henquin, 2001). 
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1.3.4.5. Régulation de la sécrétion d’insuline par les acides gras  

Les acides gras libres (AGL) potentialisent la sécrétion d’insuline induite par le glucose par 

l’intermédiaire d’un récepteur à sept domaines transmembranaires couplé aux protéines G 

appelé GPR40 ou FFAR1 (free fatty acid receptor 1). Ce récepteur, activé par les AGL à 

moyenne et longue chaîne, active la voie de la PLCβ. Le DAG généré active des protéines 

kinases qui phosphorylent et activent PKD1 impliquée dans l’exocytose des granules 

d’insuline par le remodelage des filaments d’actine (dépolymérisation). La production d’IP3 

favorise l’efflux de Ca2+ du réticulum endoplasmique vers le cytosol (Mancini and Poitout, 

2013) (figure 7).  

L’implication des AGL dans la sécrétion d’insuline a été démontrée in vivo. En effet, la 

surexpression de GPR40 chez des souris transgéniques normales ou diabétiques améliore la 

tolérance au glucose et la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Nagasumi et al., 2009).  

Récemment, des chercheurs ont montré l’existence d’un nouveau mécanisme dans lequel le 

récepteur GPR40 favoriserait l’ouverture de canaux TRPC3, à l’origine d’une dépolarisation 

de la membrane plasmique et de la potentialisation de la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose (Yamada et al., 2016). 

De plus, le métabolisme intracellulaire des AGL génère la synthèse de molécules lipidiques 

signal comme l’acyl-CoA à longue chaîne et le DAG. L’acyl-CoA à longue chaîne pourrait 

acyler des protéines essentielles à la fusion des granules d’insuline (Fu et al., 2013).  Le DAG, 

par activation de la PKC, est également impliqué dans la sécrétion d’insuline. Le DAG se 

lient également à la protéine pré-synaptique Munc13-1 pour favoriser la sécrétion d’insuline 

(Rhee et al., 2002). 
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Figure 7 : Voies de signalisation médiées par l’activation du GPR40 par les AGL 

(Mancini and Poitout, 2013). 

 

En résumé, la présence de nombreux récepteurs (à des hormones, neurotransmetteurs, acides 

gras libres…) présents à la membrane de la cellule β, permet la modulation de la sécrétion 

d’insuline en inhibant ou activant des voies de signalisation à l’intérieur de la cellule telles 

que la voie de l’adénylate cyclase et de l’AMPc et la voie de la PLC (figure 8).  
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Figure 8 : Modulation de la sécrétion d’insuline (Magnan and Ktorza, 2005). 

1.3.4.6. Régulation de la sécrétion d’insuline par les acides aminés 

Les acides aminés seuls n’ont qu’un faible effet sur la sécrétion d’insuline. En revanche, 

l’association de certains acides aminés entre eux comme la leucine et la glutamine peut 

potentialiser la sécrétion d’insuline induite par le glucose.  

La leucine peut activer la glutamate déshydrogénase qui convertit le glutamate en α-

cetoglutarate (Sener and Malaisse, 1980). En parallèle, la glutamine est convertie en 

glutamate dans le cytosol par la glutaminase. La glutamine entre dans le cycle de Krebs grâce 

à l’α-cetoglutarate et permet la production d’ATP impliqué dans l’amplification de la 

sécrétion d’insuline. 

De manière indirecte, un jeûne favorise le catabolisme des protéines des muscles squelettiques 

et des acides aminés libres dont l’alanine et la glutamine qui entraînent la sécrétion de 

glucagon par les cellules α des îlots de Langerhans. L’élévation de glucagon augmente le taux 

de glucose sanguin qui déclenchera la sécrétion d’insuline. 
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La lysine et l’arginine sont deux acides chargés positivement capables de pénétrer facilement 

dans la cellule β. Une fois dans la cellule, leur charge positive permet de dépolariser la 

membrane plasmique et favoriser l’entrée de calcium dans la cellule (Smith et al., 1997). 

1.3.5. Exocytoses des granules de sécrétion d’insuline 

Les granules d’insuline sont répartis en deux pools :  

· Le pool rapidement mobilisable : RRP (Readily Releasable Pool), 

· Le pool de réserve : RP (Reserve Pool), 

· Le pool hypersensible au calcium : HCSP (Highly Calcium-Sensitive Pool). 

La première phase de sécrétion d’insuline correspondrait au relargage des granules des pools 

HCSP et RRP, alors que la deuxième phase impliquerait le pool RP (Rorsman and Renström, 

2003). 

L’exocytose est le phénomène au cours duquel l’insuline présente dans le cytoplasme est 

déversée dans le milieu extracellulaire. Pour cela, la membrane des vésicules de sécrétion 

fusionne avec la membrane plasmique pour libérer le contenu en insuline.  

Le mécanisme moléculaire de l’exocytose a été relativement bien décrit dans les neurones et 

semble similaire à ce qui se produit dans la cellule β. Il requiert l’intervention de plusieurs 

acteurs. 

 

- Rôle du cytosquelette 

Les filaments d’actine sont reconnus depuis plusieurs années comme jouant un rôle dans 

l’exocytose des granules d’insuline. L’actine polymérisée ou actine-F (actine fibrillaire) forme 

un réseau dense qui bloque le mouvement des granules vers la membrane plasmique 

empêchant alors l’exocytose. En effet, certaines drogues (latrunculine, cytochalasin B ou E) 

qui augmentent le ratio actine-G (globulaire) / actine-F (fibrillaire) potentialisent la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose.  

De plus, le réseau de filaments d’actine rend la protéine syntaxine (cf. protéines du complexe 

SNARE) inaccessible aux granules d’insuline qui est nécessaire au phénomène d’exocytose. 

Le glucose déclenche la sécrétion d’insuline en favorisant la réorganisation des filaments 

d’actine permettant ainsi l’accessibilité de la syntaxine au granule d’insuline (Thurmond et 

al., 2003) (figure 9). 
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Figure 9 : Réorganisation des filaments d’actine lors d’une stimulation au glucose 

permettant l’accessibilité du granule d’insuline à la syntaxine (Wang and Thurmond, 

2009). 

 

Le réseau de microtubules joue également un rôle important dans la deuxième phase de 

sécrétion d’insuline. Le glucose permet la polymérisation des microtubules favorisant le 

déplacement des granules d’insuline du pool de réserve vers la membrane plasmique. C’est la 

kinésine, une protéine dépendante de l’ATP, qui permet le déplacement des granules 

d’insuline le long des microtubules vers les filaments d’actine (Donelan et al., 2002) (figure 

10). 

Figure 10 : Implication du réseau de microtubules dans le recrutement des granules 

d'insuline à la membrane plasmique sous l'influence du métabolisme du glucose (Wang 

and Thurmond, 2009). 
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- Rôle des petites GTPases 

Il existe plusieurs familles de petites GTPases telles que les Rho GTPases, les Rab GTPases et 

les Ras-like GTPases qui interviennent à différentes étapes de l’exocytose. Les GTPases sont 

activées grâce à un échangeur de guanine qui permet de transformer le GDP en GTP. 

Les Rho GTPases telles que Cdc42 et Rac1 participent à la régulation du remodelage des 

filaments d’actine induit par le glucose. Cdc42 associée à la protéine VAMP-2 (vesicle 

associated membrane protein) est impliquée dans l’amorçage des granules d’insuline à la 

membrane plasmique (Nevins and Thurmond, 2005). 

Les protéines Rab3A et Rab27, de la famille des Rab GTPases, sont également impliquées 

dans le mécanisme d’exocytose. Une étude a montré que des souris Rab3A-/- présentaient une 

intolérance au glucose avec une altération des deux phases de la sécrétion d’insuline. 

De plus, la périfusion d’îlots de souris Ra1A-/- ( protéine de la famille des Ras-Like GTPases) 

avec du glucose, conduit à un profil biphasique de la sécrétion d’insuline considérablement 

altéré (Lopez et al., 2008). 

 

- Les protéines du complexe SNARE 

Le complexe SNARE est un complexe qui implique les protéines v-SNARE et t-SNARE. Il 

permet de rapprocher la membrane des vésicules à la membrane plasmique et d’induire leur 

fusion pour déclencher l’exocytose.  Pour cela, il créé une « tresse » très stable composée de 

quatre hélices α provenant des protéines t-SNARE et v-SNARE : 

· une hélice provenant de la synaptobrévine ou VAMP-2 

· une hélice provenant de la syntaxine 

· deux hélices provenant de la SNAP-25 

Plusieurs protéines SNARE ont été identifiées. Les protéines SNARE, localisées sur la 

membrane plasmique des vésicules contenant l’insuline, sont des v-SNARE (vesicle-

SNARE). Il s’agit de la synaptobrévine également appelée VAMP-2. Les protéines SNARE 

localisées à la membrane plasmique sont des t-SNARE (target-SNARE). Il s’agit de la 

syntaxine et SNAP-25. 
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La fusion membranaire est composée de six étapes : l’arrimage (docking), l’amorçage 

(priming), l’assemblage du complexe SNARE, la fusion proprement dite, la dissociation du 

complexe SNARE et le recyclage des vésicules par endocytose (figure 11). 

Au cours de l’arrimage, la syntaxine interagit avec Munc-13 permettant d’acquérir une 

conformation favorable à la fusion. De cette façon, la syntaxine est activée et interagit avec 

SNAP-25 et la synaptobrévine pour former l’assemblage du complexe SNARE dans un état 

encore incomplet. C’est l’entrée de calcium, secondaire à une stimulation, qui activera la 

synaptotagmine (protéine senseur de calcium) et qui s’associera au complexe SNARE et à la 

membrane plasmique permettant la fusion et la libération de l’insuline. Le complexe SNARE 

sera ensuite dissocié puis les vésicules seront recyclées par endocytose (Galli et al., 2002). 

 

Figure 11 : Modèle du cycle de fusion des vésicules de sécrétion (Galli et al., 2002). 
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1.3.6. Le rôle du calcium dans la cellule β 

L’augmentation de calcium intracellulaire au niveau de la cellule β, joue un rôle primordial 

dans le contrôle de la sécrétion d’insuline. Il peut provenir du milieu extracellulaire grâce à 

l’ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (Cav) et de canaux TRP indépendants 

du voltage. L’augmentation du calcium intracellulaire peut également provenir d’organites 

tels que le réticulum endoplasmique et la mitochondrie (figure 12). 

 

Figure 12 : Principaux mécanismes par lesquels le glucose entraîne des variations de la 
concentration cytosolique de calcium (Gilon et al., 2014)  

1.3.6.1. Le calcium d’origine extracellulaire 

a) Les canaux calciques voltage dépendant (VDCC ou Cav) 

Lorsque la dépolarisation induite par le glucose atteint le seuil d’activation de canaux 

dépendants du voltage, des potentiels d’action apparaissent. Ces potentiels d’action sont dus 

notamment à l’ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (VDCC ou Cav). Des 

concentrations modérées et stimulantes de glucose (entre 7 et 15 mM) entraînent une 

ouverture intermittente des Cav à l’origine de potentiels d’action discontinus à l’origine des 

oscillations de la concentration cytosolique de calcium. En revanche, lorsque la concentration 
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de glucose atteint 20 mM, les potentiels d’action deviennent continus et la concentration 

cytosolique de calcium augmente de manière soutenue (Gilon et al., 2014). 

 

Les Cav sont des canaux exprimés de manière ubiquitaire dans divers types cellulaires. Lors 

d’une dépolarisation de la membrane plasmique, les Cav subissent un changement rapide de 

conformation passant d’un état imperméable à un état perméable aux Ca2+. L’ouverture du 

canal entraîne une entrée massive de calcium à l’intérieur de la cellule, dans laquelle il 

exercera une action de second messager et activera des voies de signalisation. Les Cav 

traduisent donc le signal électrique en évènements intracellulaires médiés par le calcium 

(Catterall, 2000).  

Les Cav peuvent, entre autre, être classés selon leur seuil d’activation (Velasco et al., 2016). 

Dans ce cas, deux classes de canaux se distinguent :  

Ø les canaux activés par un haut voltage  représentés par :  

· les canaux de type L (Cav 1.1-1.4)  

· les canaux de type P/Q (Cav 2.1)  

· les canaux de type N (Cav 2.2)  

· les canaux de type R (Cav 2.3) 

Ø les canaux activés par un faible voltage (autour de – 55mV) représentés par les canaux 

de type T (Cav 3).  

Les Cav sont constitués d’une sous-unité α1 de 190 à 250 kDa formant le pore et qui est la 

principale sous-unité responsable de la conduction de l’ion, de la détection du voltage et 

constitue le site de liaison du canal.  

Les Cav sont composés également de sous-unités auxiliaires : α2/δ (extracellulaire), β 

(intracellulaire) et γ (transmembranaire) (figure 13). Elles modulent les cinétiques 

d’activation et d’inactivation ainsi que les propriétés de déclenchement des Cav (Buraei and 

Yang, 2013; Davies et al., 2007; Kang and Campbell, 2003). A titre d’exemple, des auteurs 

montrent qu’une délétion génétique de la sous-unité α2δ-1 (sous-unité α2/δ dominante dans la 

cellule β) chez des souris, altère la cinétique et l’amplitude de la réponse calcique et diminue 

la libération d’insuline, suite à une stimulation au glucose dans les îlots pancréatiques 

(Mastrolia et al., 2017).  
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Figure 13 : Structure d’un Cav1 (Catterall, 2005). 

Chez l’Homme, les canaux de type L, P/Q et T jouent un rôle dans la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose. Cependant, ils n’interviennent pas au niveau des mêmes étapes de la 

sécrétion (Braun et al., 2008). Bien que présents chez l’Homme, les canaux de type N (Cav 

2.2) ne sont pas exprimés dans la cellule β (Taylor, 2005). 

 

o Cav de type L (Cav 1) :  

Il semblerait que dans toutes les espèces étudiées, le Cav de type L (Cav1) soit le principal Cav 

présent dans la cellule β (Yang and Berggren, 2006). Le sous-type majoritaire n’est cependant 

pas le même en fonction des espèces. Chez le rat, la souris et dans la lignée cellulaire INS-1, 

les canaux Cav 1.2 (sous-unité α1C) sont majoritaires, alors que chez l’Homme il s’agit plutôt 

des Cav 1.3 (sous-unité α1D) (Nitert et al., 2008; Reinbothe et al., 2013). 

En présence de glucose, les Cav de type L jouent un rôle essentiel dans la genèse du courant 

électrique. Ils sont activés lorsque le potentiel de membrane atteint -50 mV, avec une activité 

maximale observée dès -20 mV. 

L’utilisation d’un antagoniste tel que la nifédipine, inhibe très fortement l’entrée de Ca2+ dans 

la cellule β et abolit la sécrétion d’insuline induite par le glucose.  

Il existe une interaction entre les Cav de type L et des protéines de l’exocytose telles que la 

syntaxine 1A (Yang et al., 1999) , SNAP-25 et la synaptotagmine (Rorsman and Renström, 

2003). Cette interaction favorise l’exocytose.  
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L’inhibition de ces canaux par un antagoniste sélectif tel que l’isradipine, est liée à une 

inhibition complète de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. L’importance des Cav de 

type L dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose, résulte majoritairement de leur rôle 

essentiel dans la genèse de l’activité électrique. Leur rôle dans l’exocytose proprement dite de 

l’insuline serait modeste (30%).  

 

o Les Cav de type P/Q :  

Ils sont plus étroitement couplés au phénomène d’exocytose que les Cav de type L puisque 

l’utilisation d’un inhibiteur des Cav de type P/Q supprime à plus de 80 % l’exocytose (Braun 

et al., 2008).  

o Les Cav de type R :  

Bien qu’ils ne semblent pas être impliqués dans la sécrétion d’insuline chez l’Homme (Braun 

et al., 2008), ils joueraient un rôle fondamental dans les îlots de souris au niveau de la 

deuxième phase de sécrétion d’insuline (Jing et al., 2005).  

o Les Cav de type T :  

Sur le modèle des cellules INS-1, ces canaux calciques facilitent la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose en améliorant l’excitabilité générale de la cellule β (Bhattacharjee et al., 

1997).  

 

A la concentration de 20 mmol/L de glucose, les Cav de type L sont responsables de la quasi-

totalité du courant calcique (Braun et al., 2008), alors qu’en présence d’une faible 

concentration (6 mmol/L), les Cav de type T et de type P/Q sont majoritairement impliqués 

dans l’activité électrique induite par les ions calcium (Braun et al., 2008). 

 

L’activité des Cav peut également être modulée par des voies indépendantes du voltage. Le 

courant des Cav dans les îlots de Langerhans de rat est réduit suite à l’activation des récepteurs 

muscarinique de type 1. C’est la déplétion en PIP2 provoquée par l’activation du récepteur 

muscarinique qui serait responsable de la baisse de l’activité des Cav (de la Cruz et al., 2016). 

De plus, des kinases semblent également participer à la modulation de l’activité des Cav. La 

PKA et la CaMK II (protéine kinase II dépendante du calcium et de la calmoduline) sont 

capables d’augmenter l’activité des Cav de type L et la PKC jouerait un rôle dans le maintien 

fonctionnel du canal. Le rôle des protéines kinases semble toutefois mineur dans le 
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mécanisme d’exocytoses des granules d’insuline (Rorsman et al., 2012; Yang and Berggren, 

2006).  

b) Les canaux TRP (transient receptor potential channel) 

Les canaux TRP, présents à la membrane plasmique, régulent également la concentration de 

calcium dans la cellule β. Leur activation est indépendante du voltage. Ils peuvent contribuer 

à l’entrée de calcium à l’intérieur de la cellule soit directement en étant perméables à cet ion, 

soit indirectement en permettant le passage d’autres ions à l’origine d’une dépolarisation de la 

membrane plasmique et de l’activation des Cav.  

Les canaux TRP sont des canaux cationiques non spécifiques, divisés en six sous-familles et 

exprimés dans de nombreuses cellules (Pedersen et al., 2005) :  

· TRP canonical (TRPC ; TRPC1-7) 

· TRP melastatin (TRPM ; TRPM1-8)  

· TRP vanilloid (TRPV ; TRPV1-6) 

· TRP polycystin (TRPP ; TRPP2, TRPP3, TRPP5) 

· TRP mucolipin (TRPML ; TRPML1-3) 

· TRP ankyrin (TRPA ; TRPA1) 

Plusieurs TRP appartenant à ces différentes sous-familles ont été identifiés dans les cellules β, 

cependant l’expression de ces canaux varie en fonction du modèle cellulaire étudié.  

Dans les lignées cellulaires INS-1 et MIN-6, divers TRP ont été décrits tels que TRPV3, 

TRPV4, TRPC1, TRPC4, TRPC6, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5 (Colsoul et al., 2011).  

De nombreux TRP ont également été décrits dans les îlots de souris (TRPV3, TRPV4, 

TRPC1, TRPC3, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5). De plus TRPML1 et TRPP2 semblent 

être fortement exprimés (Yamada et al., 2016; Colsoul et al., 2011). 

Dans les îlots de rat, seuls les canaux TRPV5, TRPM2, TRPC1, TRPC3 et TRPC4 ont été 

décrits (Colsoul et al., 2011; Yamada et al., 2016).  

L’expression des TRP dans les îlots humains n’a été décrite que récemment (Marabita and 

Islam, 2017). Les TRP identifiés appartiennent à 4 sous-familles : TRPC (TRPC1), TRPM 

(TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM7), TRPML (TRPML1, TRPML2, TRPML3) et TRPP 

(TRPP2). La présence de TRPM5 dans les îlots de Langerhans humains semble d’avantage 

controversée (Marabita and Islam, 2017; Prawitt et al., 2003).  
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Les TRP décrits ci-dessous sont les TRP jouant un rôle dans la sécrétion d’insuline. 

o Les TRPC :  

TRPC1 est capable de s’associer à STIM1 (stromal interacting molecule 1) et Orai1 (calcium 

release-activated calcium channel protein 1) pour former un canal SOCE (Store-operated Ca2+ 

entry channel). STIM1 qui est situé à la membrane du réticulum endoplasmique, joue un rôle 

de senseur calcique. Orai1 qui est présent à la membrane plasmique, forme un canal ionique 

perméable au calcium. En cas de déplétion en calcium au niveau du réticulum endoplasmique, 

le complexe SOCE  favorise l’entrée de calcium à l’intérieur de la cellule β afin  de 

renouveler les stocks calciques du réticulum endoplasmique (Liao et al., 2009).  

L’inhibition de TRPC1 ou de Orai1 dans le modèle des îlots de rat, réduit l’amplitude des 

oscillations de la concentration intracellulaire de calcium (Sabourin and Allagnat, 2016; 

Sabourin et al., 2015). 

TRPC3 qui est décrit dans les îlots de rat mais qui semble être absent dans les îlots humains, 

ne semble pas impliqué dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Sabourin et al., 

2015). En revanche, il pourrait être impliqué dans l’influx de calcium médié par le GLP-1 

(Yamada et al., 2016). 

o Les TRPM :  

Plusieurs TRPM seraient impliqués dans la sécrétion d’insuline au niveau de la cellule β 

(figure 14). 

L’implication de TRPM2 dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose est illustrée par la 

survenue d’une intolérance au glucose et d’une altération de la sécrétion d’insuline chez des 

souris trpm2 -/-. TRPM2 semble également impliqué dans l’action de certains sécrétagogues 

puisque chez ces mêmes souris, l’effet du GLP-1 sur la sécrétion d’insuline est altéré (Uchida 

et al., 2011).  

Les TRPM2 sont activés par des facteurs très variés tels que l’ADP, l’H2O2, l’acide 

arachidonique et la PKA (MacDonald, 2011).  

Les TRPM3, seraient activés au niveau de la cellule β par des stéroïdes et notamment par la 

pregnénolone sulfate, un neuro-stéroïde. Cette activation serait à l’origine d’un influx rapide 

de calcium à travers le canal TRPM3 et d’une élévation de la sécrétion d’insuline induite par 

le glucose dans le modèle des cellules INS-1 et des îlots de Langerhans de souris (Thiel et al., 

2013; Wagner et al., 2008).  
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TRPM4 et TRMP5 sont les deux canaux TRP imperméables au calcium. Ils sont activés par le 

calcium intracellulaire et permettent l’entrée de sodium dans la cellule, générant une 

dépolarisation favorable à l’ouverture de Cav et à une entrée de calcium dans la cellule. 

L’implication de TRPM5 dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose est illustrée par la 

survenue d’une intolérance au glucose chez des souris trmp5 -/- (Brixel et al., 2010).  

L’inhibition de TRPM4 dans les lignées cellulaires β de rat (INS-1, RINm5F) et de souris 

(MIN-6, β -TC3) diminue de façon significative la sécrétion d’insuline induite par le glucose.  

Cette diminution serait due à une baisse de la concentration intracellulaire de calcium. Ceci 

suggère que les courants dépolarisants générés par TRPM4 sont une composante clé dans le 

contrôle des signaux calciques nécessaires à la sécrétion d’insuline (Cheng et al., 2007; 

Marigo et al., 2009).  

 Figure 14 : Implication des TRPM dans la sécrétion d’insuline (MacDonald, 2011). 

 

o Les TRPV :  

Le TRPV4 est absent dans les îlots humains mais il est décrit dans les îlots de souris et dans 

certaines lignées cellulaires β. Il augmente la sécrétion d’insuline induite par le glucose selon 

un mécanisme calcium dépendant (Skrzypski et al., 2013). 
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1.3.6.2. Le calcium d’origine intracellulaire  

1) Le calcium du réticulum endoplasmique :  

Le calcium cytosolique peut être capté au niveau du réticulum endoplasmique grâce à des 

pompes calcium-ATPases nommées SERCAs (sarco-endoplasmic reticulun ATPase) situées à 

la membrane de cet organite (figure 12). Trois gènes ont été identifiés chez l’Homme 

(ATP2A1-3) codant pour onze pompes différentes. Les cellules β n’expriment que deux 

isoformes de SERCA : SERCA2b qui est exprimée de manière ubiquitaire dans les cellules et 

SERCA3, exprimée seulement dans les cellules β (VáRadi et al., 1996). 

Les SERCAs sont des co-transporteurs Ca2+ /H+. Ils captent à la fois deux ions Ca2+ et deux à 

trois ions H+ en hydrolysant une molécule d’ATP. 

La captation rapide du calcium intracellulaire par les SERCAs permet de limiter 

l’augmentation de la concentration cytosolique de calcium déclenchée par la dépolarisation et 

ainsi de contrôler la quantité d’insuline sécrétée (Hughes et al., 2006). Leur inhibition 

provoque une élévation de la concentration intracellulaire de calcium à l’état basal.  

Deux types de récepteurs peuvent déclencher la libération de calcium du réticulum 

endoplasmique vers le cytosol :  

· le récepteur de l’IP3 (IP3R) qui est composé de trois isoformes : IP3R1, IP3R2, IP3R3. 

Les IP3R sont activés par l’IP3 et par le calcium lui-même, participant ainsi au 

phénomène d’amplification de libération du calcium par le calcium ou CICR (Ca2+-

induced Ca2+ release) (Foskett et al., 2007). 

· le récepteur de la ryanodine (RyR) qui est composé de trois isoformes : RyR1, RyR2 

et RyR3. Des études suggèrent que RyR2 est l’isoforme prédominante voire la seule 

exprimée dans la cellule β. L’évaluation de l’implication des RyR dans la libération de 

calcium est délicate du fait du manque de spécificité des agents pharmacologiques 

utilisés. 

2) Le calcium d’origine mitochondrial :  

La mitochondrie est aussi un organite connu comme étant capable de stocker et de libérer du 

calcium dans le cytosol (Chinopoulos and Adam-Vizi, 2010). 

La captation du calcium par la mitochondrie stimule le métabolisme oxydatif et par 

conséquent la synthèse d’ATP. 
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1.3.6.3. Activation de voies de signalisation impliquées dans la sécrétion d’insuline 

L’entrée de calcium induite par le glucose active différentes kinases dans la cellule β telles 

que la protéine kinase A (PKA) grâce à la production d’AMPc dépendante du calcium (Briaud 

et al., 2003), la protéine kinase II dépendante du calcium et de la calmoduline (CaMKII), la 

protéine kinase C (PKC) et la kinase ERK 1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2).  

La kinase ERK 1/2 appartient à la famille des MAPK (mitogen activated protein kinase). Elle 

joue un rôle dans plusieurs évènements cellulaires tels que la survie, la prolifération et la 

différenciation cellulaire. Son implication dans la sécrétion d’insuline a également été décrite 

dans une lignée cellulaire β et dans des ilots isolés de rat (Longuet et al., 2005). 

La CaMKII est une sérine thréonine kinase également activée de manière calcium dépendante. 

L’utilisation d’un inhibiteur de la CaMKII diminuerait la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose suggérant ainsi son implication (Dadi et al., 2014). Cette kinase est impliquée dans la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose notamment en jouant un rôle dans la synthèse des 

granules d’insuline (Santos et al., 2014). 

La PKA, la PKC et la CaMKII seraient directement impliquées dans la phosphorylation de 

protéines du complexe SNARE jouant un rôle dans l’exocytose des granules d’insuline. 

De plus, la PKA et la PKC pourraient favoriser la sécrétion d’insuline en augmentant le 

nombre de granule hautement sensible au calcium (granules du pool HCSP) (Wan et al., 

2004). 
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Chapitre 2 : Le diabète de type 2 

2.1. Définitions – épidémiologie 

Le diabète, qui résulte d’une anomalie du métabolisme glucidique, est défini par une élévation 

chronique du taux de glucose dans le sang ou hyperglycémie. Plusieurs critères peuvent 

définir l’état diabétique :  

· Une glycémie à jeun supérieure à 1,26 g.L-1 (vérifiée à 2 reprises), 

· Une glycémie post-prandiale (après le repas) supérieure à 2 g.L-1, 

· Une glycémie supérieure ou égale à 2 g.L-1, 2h après l’ingestion de 75g de glucose 

(test d’hyperglycémie provoquée orale), 

· Un taux d’hémoglobine glyquée (HbA1c) supérieur ou égal à 6,5 %. La valeur de 

l’HbA1c reflète l’équilibre glycémique lors des trois derniers mois précédant le 

dosage. 

Différentes formes de diabète existent :  

· Le diabète de type 1, qui survient de manière brutale, en général avant 20 ans, et qui 

résulte d’une destruction auto-immune des cellules β-pancréatiques sécrétrices 

d’insuline. 

· Le diabète de type 2, qui survient en général après 40 ans, qui résulte d’un défaut de 

sécrétion d’insuline associé à une résistance à l’insuline au niveau de ses tissus cibles. 

L’étiologie de la maladie est multiple et dans bien des cas elle résulte de la 

combinaison de plusieurs facteurs, génétiques ou environnementaux.  

· Le diabète gestationnel, qui se déclare pendant la grossesse et qui disparaît après 

l’accouchement, concerne 6 % des grossesses. Une femme ayant développé un diabète 

gestationnel est exposée à un risque accru de développer ultérieurement un diabète de 

type de 2. 

· Le diabète néonatal qui est d’origine génétique et qui apparaît durant les premières 

semaines de la vie. 

Le diabète de type 1 et de type 2 sont les formes majeures de diabète. Environ 90 % des 

diabétiques sont des diabétiques de type 2. 

Le diabète est une maladie chronique grave qui constitue un véritable problème de santé 

publique. En 30 ans, le nombre de diabétiques (toutes les formes de diabète confondues) a été 
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multiplié par quatre au niveau mondial. En effet, en 2014, on estimait à 420 millions le 

nombre de personnes adultes diabétiques (dont 380 millions pour le type 2) contre 108 

millions en 1980 (figure 15). Le diabète, et en particulier le diabète de type 2, prend des 

allures d’épidémie mondiale avec une prévalence qui ne cesse d’augmenter, favorisée par le 

développement de l’obésité du fait notamment d’un mode de vie plus sédentaire associé à une 

alimentation hypercalorique.  

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2016 le diabète touchait notamment 

9,1% de la population aux Etats-Unis, 8% de la population en France et 12% de la population 

en Chine. La prévalence du diabète explose dans les pays producteurs de pétrole du Golfe 

persique en atteignant 13 à 19 % de la population. Sur les dix pays où la prévalence est la plus 

élevée, six se trouvent dans la région orientale méditerranéenne (Arabie saoudite, Bahreïn, 

Émirats arabes unis, Koweït, Liban et Oman).  

Cependant, ces chiffres sont sous-estimés car ils ne tiennent pas compte des patients non 

traités ou non encore diagnostiqués. Le diabète est une maladie silencieuse dans laquelle 

l’hyperglycémie est longtemps asymptomatique. Plusieurs années peuvent ainsi s’écouler 

avant qu’il ne soit diagnostiqué, période pendant laquelle des complications se développent. 

Une étude récente a montré que le retard au diagnostic pouvait s’élever à dix ans (Porta et al., 

2014). Le diabète est souvent diagnostiqué de manière fortuite à la suite d’un bilan sanguin de 

routine ou en cas de complications. 

L’OMS prévoit qu’en 2030, le diabète sera la septième cause de mortalité dans le monde. 

Selon la Fédération Internationale du Diabète, la population du globe comptera 592 millions 

de diabétiques à l’horizon 2035. Sept millions de personnes supplémentaires chaque année 

développent un diabète. A ce jour, les complications liées à cette maladie sont à l’origine de 

2% des causes de décès en France (tous les âges confondus). 
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Figure 15 : Evolution de la prévalence du diabète dans différentes régions du monde 

entre 1980 et 2014 (World Health Organization, 2016)  

2.2. Physiopathologie du diabète de type 2  

Chez les individus sains, l’insuline sécrétée par les cellules β pancréatiques, permet aux tissus 

cibles (muscle, foie, tissu adipeux) d’utiliser ou produire correctement le glucose et de réguler 

la glycémie. Des prédispositions génétiques, mais aussi environnementales comme le surpoids 

et l’obésité peuvent réduire l’efficacité de l’insuline sur ces tissus, (phénomène d’insulino-

résistance). Au stade de pré-diabète, la résistance à l’insuline est associée à une élévation de la 

masse cellulaire β et à une augmentation compensatoire de la sécrétion d’insuline prévenant 

l’apparition de l’hyperglycémie chronique. L'état pré-diabétique est souvent associé au 

syndrome métabolique. Celui-ci est défini par l’association d’au moins trois des anomalies 

métaboliques suivantes : obésité abdominale, hypertriglycéridémie, taux de cholestérol HDL 

bas, hypertension artérielle et glycémie à jeun supérieure ou égale à 1,1 g.L-1. 

Le phénomène compensatoire observé lors du pré-diabète peut se maintenir à vie, mais chez 5 

à 10 % des patients (voire 50 à 75% des patients ayant une glycémie modérément élevée), une 

décompensation de la cellule β survient. Elle est caractérisée par un défaut de sécrétion 

d’insuline provoquant l’apparition d’une hyperglycémie chronique (Tabák et al., 2012). La 

progression du pré-diabète vers le diabète de type 2 est induite par la détérioration de la 

capacité insulino-sécrétoire des cellules β, sur fond d’insulino-résistance (figure 16). 
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Le diabète de type 2 est donc caractérisé par 2 phénomènes qui s’auto-entretiennent et 

s’aggravent : la résistance à l’insuline au niveau de ses tissus cibles et l’altération de la 

sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques. 

 

 

Figure 16 : Physiopathologie du diabète de type 2 (Donath, 2014). 

2.2.1. La résistance à l’insuline 

La résistance à l’insuline est un des facteurs clés responsables de l’hyperglycémie chez les 

personnes diabétiques de type 2.  Elle peut être favorisée par des facteurs génétiques et 

métaboliques. Le surpoids et l’obésité sont fortement liés au risque de développer une 

résistance à l’insuline et un diabète de type 2. De multiples mécanismes sont impliqués et 

interconnectés. 
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2.2.1.1. Rôle des cytokines pro-inflammatoires  

De nombreuses études ont montré le lien entre l’inflammation et la résistance à l’insuline à 

travers la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires produites par des macrophages du tissu 

adipeux, du foie et des muscles squelettiques. Le dépôt ectopique des graisses favorise 

l’infiltration des macrophages dans les tissus (tissu adipeux viscéral, foie et muscles 

squelettiques). 

Le tissu adipeux est un important initiateur de l’inflammation. Chez l’Hommes obèse, ce tissu 

est infiltré à plus de 40 % par des macrophages, alors que chez l’Homme sain ce chiffre 

n’excède pas 10 % (Weisberg et al., 2003). Les macrophages du tissu adipeux sont 

responsables de la production et de la libération de cytokines pro-inflammatoires qui peuvent 

agir de manière paracrine ou endocrine et favoriser la résistance à l’insuline. 

Des évènements similaires interviennent au niveau du foie. En effet, en présence d’obésité le 

nombre de macrophages augmente. Il existe au niveau du foie des macrophage résidants 

nommés cellules de Kupffer et des macrophages recrutés ou RHM (Recruited Hepatic 

Macrophages) qui migrent dans le foie en condition d’obésité (Gregor and Hotamisligil, 

2011; Johnson and Olefsky, 2013). 

Alors que le phénomène d’inflammation dans le tissu adipeux et le foie est largement décrit, il 

n’existe pas un consensus clair au sujet d’une inflammation de bas grade dans le tissu 

musculaire.  

Chez des individus obèses et diabétiques de type 2, l’accumulation de macrophages dans le 

tissu musculaire semble faible (Tam et al., 2012). Des études histologiques chez des souris 

obèses démontrent que les macrophages présents dans les muscles, proviendraient des dépôts 

adipeux ectopiques infiltrés entre les fibres musculaires (Patsouris et al., 2008). De plus, le 

recrutement des macrophages serait médié par la chemokine MCP1 (Patsouris et al., 2014). 

D’autres auteurs évoquent que ce serait plutôt les médiateurs inflammatoires provenant du 

foie et du tissu adipeux qui favoriseraient la résistance à l’insuline au niveau musculaire 

(Gregor and Hotamisligil, 2011).  

Ce sont les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages telles que le TNF-α 

(Tumor Necrosis Factor α), l’IL-1β (interleukine-1β) et l’IL-6 (interleukine-6) qui sont 

responsables de l’insulino-résistance médiée par l’inflammation. 
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Elles activent, en effet, des protéines kinases inflammatoires intracellulaires telles que c-Jun 

N-terminal kinase (JNK) et IκB kinase qui altèrent la signalisation insulinique en aval du 

récepteur de l’insuline par une phosphorylation de la sérine de l’IRS-1 (insulin receptor 

substrate 1) (Fève and Bastard, 2009; Kwon and Pessin, 2013).  

Le TNF-α est également responsable d’une baisse de l’expression du transporteur au glucose 

GLUT4 et de l’augmentation de la lipolyse (Souza et al., 1998). 

2.2.1.2. Rôle des acides gras libres et des dérivés lipidiques 

La résistance à l’insuline favorise la libération plasmatique d’acides gras par le tissu adipeux 

car l’insuline ne peut plus exercer correctement son activité anti-lipolytique. 

Les acide gras libres favorisent à leur tour le développement de la résistance à l’insuline. En 

effet, ils jouent un rôle dans le recrutement des macrophages favorisant la réponse 

inflammatoire. 

D’autres mécanismes moléculaires impliquent les acides gras libres, et en particulier les 

acides gras saturés (AGS) dans le phénomène de résistance à l’insuline : 

· Tout d’abord, l’excès d’AGS active des voies de signalisation qui affectent la 

signalisation et l’action de l’insuline. Par le biais de leur liaison à un ligand endogène 

(fetuin-A), les acides gras saturés activent la signalisation intracellulaire du récepteur 

TLR-4 (Toll-Like receptor 4). Les récepteurs TLR dont TLR-4, sont hautement 

exprimés dans les cellules et jouent un rôle direct dans la réponse immunitaire innée 

notamment au niveau des macrophages. Ils sont également exprimés au niveau des 

adipocytes, des hépatocytes et des cellules musculaires squelettiques. L’activation de 

TLR-4 dans ces cellules par les AGS active des voies de signalisation (JNK/IKKβ et 

NFκB) qui inhibent la signalisation en aval du récepteur de l’insuline (Glass and 

Olefsky, 2012; Pal et al., 2012) (figure 17). 

· Par ailleurs, l’accumulation intracellulaire de métabolites lipidiques conduit à la 

formation de dérivés lipidiques comme le diacylglycérol (DAG) et les céramides. Le 

DAG stimule l’activité de la protéine kinase C (PKC) conduisant à la phosphorylation 

de la sérine de l’IRS-1 (Jornayvaz and Shulman, 2012) et les céramides inhibent la 

voie de signalisation AKT (Johnson and Olefsky, 2013) (figure 17).  
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Figure 17 : Voies impliquées dans la résistance à l’insuline médiée par les lipides au 

niveau des tissus cibles (Johnson and Olefsky, 2013). 

 

2.2.1.3. Influence du microbiote intestinal 

Le microbiote représente l’ensemble des bactéries contenues dans l’intestin (environ 1018 

bactéries). Elles colonisent le tractus intestinal dès la période prénatale par une transmission 

de la mère à l’enfant durant la vie fœtale. La colonisation se poursuit après la naissance. Elle 

est modulée durant les trois premières années de vie par des facteurs environnementaux dont 

l’alimentation. Le microbiote atteint les caractéristiques du microbiote adulte entre l’âge de 2 

et 5 ans puis reste relativement stable tout au long de la vie (Rodríguez et al., 2015).  

Des études ont montré l’existence d’un lien entre le microbiote, l’obésité et la résistance à 

l’insuline. En effet, le microbiote est modifié chez les personnes pré-diabétiques ou atteintes 

de syndrome métabolique et chez les patients diabétiques de type 2 (Karlsson et al., 2013; Le 

Chatelier et al., 2013; Qin et al., 2012). 

Les bactéries présentes dans le système digestif peuvent produire des molécules actives qui 

interagissent avec le métabolisme de l’hôte, comme par exemple : 
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a) Les endotoxines  

Ce sont les bactéries gram négatives qui produisent à la surface de leur membrane les 

lipopolysaccharides (LPS), endotoxines capables de passer la barrière intestinale soit par 

diffusion soit par l’intermédiaire de lipoprotéines, les chylomicrons, responsables du transport 

des lipides. Les LPS peuvent être retrouvés dans la circulation sanguine et s’infiltrer dans 

certains tissus comme le foie et le tissu adipeux. De nombreuses études établissent un lien 

entre un taux plasmatique élevé d’endotoxines (ou endotoxémie) et l’inflammation de bas 

grade reconnue comme étant un élément majeur dans le développement et l’aggravation de la 

résistance à l’insuline. Les taux de LPS sont augmentés chez les sujets obèses non diabétiques 

ainsi que chez les sujets diabétiques de type 2 (Harte et al., 2012; Liang et al., 2013). Une 

alimentation riche en graisse favorise leur absorption par l’intermédiaire des chylomicrons. 

 

L’influence des endotoxines a été mise en évidence dans différents modèles expérimentaux : 

· Tout d’abord, des souris nourries avec un régime riche en graisses et des souris ob/ob 

génétiquement obèses présentent un microbiote modifié avec un ratio bactéries gram 

négatif / bactéries gram positif augmenté. L’endotoxémie qui en découle peut être 

modulée par un traitement antibiotique qui normalise ce ratio. Cet effet a été corrélé à 

une amélioration de la tolérance au glucose chez ces animaux, à une baisse de 

l’inflammation et une atténuation de la prise de poids (Cani et al., 2008).  

· Par ailleurs, il a aussi été montré que l’administration des LPS en sous-cutané chez des 

souris normales C57bl6/J durant 4 semaines provoque une endotoxémie conduisant à 

des désordres métaboliques similaires à ceux observés avec un régime riche en 

graisses : augmentation de la glycémie et de l’insulinémie à jeun, élévation de la prise 

de poids et des marqueurs de l’inflammation.  

· Les effets des LPS démontrés in vivo ont été confirmés sur des myotubes humains, 

dont l’exposition entraîne une résistance à l’insuline et une réponse inflammatoire 

(Liang et al., 2013). 

Le mécanisme implique la liaison des LPS à la protéine LPB (LPS-binding protein) et à la 

protéine CD14 (Cani et al., 2007a), le complexe généré (LBS-LPB-CD14) étant reconnu par 

les TLR4 (Toll-like receptor 4) qui jouent un rôle majeur dans la réponse immunitaire innée 

en activant la voie de signalisation NF-κB et en induisant l’expression de gènes pro-

inflammatoires (Boulangé et al., 2016). Les TLR4 sont exprimés au niveau des cellules 
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présentatrices de l’antigène, mais aussi au niveau des cellules musculaires, des adipocytes et 

des cellules β pancréatiques.  

 En résumé, une alimentation riche en graisses peut modifier le microbiote et 

augmenter la production et l’absorption des LPS. L’élévation de l’endotoxémie conduit à une 

inflammation de bas grade impliquée dans l’apparition de désordres métaboliques incluant la 

résistance à l’insuline et le diabète de type 2. 

 

b) Les acides gras à chaîne courte : 

Les acides gras à chaîne courte (AGCC) sont également des produits du microbiote pouvant 

interagir avec le métabolisme de l’hôte. Les bactéries de la flore intestinale produisent des 

AGCC à partir de la fermentation des fibres alimentaires et de certaines protéines. Les AGCC 

sont des molécules particulièrement bien absorbées par l’organisme (seulement 5 % 

d’élimination dans les fèces) (Topping and Clifton, 2001). Le propionate, le butyrate et 

l’acétate sont les AGCC les plus abondants. Ce sont des ligands du GPR41 et du GPR43, 

deux récepteurs couplés aux protéines G exprimés au niveau des cellules entéro-endocrines 

mais aussi au niveau des cellules musculaires, des hépatocytes et des adipocytes (Canfora et 

al., 2015). 

 

Les AGCC auraient divers effets bénéfiques sur la sensibilité à l’insuline et la dépense 

énergétique :  

· Au niveau du tissu adipeux, les AGCC semblent augmenter l’adipogenèse et diminuer 

la lipolyse. Par conséquent, les AGCC permettraient de diminuer le taux d’acides gras 

libres plasmatiques, d’atténuer l’inflammation et de limiter le stockage ectopique des 

acides gras au niveau des muscle et du foie (Canfora et al., 2015). Des études 

d’intervention chez l’Homme montrent que l’administration par infusion rectale 

d’acétate diminue le taux d’acides gras libres plasmatiques (Wolever et al., 1989, 

1991). L’activité des AGCC a également été étudiée in vitro, montrant que le 

traitement d’adipocytes différenciés de souris (adipocytes 3T3-L1) avec l'acétate et le 

propionate réduirait l’activité lipolytique de 50% via l’activation du récepteur GPR43. 

Ces résultats ont également été confirmés in vivo chez un modèle de souris (Ge et al., 

2008). De plus, il a été montré que la supplémentation en butyrate permet de protéger 

des souris de l’obésité et de la résistance à l’insuline induites par un régime riche en 

graisses (Gao et al., 2009). Au niveau mécanistique, l’acétate, le butyrate et le 
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propionate augmentent le métabolisme oxydatif dans le tissu adipeux en diminuant 

l’activité et l’expression de PPARγ et en augmentant celle de l’AMPK (den Besten et 

al., 2015). Le butyrate pourrait diminuer l’inflammation de bas grade en activant les 

cellules anti-inflammatoires TREG et en inhibant des voies de signalisation impliquées 

dans la production de cytokines et de chemokines pro-inflammatoires (Canfora et al., 

2015).  

· Au niveau musculaire, l’acétate et le butyrate semblent également améliorer 

l’oxydation des lipides de manière AMPK-dépendante (Canfora et al., 2015). 

L’injection d’acétate chez des rats obèses pendant 6 mois augmente également 

l’activité de l’AMPK dans le muscle (Yamashita et al., 2009). Par ailleurs, les AGCC 

favorisent de façon indirecte, la sensibilité à l’insuline et l’utilisation du glucose par 

les muscles, en stimulant la sécrétion de GLP-1 et du peptide YY par les cellules 

entéro-endocrines de type L (Psichas et al., 2015; Tolhurst et al., 2012). 

· Au niveau hépatique, et comme dans le tissu adipeux, les AGCC peuvent réguler le 

métabolisme oxydatif en diminuant l’activité et l’expression de PPARγ et en 

augmentant celle de l’AMPK (den Besten et al., 2015). 

· Au niveau des muscles et du foie, l’augmentation de l’adipogenèse et la diminution de 

la lipolyse réduiraient le stockage ectopique des acides gras (phénomène impliqué 

dans la résistance à l’insuline de ces tissus) (Canfora et al., 2015). 

 

En résumé, les AGCC semblent jouer un rôle positif dans la sensibilité à l’insuline ainsi 

que dans l’homéostasie énergétique et glucidique (figure 18). Ces données confirment le 

bénéfice potentiel d’une alimentation riche en fibres. L’augmentation de la prévalence du 

diabète de type 2 est à mettre en parallèle avec un changement des habitudes alimentaires 

devenues hypercaloriques, hyperlipidiques (notamment en acide gras saturés) et pauvres en 

fibres.  

Toutefois, la plupart des études s’intéressant aux effets biologiques des AGCC a été 

effectuée sur des modèles expérimentaux in vivo ou in vitro et un manque évident d’études 

cliniques ne permet pas de corroborer ces données expérimentales avec des résultats cliniques.  
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Figure 18 : Effets bénéfiques des acides gras à chaîne courte sur la sensibilité à l’insuline 

(Canfora et al., 2015).  

Le microbiote intestinal serait donc capable de participer au développement de l’insulino-

résistance par la production de lipopolysaccharides, mais pourrait à l’inverse améliorer la 

sensibilité à l’insuline par la production d’AGCC.  

 

2.2.2. Le Défaut de sécrétion d’insuline 

2.2.2.1. Les différentes anomalies de sécrétion d’insuline 

Le diabète de type 2 est associé à des anomalies quantitatives et qualitatives de sécrétion 

d’insuline au niveau de la cellule β : 

- Anomalie de pulsatilité : 

Le caractère pulsatile de la sécrétion basale d’insuline permet d’augmenter l’efficacité de 

cette hormone. Cependant, il est décrit que les sujets diabétiques de type 2 présentent des 

anomalies oscillatoires dès le stade précoce de la maladie (O’meara et al., 1993; O’Rahilly et 

al., 1988). De plus, cette perte de sécrétion pulsatile serait délétère pour les îlots de 
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Langerhans car elle serait liée à un excès de calcium intracytosolique favorisant l’apoptose 

des cellules β pancréatiques (Bergsten, 2000). 

- Perte du pic précoce :  

La perte de la première phase de la sécrétion d’insuline (ou pic précoce) a été observée chez le 

patient diabétique de type 2 (Cerasi et Luft, 1967 ; Metz et al., 1979). Dans le stade 

d’intolérance au glucose, ce pic est diminué (Ratzmann et al., 1981). Pourtant, il joue un rôle 

important dans le contrôle de la glycémie.  

- Anomalie quantitative de l’insulino-sécrétion :  

Au cours du diabète de type 2, les sécrétions d’insuline basale et stimulée par le glucose sont 

diminuées (Deng et al., 2004; Guillausseau et al., 2008) . 

- Sécrétion excessive de pro-hormones :  

Au-delà des altérations quantitatives, il existe également des altérations qualitatives de la 

sécrétion d’insuline. Les diabétiques de type 2 présentent un excès de pro-peptides 

d’insuline circulants (la pro-insuline clivée en 32-33 et la pro-insuline clivée en 64-65). En 

effet, leurs taux plasmatiques ont été détectés à plus de 40 % de l’insuline totale alors qu’ils 

n’excèdent pas 5 % chez les sujets sains (Temple et al., 1990). 

- Diminution de la masse cellulaire β : 

La masse cellulaire β reflète l’équilibre entre la prolifération (néogenèse) et l’apoptose des 

cellules. L’autopsie de pancréas de patients décédés atteints de diabète de type 2 a révélé une 

réduction importante de la masse ainsi qu’une élévation de l’apoptose des cellules β (Butler et 

al., 2003). 

2.2.2.2. Les mécanismes de la dysfonction cellulaire β  

a) La glucotoxicité : 

 

L’hyperglycémie chronique exerce ses effets délétères au niveau de la cellule β selon 

plusieurs mécanismes : 

L’hyperglycémie est à l’origine de la production excessive d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS). Les ROS sont des radicaux dérivés de l’oxygène tels que l’anion 

superoxyde (O2
.-), le radical oxyde nitrique (NO.), le radical hydroxyle (OH.), ainsi que des 

espèces non radicalaires telles que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’acide hypochloreux 
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(HOCl) et le peroxyde nitrite (ONOO-). En condition physiologique, il s’agit de co-produits 

du métabolisme énergétique impliqués dans la régulation de certaines voies de signalisation. 

Les sources majeures de ROS proviennent de la mitochondrie au niveau de la chaîne de 

transports d’électrons où des fuites d’électrons génèrent des radicaux libres tels que O2
.-. La 

NADPH oxydase (qui génère O2
.-), la NO synthase (qui génère NO.), la lipooxygénase, la 

cyclooxygénase et la monooxygénase microsomale sont également des sources intracellulaires 

de ROS. 

Toutefois, l’accumulation excessive de ROS dans la cellule peut devenir néfaste et générer un 

stress oxydant. C’est particulièrement le cas pour la cellule β. En effet, la cellule β exprime 

peu d’enzymes de détoxification telles que la CuZn superoxyde dismutase (CuZn-SOD), la 

Mn-SOD, la catalase et la glutathione peroxydase (GPx) (Grankvist et al., 1981). 

L’hyperglycémie chronique, caractéristique du diabète, est à l’origine d’une glucotoxicité liée 

au stress oxydant et responsable (au moins en partie) de la dysfonction de la cellule β.  

En effet, lorsque le glucose est en excès dans la cellule, sa prise en charge est déviée vers des 

voies alternatives (telles que, par exemple, la phosphorylation oxydative, le métabolisme du 

sorbitol et des hexosamines, l’activation de la PKC par le DAG) qui vont conduire à la 

production de métabolites qui formeront des ROS à l’origine d’un stress oxydant (Poitout and 

Robertson, 2008). 

 

L’hyperglycémie est responsable de la dérégulation de l’expression du gène de 

l’insuline.  

En effet, l’exposition de cellules INS-1 (lignée cellulaire β sécrétrice d’insuline) à des 

concentrations élevées de glucose diminue rapidement et de manière réversible le taux 

d’ARNm de l’insuline (Poitout and Robertson, 2008). Des concentrations élevées de glucose 

diminuent également l’activité de liaison des facteurs de transcription impliqués dans 

l’expression du gène de l’insuline, PDX-1 et MafA (Harmon et al., 2005; Poitout et al., 2006). 

 

Au-delà de cet effet sur l’expression du gène de l’insuline, l’hyperglycémie chronique 

serait responsable d’une altération de la sécrétion d’insuline par une baisse de l’expression des 

protéines de l’exocytose à l’origine d’une altération de la capacité d’exocytose des cellules 

β (Dubois et al., 2007). 
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Au plan pharmacologique, l’utilisation de molécules antioxydantes a permis de démontrer 

l’implication du stress oxydant dans le mécanisme biochimique de la glucotoxicité. En effet, 

la diminution de la transcription du gène de l’insuline est prévenue par des antioxydants tels 

que la N-acétyl-cystéine (NAC) ou l’aminoguanidine sur la lignée cellulaire sécrétrice 

d’insuline HIT-T15. De plus, sur un modèle de rat diabétique de type 2, le rat ZDF, le 

traitement par la NAC (200 mg/kg/ jour en i.p.ou 1 g/L dans l’eau de boisson) ou 

l’aminoguanidine (400 mg/kg/ jour en i.p.), pendant 6 semaines, normalise la glycémie, 

restaure la sécrétion d’insuline, le contenu en insuline et les taux d’ARNm d’insuline au 

niveau de la cellule β (Tanaka et al., 1999).  

b) La glucolipotoxicité  

Des concentrations plasmatiques élevées en AGL (et notamment en AGS tels que l’oléate et 

le palmitate) augmentent le risque de développer un diabète de type 2. En effet, les AGL 

jouent un rôle dans la dysfonction de la cellule β (lipotoxicité) indépendamment de leur effet 

sur la résistance à l’insuline (Paolisso et al., 1995).  

Lors d’un état diabétique la lipotoxicité se manifeste de façon concomitante avec la 

glucotoxicité. On parle alors de glucolipotoxicité.  

La glucolipotoxicité participe à la dysfonction de la cellule β de la façon suivante :  

- Elle favorise l’accumulation de dérivés lipidiques dans la cellule à l’origine de sa 

dysfonction. Lorsque les concentrations plasmatiques de glucose et d’AGL sont élevées, le 

métabolisme du glucose au sein de la cellule β conduit à la formation cytosolique de citrate et 

de malonyl-CoA. Le malonyl-CoA inhibe la carnitine-palmitoyl transferase-1 (CPT-1) qui 

joue un rôle dans le transport des acides gras du cytoplasme vers la mitochondrie. Cette 

inhibition bloque l’oxydation des AGL conduisant à la production et à l’accumulation 

cytoplasmique de dérivés lipidiques tels que les céramides, les diglycérides, l’acide 

phosphatidique, les phospholipides et les triglycérides (Poitout et al., 2010). Ces dérivés 

favorisent la formation de ROS et le processus apoptotique (Wali et al., 2013). Ils altèrent 

également la sécrétion d’insuline en intervenant au niveau de l’expression du gène de 

l’insuline. Des études ont montré que des concentrations élevées de palmitate (qui est utilisé 

comme substrat pour la synthèse des dérivés lipidiques tels que les céramides) diminuaient 

l’activité de liaison des facteurs de transcription PDX-1 et MafA au niveau du promoteur 

du gène de l’insuline (Poitout et al., 2006). Il a également été montré une diminution de 

l’expression de PASK qui est une serine-threonine kinase régulée par le glucose et qui est 
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impliquée dans l’expression de PDX-1. Autrement dit, via une diminution de l’expression de 

PASK, le palmitate diminue l’expression de PDX-1. 

- La glucolipotoxicité altère particulièrement les cellules β Hubs dont le rôle est de 

synchroniser l’ensemble des cellules β lors de la sécrétion d’insuline induite par le glucose 

(Johnston et al., 2016). 

- La glucolipotoxicité altère la sécrétion d’insuline par une diminution des niveaux d’ATP 

induite par l’augmentation du taux de protéines UCP-2 (Uncoupling Protein 2) qui 

constitue un système de défense pour la cellule β pancréatique (Chan et al., 2004).  

- La sécrétion d’insuline est également altérée par l’activation de la PKCε (Poitout et al., 

2010). 

- La glucolipotoxicité affecterait également la sécrétion d’insuline induite par le glucose 

au cours des différents étapes de l’exocytose (Olofsson et al., 2007).  

c) Le stress du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique est un organite essentiel pour préserver la fonction et la viabilité 

cellulaire. Il est impliqué dans la biosynthèse, l'assemblage, la maturation et le transport des 

protéines. Des protéines chaperones assurent le repliement des protéines synthétisées afin de 

les rendre fonctionnelles. En cas de stress du réticulum endoplasmique, l'activité des protéines 

chaperones est altérée et provoque l’accumulation de protéines mal repliées. Ceci déclenche 

une réponse adaptative appelée Unfolded Protein Response (UPR) (Back and Kaufman, 2012) 

pour maintenir l’homéostasie de cet organite. Le réseau de signalisation des UPR est 

complexe et implique trois protéines transmembranaires du réticulum endoplasmique : IRE 1α 

(inositol requiring enzyme 1α), PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase) et ATF6 

(Activating Transcription Factor 6). 

L’excès de ROS produits par la glucotoxicité et la glucolipotoxicité altère ces protéines 

chaperones et provoque un stress du réticulum endoplasmique (Zeeshan et al., 2016). Il a 

récemment été décrit que le stress oxydant induit par le palmitate était à l’origine d’une 

déplétion du stock de calcium du réticulum endoplasmique due à une libération aberrante du 

calcium depuis cet organite, conduisant au stress du réticulum endoplasmique (Ly et al., 

2017). 

L’induction du stress du réticulum endoplasmique favorise l’apoptose des cellules β (Bachar 

et al., 2009; Karaskov et al., 2006; Wang, 2005).   
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L’inflammation, le stress oxydant et le stress du réticulum endoplasmique consécutifs au 

phénomène de glucolipotoxicité, peuvent apparaître dès le stade d’intolérance au glucose et 

favoriser le passage du pré-diabète au diabète. L’hyperglycémie qui s’aggrave au cours du 

diabète de type 2 accélère ensuite la dysfonction et la mort de la cellule β pancréatique.  

2.3. Les complications liées au diabète de type 2 

2.3.1. Les macroangiopathies 

Le diabète de type 2 est associé à différentes complications macroangopathiques telles que 

l’athérosclérose, l’arrêt cardiaque, l’accident vasculaire cérébral (AVC), l’angine de poitrine 

et l’infarctus du myocarde (Shah et al., 2015). Il multiplie par 2 à 3 le risque de maladie 

cardiovasculaire. Selon la fédération internationale du diabète, les complications 

cardiovasculaires sont la principale cause de mortalité. 

2.3.2. Les microangiopathies 

Les microangiopathies qui sont des atteintes des petits vaisseaux au niveau nerveux, oculaire 

et rénal, sont favorisées par l’hyperglycémie chronique. Le traitement médicamenteux du 

diabète est alors important pour diminuer le risque de morbi-mortalité associé à ces 

complications.  

 

2.3.2.1. La neuropathie diabétique  

Elle existe sous deux formes :   

· La neuropathie autonome (atteinte des nerfs du système nerveux autonome) qui se 

traduit par des symptômes variés tels que par exemples l’hypotension orthostatique ou 

des troubles digestifs.  

· La neuropathie diabétique périphérique (atteinte des nerfs du système nerveux 

périphérique) qui se présente sous plusieurs formes :  

       - La polyneuropathie diabétique ou polynévrite qui est une atteinte des nerfs des 

membres inférieurs et qui se manifeste par une diminution ou une perte de la 

sensibilité, favorisant l’apparition de plaies, notamment au niveau des pieds. 

       - La mononeuropathie diabétique qui est une complication qui ne touche qu’un 

seul nerf périphérique. Si plusieurs zones du corps sont touchées par l’atteinte d’un 
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seul nerf, on parlera de mononeuropathie multiple. Elle peut se traduire par une 

douleur intense, une faiblesse et une difficulté à se mouvoir. 

2.3.2.2. La rétinopathie diabétique 

Il s’agit d’une atteinte de la rétine qui peut entraîner une baisse de la vue voire une cécité 

totale (Zou et al., 2016).  

2.3.2.3. La néphropathie diabétique  

Cette complication qui est une atteinte des reins, peut aboutir à une insuffisance rénale 

chronique. Le diabète est la première cause de dialyse en France. 

2.4. Prise en charge du patient diabétique de type 2 

La mise en place des mesures hygiéno-diététiques efficaces est un préalable nécessaire au 

traitement médicamenteux du contrôle glycémique. Elles doivent être poursuivies tout au long 

de la prise en charge.  

Il existe plusieurs classes thérapeutiques de médicaments reposant sur des mécanismes 

d’action différents. Ils sont administrés seuls ou associés entre eux. 

-  Les insulinosensibilisateurs 

La metformine (glucophage®), de la famille des biguanides, a une action anti-

hyperglycémiante sans entraîner d’hypoglycémie. Elle diminue la glycémie en dehors et après 

les repas : 

- en diminuant la production hépatique de glucose, 

- en diminuant l’insulino-résistance des tissus périphériques, 

- en retardant l’absorption intestinale du glucose.  

La metformine agit en inhibant partiellement le complexe I de la chaîne d’électron dans la 

mitochondrie conduisant à une déplétion énergétique (augmentation du ratio AMP/ATP) et 

une activation de l’AMPK responsable de l’inhibition de la production hépatique de glucose 

et de l’augmentation de la captation du glucose par les muscles. 

Les thiazolidinediones, agonistes des récepteurs PPARγ, ne sont plus commercialisés en 

France du fait d’une toxicité cardiaque. Seule la pioglitazone est encore commercialisée dans 

certains pays. 
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- Les sulfamides hypoglycémiants et les glinides 

Les sulfamides hypoglycémiants (ex : le glibenclamide) et les glinides (ex : le répaglinide) 

stimulent la sécrétion d’insuline de façon non gluco-dépendante. L’hypoglycémie est le 

principal effet indésirable. 

Les sulfamides se lient à la sous-unité SUR-1 des canaux KATP et les glinides se lient aux 

deux sous-unités SUR-1 et Kir6.2 des canaux KATP. Les mécanismes d’action sont identiques. 

Leur liaison sur les canaux KATP entraîne leur fermeture et une dépolarisation de la membrane 

à l’origine d’une activation des Cav de type L. L’entrée massive de calcium dans la cellule β 

déclenche l’exocytose des granules d’insuline.  

L’efficacité de cette classe de médicaments dépend de la capacité résiduelle du pancréas à 

secréter de l’insuline.  

- Les inhibiteurs des alpha-glucosidases 

Les inhibiteurs des alpha-glucosidases (ex : acarbose) inhibent l’absorption des glucides lors 

des repas. Ils agissent donc sur la glycémie post-prandiale. Ils n’induisent pas 

d’hypoglycémie. Leurs effets indésirables principaux sont des troubles digestifs liés à une 

fermentation colique des sucres non absorbés. 

- Les analogues GLP-1 et les inhibiteurs de la DPP4  

Le GLP-1, de la famille des incrétines, est un peptide sécrété par l’intestin au moment des 

repas. Il amplifie la sécrétion d’insuline induite par le glucose, et est rapidement métabolisé 

par la dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) au niveau plasmatique.  

Des analogues du GLP-1 tels que l’exénatide et le liraglutide, peuvent être utilisés comme 

antidiabétiques. Ils sont administrés par voie injectable en sous-cutané.  

Il existe également des inhibiteurs de la DPP4 (ex : saxagliptine) appartenant à la famille des 

gliptines qui renforce l’action du GLP-1 endogène en augmentant sa durée de vie. 

Ces médicaments ont pour effet de : 

- stimuler la sécrétion d’insuline uniquement quand la glycémie est élevée (activité 

gluco-dépendante), ce qui limite le risque d’hypoglycémie, 

- réduire la sécrétion de glucagon, hormone qui stimule la production de glucose par le 

foie, 

- diminuer l’appétit, 

- ralentir la vidange gastrique, ce qui augmente la sensation de satiété. 

Ces différentes actions vont contribuer à une perte de poids et à une régulation de la glycémie. 
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- Les inhibiteurs du SGLT2 

Les inhibiteurs du SGLT2 (sodium /glucose transporteur de type 2 qui permet la réabsorption 

du glucose au niveau rénal) augmentent l’élimination du glucose dans les urines. Ils 

permettent alors d'abaisser la glycémie. Ils semblent être associés à une amélioration du risque 

cardiovasculaire (Ampudia-Blasco et al., 2017; Imprialos et al., 2017; Vettor et al., 2017). 

Cependant, ces produits ne sont pas encore commercialisés en France. 

- L’insuline  

C’est le traitement de référence du diabète de type 1. En cas d’insulinopénie, 

l’insulinothérapie devient également nécessaire pour le diabétique de type 2. L’insuline 

recombinante injectable se substitue à l’insuline qui devrait être sécrétée par le pancréas. Le 

médecin propose un schéma d’insuline adapté au profil glycémique du patient : 

- une insuline lente, si la glycémie est haute le matin et baisse dans la journée ; 

- une insuline rapide, si la glycémie monte après les repas ; 

- une association d’insuline lente et rapide, si la glycémie est haute à plusieurs moments 

de la journée. 

Il existe donc différentes classes de médicaments qui permettent de réguler la glycémie par 

des mécanismes d’action différents. Cependant, à ce jour aucun traitement médicamenteux ne 

permet de traiter définitivement le diabète de type 2.  

L’objectif de la prise en charge est de : 

· Prévenir des complications du diabète ; 

· Normaliser la glycémie pour limiter l'évolution de la maladie. L'objectif thérapeutique 

varie selon les stades de la maladie et les patients : le but initial est d’atteindre un taux 

de HbA1c ≤ 7 % ; 

· Corriger les facteurs de risques cardiovasculaires associés (hypertension artérielle, 

dyslipidémie, surcharge pondérale). 

Les modalités d’utilisation des médicaments antidiabétiques sont définies par la Haute 

Autorité de Santé (HAS) et sont reprises dans les recommandations (« Recos ») issues du 

dictionnaire Vidal, référence des praticiens en terme d’utilisation des médicaments. 

Trois schémas de stratégie thérapeutique pour la prise en charge du diabète de type 2 sont 

décrits en fonction de la présence ou non d’intolérance ou de contre-indication à certains 

médicaments (figure 19). Les stratégies sont les suivantes : 
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· En cas d’utilisation possible de la metformine, ce médicament est choisi en première 

intention en monothérapie. C’est le seul sur le marché à avoir démontrer une efficacité 

pour diminuer le risque cardio-vasculaire en monothérapie. D’autres produits viennent 

s’ajouter à ce premier choix lorsque l’objectif thérapeutique n’est plus atteint. D’abord 

en association avec à un sulfamide hypoglycémiant (bithérapie), puis avec d’autres 

médicaments (trithérapie) avec au choix un inhibiteur de l’alpha-glucosidase, un 

inhibiteur de DPP4 ou un analogue du GLP-1 (voie sous-cutanée). 

Si l’objectif n’est pas atteint en terme d’HbA1c, l’insulinothérapie est envisagée. 

 

· En cas d’intolérance à la metformine, c’est un sulfamide hypoglycémiant qui sera 

administrés dans un premier temps, puis successivement associé à un inhibiteur des 

alpha-glucosidases ou un inhibiteur de DPP4 en bithérapie, puis à l’insuline ou à un 

analogue GLP-1 si la prise de poids sous insuline est une situation préoccupante. 

 

· En cas d’intolérance ou de contre-indications au sulfamide hypoglycémiant et si la 

monothérapie par la metformine est insuffisante, celle-ci sera associée au répaglinide 

(insulino-sécrétoire d’action rapide et courte utilisé au moment des repas). Si la 

survenue d’hypoglycémies est une situation préoccupante, la metformine sera associée 

à un inhibiteur des alpha-glucosidases ou à un inhibiteur de la DPP4.  

En cas d’échec, la metformine sera alors associée à l’insuline. Si la prise de poids sous 

insuline est une situation préoccupante, la metformine sera plutôt associée à un 

analogue GLP-1. 

Les protocoles d’insulinothérapie sont adaptés en fonction des profils des patients. 

Les sulfamides hypoglycémiants gardent une place très importante dans la stratégie 

thérapeutique, même s’ils sont facteurs d’épisodes hypoglycémiques. 

Les médecins peuvent être amenés à réduire l’objectif thérapeutique (relèvement du taux-cible 

d’HbA1c) en fonction de l’espérance de vie des patients, de la survenue d’hypoglycémies trop 

fréquentes et de complications cardiovasculaires. 
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Figure 19 : Prise en charge thérapeutique du patient diabétique de type 2 (HAS, 2013). 
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2.5. Les modèles animaux de diabète de type 2 

Chaque modèle animal peut aider à la compréhension d’une séquence pathogène conduisant 

au diabète, mais aucun modèle à lui seul ne mime de manière fidèle la physiopathologie de la 

maladie chez l’Homme. 

Les modèles animaux de diabète de type 2 peuvent être caractérisés par un diabète spontané 

ou induit. Dans certains modèles, le diabète de type 2 peut être associé à une obésité.  

Dans ce chapitre, seuls quelques exemples de modèles rongeurs sont évoqués. La liste n’est 

pas exhaustive. 

2.5.1. Les modèles obèses monogéniques  

Dans ces modèles, une seule mutation est responsable de la maladie. 

· La souris Lepob/ob est un modèle d’obésité sévère qui présente une mutation spontanée 

du gène codant pour la leptine (hormone anorexigène). A l’âge de 2 semaines, la 

consommation de nourriture et le poids des souris augmentent, alors que 

l’hyperinsulinémie se développe (King, 2012). Dès 4 semaines, ces souris développent 

une hyperglycémie avec des valeurs maximales atteintes entre 3 et 5 mois (Lindström, 

2007).  

· Les souris Leprdb/db présentent une mutation récessive autosomale sur le gène codant 

pour le récepteur à la leptine (Chen et al., 1996). Comme les souris ob/ob, elles sont 

hyperphagiques, hyperinsulinémiques vers la 2ème semaine de vie, obèses à l’âge de 3-

4 semaines et hyperglycémiques entre la 4ème et 8ème semaine (King, 2012). 

· Les rats Zucker Fatty présentent une mutation du gène codant pour la leptine et donc 

une hyperphagie. Ces rats deviennent obèses à partir de la 4ème semaine de vie. Ils sont 

caractérisés par une hyperinsulinémie avec hyperplasie des îlots de Langerhans, une 

hyperlipidémie et sont également hypertendus. Les rats Zucker Fatty présentent une 

intolérance au glucose (King, 2012). 

· Les rats ZDF (Zucker Diabetic Fatty) sont dérivés des rats Zucker Fatty qui présentent 

une mutation à l’origine du phénotype diabétogène. Bien que moins obèses que les 

fatty, ces animaux sont fortement insulino-résistants et incapables de compenser cette 

l’insulino-résistance du fait d’un taux d’apoptose des cellules β élevé. Les rats ZDF 

développent un diabète de type 2 lors d’une consommation riche en graisses. Il s’agit 

d’un modèle prédictif du passage du pré-diabète au diabète de type 2 car les ZDF sont 
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pré-diabétiques entre la 3ème et la 8ème semaine de vie avec insulino-résistance et 

intolérance au glucose, puis deviennent diabétiques entre la 8ème et la 10ème semaine 

(Srinivasan and Ramarao, 2007). Les rats ZDF présentent une hyperplasie des îlots de 

Langerhans (Tokuyama et al., 1995). 

2.5.2. Les modèles obèses polygéniques 

· La souris KK est une souche développée au Japon par des croisements de souris 

consanguines modérément obèses, hyperleptinémiques et insulino-résistantes.  

Il existe également la souris KK-Ay qui est un autre modèle dérivé de la souche KK, 

créée en introduisant le gène yellow obèse (Nishimura, 1969). Ce sont des souris qui 

développent une obésité plus sévère. Il s’agit d’un modèle adapté pour les études de la 

néphropathie liée au diabète de type 2 (Kitada et al., 2016). 

· Le rat OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fat rat) est dérivé d’une colonie de 

rats Long Evans spontanément diabétiques et non consanguins. Il s’agit de rats qui 

présentent une obésité modérée avec une hyperglycémie retardée apparaissant après 

18 semaines de vie. Les gènes diabétogènes sont transmis uniquement par la femelle. 

Les îlots pancréatiques sont soumis à des modifications histologiques selon 3 stades. 

Le stade précoce (avant la 9ème semaine de vie) est caractérisé par une infiltration des 

lymphocytes, un stade d’hyperplasie et de fibrose à l’intérieur et autour des îlots (entre 

la 10ème et 40ème semaine) puis un stade final montrant l’apparition d’une atrophie des 

îlots (Kawano et al., 1994). 

· La souris New Zealand (NZO) présente une résistance à la leptine ainsi qu’une 

hyperleptinémie à l’origine d’une hyperphagie. Ces souris présentent une altération de 

la morphologie des îlots et de l’expression du transporteur GLUT-2 (Chankiewitz et 

al., 2006). La résistance à l’insuline au niveau hépatique s’explique en partie par une 

altération de la régulation de la glucose-1,6-biphosphatase (Andrikopoulos et al., 

1993). 

· La souris TallyHo/jng est obèse et diabétique de type 2, obtenue par des croisements 

sélectifs entre souris hyperglycémiques et hyperinsulinémiques d’une colonie de 

souris non consanguines (Kim et al., 2005). Ces souris ont une adiposité augmentée et 

des taux plasmatiques de triglycérides, de cholestérols et d’acides gras libres élevés 

(King, 2012).  
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· La souris NoncNZO10/LtJ développe une insulino-résistance au niveau du foie et des 

muscles vers 8 semaines de vie puis devient hyperglycémique à partir de 12 semaines. 

2.5.3. Les modèles obèses induits par l’alimentation 

Des souris normales C5BL/6 peuvent développer une intolérance au glucose lorsqu’elles sont 

nourries avec un régime riche en graisses (High Fat Diet). Ce type de régime est connu pour 

induire des désordres métaboliques comme une obésité ou un syndrome métabolique. La prise 

de poids est associée à une résistance à l’insuline et à une perte de la compensation des 

cellules β à l’origine d’une intolérance au glucose. 

La gerbille du désert et le rat du Nil sont des animaux sauvages qui développent une obésité et 

un diabète lorsqu’ils sont en captivité et nourris par une alimentation standard de laboratoire.  

2.5.4. Les modèles non obèses 

· Le rat Goto-Kakizaki (GK) est un modèle spontané et non obèse de diabète de type 2. 

Cette souche a été obtenue par un groupe de japonais qui a réalisé des croisements 

successifs entre des rats Wistar sélectionnés pour avoir une légère altération de la 

tolérance au glucose (GOTO et al., 1976). Ces rats sont donc caractérisés par une 

intolérance au glucose. L’hyperglycémie ne semble pas être initiée par une insulino-

résistance (qui n’est que secondaire à l’hyperglycémie) mais elle est plutôt provoquée 

par une altération du développement de la masse cellulaire β, une dysfonction de ces 

cellules et une élévation de la production hépatique de glucose (Movassat et al., 1997; 

Picarel-Blanchot et al., 1996 ). Dès les premiers jours de vie, les rats GK ont une 

masse cellulaire β et un contenu en insuline diminués bien que leur glycémie soit 

normale (Movassat et al., 1997). 

· La souris hIAPP et le rat HIP sont des animaux transgéniques qui expriment la 

protéine IAPP humaine ou hIAPP (polypeptide amyloïde des îlots) (Janson et al., 

1996). Une des caractéristiques du diabète de type 2 est la formation de dépôts 

amyloïdes à l’intérieur des îlots, ce qui provoque un stress du réticulum 

endoplasmique et induit l’apoptose des cellules β pancréatiques (Huang et al., 2007). 

La demande en insuline ne peut pas être compensée par une augmentation de la 

fonction ou de la masse cellulaire β (Matveyenko and Butler, 2006; Matveyenko et al., 

2009). 
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Chapitre 3 : Les polyphenols 

3.1. Définition et classification 

Les polyphénols sont des composés largement répandus dans le règne végétal. Ce sont des 

métabolites secondaires des plantes qui constituent un système de défense en les protégeant, 

notamment contre les rayons ultra-violets et les infections microbiennes (Harborne and 

Williams, 2000). Plus de 8 000 composés polyphénoliques ont été identifiés et retrouvés dans 

diverses espèces végétales.  

Les polyphénols sont consommés par l’Homme et les principales sources alimentaires sont les 

fruits, les légumes, le thé, le café, le cacao et des boissons fermentées comme le vin, la bière 

et le cidre. Certains fruits contiennent 200 à 300 mg de polyphénols par 100 g de poids frais. 

Un verre de vin rouge ou une tasse de thé ou de café contient environ 100 mg de polyphénols 

(Pandey and Rizvi, 2009). La consommation journalière de polyphénols est estimée à environ 

1 g par jour (Chun et al., 2007; Taguchi et al., 2015). Ces composés participent aux qualités 

sensorielles et nutritionnelles des végétaux consommés (astringence, amertume, couleur, 

odeur…). 

Les composés phénoliques sont caractérisés par la présence commune d’au moins un cycle 

benzénique portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Ils peuvent être classés en fonction 

de la complexité de la structure du squelette de base (figure 20). D’un point de vue structurel, 

les acides phénoliques constituent la famille la plus simple avec un squelette de base de la 

forme C6-C1. 
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Figure 20 : Classification des polyphénols en fonction de leur structure chimique de base 
(Crozier et al., 2009). 

Les flavonoïdes sont les polyphénols les plus abondants dans le règne végétal (Neveu et al., 

2010). Ainsi, il est courant d’utiliser une classification simplifiée qui divise les composés 

phénoliques en deux groupes : les flavonoïdes et les non-flavonoïdes (Crozier et al., 2009). 

- Groupe des flavonoïdes : 

Les flavonoïdes, dont le squelette de base est C6-C3-C6, sont des composés polyphénoliques 

constitués de deux cycles aromatiques A et B reliés par un pont de 3 atomes de carbone 

formant un hétérocycle oxygéné. Il existe six sous-groupes de flavonoïdes plus 

particulièrement retrouvés dans notre alimentation (figure 21) : 

· Les flavonols qui sont les flavonoïdes les plus répandus dans le règne végétal à 

l’exception des algues et des champignons dans lesquels ils sont absents. La 
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quercétine et le kaemphérol sont les plus connus. Les flavonols sont très peu retrouvés 

sous leur forme aglycone et sont, dans la majorité des cas, conjugués à des glycosides. 

· Les flavones, telles que l’apigénine et la lutéoline, sont moins fréquentes dans notre 

alimentation. Elles sont notamment retrouvées dans le céleri, le persil et certaines 

herbes. 

· Les isoflavones, telles que la génistéine et la daidzéine, sont présents presque 

exclusivement dans les légumineuses, et atteignent des quantités particulièrement 

élevées dans le soja. Elles peuvent présenter une activité estrogénique. Dans ce cas, il 

s’agit de phyto-estrogènes (Crozier et al., 2009). 

· Les flavan-3-ols constituent un groupe complexe de flavonoïdes dont la structure peut 

varier d’une forme simple (ex : la catéchine) à des formes polymériques complexes 

(ex : les proanthocyanes). Ils sont présents dans différents types de fruits (comme les 

pommes, les abricots, les cerises) mais aussi dans le vin rouge et les céréales. Le thé 

vert et le chocolat semblent être les sources les plus riches en flavan-3-ols (Manach et 

al., 2004).  

· Les flavanones sont généralement glycosylées, toutefois il est possible de rencontrer 

des aglycones telles que la naringenine dans le pamplemousse, l’hespérétine dans les 

oranges et l’eriodictyol dans le citron. Les flavanones sont présentes dans les tomates 

et la menthe ; les teneurs les plus importantes sont retrouvées dans les agrumes 

(Manach et al., 2004). 

· Les anthocyanes sont largement présents dans le règne végétal et particulièrement dans 

les fruits et les fleurs colorés car ils sont responsables de leur couleur rouge, violette 

ou bleue (Crozier et al., 2009). Dans notre alimentation, ils sont présents dans le vin 

rouge, certaines variétés de céréales et certains légumes tels que l’aubergine, l’oignon 

et le radis (Manach et al., 2004). La cyanidine est l’anthocyane alimentaire le plus 

répandu.  

 

Il existe d’autres sous-groupes de flavonoïdes considérés comme mineurs car faiblement 

retrouvés dans notre alimentation. Il s’agit des dihydroflavonols, des flavan-3,4-diols, des 

coumarines, des chalcones, des dihydrochalcones et des aurones. 
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Figure 21 : Structure des principaux sous-groupes de flavonoïdes consommés par 

l’Homme (Del Rio et al., 2013). 

- Groupe non flavonoïdes : 

Ce groupe comprend des composés phénoliques hétérogènes d’un point de vue structurel.  

Parmi les non-flavonoïdes consommés par l’Homme, on peut citer : 

· Les acides phénoliques (squelette de base C6-C1) qui sont les plus abondants. Ils 

appartiennent à deux familles : les acides hydroxybenzoïques (ex : acide gallique 

contenu notamment dans le thé vert, le thé noir et le vin) et les acides 

hydroxycinnamiques (ex : acide caféique, acide p-coumarique, acide férulique).  

· Les ellagitanins qui sont des tanins dont l’hydrolyse, au niveau de l’estomac et le 

l’intestin grêle, aboutit à la formation d’acide ellagique. L’ellagitanin sanguiin H-6 est 

présent dans les fraises, les framboises, les mûres et les noix et l’ellagitanin 

punicalagine est retrouvé dans la grenade. Après dépolymérisation de l’ellagitanin, 

l’acide ellagique, peu absorbé tel quel, est métabolisé par la microflore colique en 

molécules plus absorbables : les urolithines, objet de notre thèse. 
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· Les stilbènes sont des polyphénols moins répandus. Le resvératrol, présent notamment 

dans le vin rouge, semble posséder des propriétés biologiques multiples et a fait l’objet 

de nombreuses études. 

· Les lignanes, qui, comme l’acide ellagique, sont métabolisés par la microflore 

intestinale. Ils conduisent à la formation d’enterodiol et d’entérolactone, métabolites 

associés à des effets « santé » potentiels. Les graines de lin en sont les principales 

sources alimentaires.  

3.2. Biodisponibilité des polyphénols chez l’Homme 

3.2.1. Absorption intestinale et métabolisme 

La plupart des polyphénols présents dans les végétaux sont liés à des groupements chimiques, 

en majorité à des groupements glycosidiques, les rendant ainsi difficilement absorbables. 

Ainsi, pour être absorbés, la grande majorité des polyphénols vont subir une hydrolyse 

(formation de l’aglycone) par les enzymes intestinales ou être métabolisés par la microflore 

intestinale.  

C’est dans la cavité buccale que la première étape du métabolisme des polyphénols a été 

décrite. En effet, après ingestion, les polyphénols peuvent y être partiellement modifiés par la 

salive et la microflore de la cavité buccale (Walle et al., 2005). Cependant, cette étape est 

mineure dans le processus de métabolisation des polyphénols. 

L’intestin grêle est majoritairement impliqué dans le métabolisme des polyphénols. A ce 

niveau, les polyphénols et en particulier les flavonoïdes encore conjugués, peuvent subir une 

hydrolyse par l’action de la lactase phlorizine hydrolase (LPH), une enzyme exprimée dans la 

bordure en brosse des cellules épithéliales de l’intestin grêle (Day et al., 2000; Del Rio et al., 

2013). La LPH, qui présente une large spécificité de substrat pour les flavonoïdes-O-β-D-

glucosides, permet la libération de la forme aglycone par le clivage du groupement 

glycosidique. Ceci induit une augmentation de sa lipophilicité et favorise ainsi son passage 

par diffusion dans l’entérocyte (Day et al., 2000) (figure 22).  

Il existe également une voie alternative conduisant à l’hydrolyse des groupements 

glycosidiques. Celle-ci implique la β-glucosidase cytosolique (CBG), exprimée à l’intérieur 

des entérocytes. Ainsi, pour que l’hydrolyse par la CBG se produise, les polyphénols 

glycosylés sont transportés à l’intérieur de l’entérocyte, notamment grâce au transporteur de 

glucose dépendant du sodium (SGLT-1). Une fois dans la cellule, l’action de la CBG 

permettra de générer l’aglycone (Del Rio et al., 2013). 
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Il existe donc deux voies susceptibles de conduire à l’augmentation d’aglycones au sein de 

l’entérocyte : la voie de la LPH et la voie impliquant la SGLT-1 et la CBG (figure 22). 

Avant d’entrer dans la circulation générale, les aglycones présents dans les entérocytes 

subissent un métabolisme de phase II par réaction de glucuronidation, sulfatation et 

méthylation. Ces réactions sont respectivement effectuées par les enzymes uridine-5’-

diphosphate glucuronosyltransférases (UGT), sulfotransférases (SULT) et catéchol-O-

méthyltransférases (COMT).  

Ce métabolisme de phase II, qui correspond à un procédé de détoxication commun aux 

xénobiotiques, favorise leur élimination urinaire et biliaire en augmentant leur hydrophilicité. 

Les métabolites ainsi formés dans les entérocytes peuvent soit retourner dans la lumière 

intestinale via les transporteurs MRP1 et MRP2 (Multidrug Resistance Protein 1 et 2), soit 

passer dans la circulation sanguine par la veine porte via les transporteurs MRP3 (Multidrug 

Resistance Protein 3) et GLUT-2 (Del Rio et al., 2013) (figure 22). 

Les métabolites de polyphénols atteignent ensuite le foie où ils pourront subir à nouveau un 

métabolisme de phase II, avant de passer dans la circulation systémique et atteindre leurs 

tissus cibles. Ils peuvent également retourner dans la lumière intestinale via le canal 

cholédoque (circulation entéro-hépatique). 

Seuls 5 à 10 % des polyphénols consommés sont absorbés au niveau de l’intestin grêle. Par 

conséquent, 90 à 95 % des polyphénols sous forme native ou conjuguée s’accumulent au 

niveau du côlon, à des concentrations pouvant atteindre des valeurs de l’ordre du millimolaire.  

Ces polyphénols peuvent alors y subir l’action de la microflore intestinale, responsable du 

clivage des formes conjuguées et entraînant la formation des aglycones. Ces aglycones sont 

ensuite catabolisés par ouverture d’un ou plusieurs hétérocycles. Des étapes ultérieures 

d’hydrolyse de groupements chimiques conduiront à des catabolites de faibles poids 

moléculaires plus facilement absorbables.  

Il est intéressant de remarquer qu’il existe une interaction réciproque entre le microbiote 

intestinal et les polyphénols. En effet, les polyphénols eux-mêmes peuvent également moduler 

la population bactérienne du microbiote (Ozdal et al., 2016; Selma et al., 2009). 
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Figure 22 : Mécanisme d’absorption de composés (poly)phénoliques au niveau de 

l’intestin grêle (Del Rio et al., 2013). 

3.2.2. Elimination 

L’élimination des polyphénols et de leurs métabolites peut se faire par voie urinaire ou par 

voie biliaire. L’implication de l’une ou l’autre voie dépend de la nature des polyphénols. 

Le cycle entéro-hépatique permet de prolonger la présence des polyphénols dans l’organisme.  

3.3. Polyphénols et diabète 

3.3.1. Etudes épidémiologiques 

Des études épidémiologiques reportent des effets favorables d’une consommation d’aliments 

riches en polyphénols (fruits, légumes, thé, café, etc…) pour diminuer le risque de développer 

un diabète de type 2. Toutefois, un lien direct de cause à effet entre une alimentation riche en 

polyphénols et une diminution de la prévalence du diabète de type 2 n’a pas été démontré. 
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Deux études (The Women’s Health Study et Iowa Women’s Health Study) menées sur 

environ 35 000 femmes n’ont pas permis d’établir un lien direct entre la consommation de 

flavonoïdes et la baisse du risque de développer un diabète de type 2. Cependant, la 

consommation d’au moins une pomme par jour d’une part (Nettleton et al., 2006), ou d’un 

verre de vin rouge par semaine d’autre part (Song et al., 2005), diminueraient l’incidence de 

la maladie. 

D’autres études épidémiologiques plus récentes suggèreraient un lien entre une forte 

consommation de thé vert ou de café et la diminution du risque de développer un diabète de 

type 2 (van Dieren et al., 2009; Ding et al., 2014; Yang et al., 2014).  

3.3.2. Etudes d’intervention 

Une étude montre que la consommation de thé vert riche en catéchine (apport de 500 mg par 

jour de catéchine) chez des patients diabétiques de type 2 sous traitement insulinotropique 

permettrait d’augmenter l’insulinémie et d’améliorer la baisse du taux d’hémoglobine glyquée 

(Nagao et al., 2009). 

Une supplémentation en resvératrol (250 mg/jour pendant 3 mois) chez des patients 

diabétiques de type 2 traités avec un hypoglycémiant, permettrait d’accentuer la diminution 

du taux d’hémoglobine glyquée, de la pression artérielle systolique et du cholestérol total par 

rapport à des patients diabétiques traités mais non supplémentés (Bhatt et al., 2012). 

Il a également été montré qu’une supplémentation avec un extrait standardisé de baies du 

maqui du Chili (Delphinol®), riche en delphinidines et en anthocyanes (respectivement 35 % 

et 25 % poids/poids) permettrait de diminuer la glycémie post-prandiale chez des patients 

diabétiques en inhibant le co-transporteur sodium/glucose au niveau de l’intestin grêle 

(Hidalgo et al., 2014). 

Une supplémentation en anthocyanes (160 mg deux fois par jour) conduirait à des effets 

métaboliques bénéfiques chez des patients diabétiques, en améliorant le profil lipidique, les 

capacités anti-oxydantes et en prévenant la résistance à l’insuline (Li et al., 2015a).  

Enfin, une autre étude montre que la supplémentation d’un mélange de polyphénols (333 mg 

par jour pendant 6 semaines)  issu de la fraise et de la canneberge contenant des anthocyanes, 

des proanthocyanes, des ellagitanins, des acides phénoliques et des flavonols permettrait 

d’améliorer la sensibillité à l’insuline chez des sujets non diabétiques obèses ou en surpoids 

(Paquette et al., 2017). 
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3.3.3. Activités des polyphénols sur le métabolisme glucidique : mécanismes d’action 

potentiels 

Des résultats montrent qu’au-delà de leur propriété anti-oxydante, les composés phénoliques 

sont des molécules pharmacologiquement actives qui peuvent interagir avec des cibles 

moléculaires. Cependant, il est important de préciser que la majorité des études porte sur 

l’activité des formes aglycones ou des composés phénoliques retrouvés dans les plantes. 

Toutefois, la majorité des polyphénols susceptibles d’être détectés dans la circulation 

sanguine, chez l’Homme, sont des métabolites de phase II ou des catabolites générés par 

l’action de la microflore intestinale. 

Différentes études in vitro et in vivo montrent que les polyphénols pourraient moduler le 

métabolisme glucidique et présenter des activités antidiabétiques en faisant intervenir 

différents mécanismes (Kim et al., 2016; Martel et al., 2016; Solayman et al., 2016) : 

- Inhibition de la dégradation et de l’absorption intestinale des sucres 

Parmi les mécanismes d’action potentiels, des chercheurs ont suggéré que les polyphénols 

pouvaient intervenir dans le métabolisme glucidique dès les étapes de digestion et 

d’absorption intestinale des sucres. En effet, certains polyphénols tels que les anthocyanes et 

les ellagitanins seraient capables d’inhiber in vitro l’activité enzymatique de l’α-glucosidase 

et de l’α-amylase (deux enzymes clés de la digestion des carbohydrates) (Funke and Melzig, 

2005; McDougall and Stewart, 2005; Tadera et al., 2006). De plus, il a également été décrit 

que la quercetine glucoside et des acides phénoliques inhiberaient la captation et le transport 

du glucose au niveau intestinal (Cermak et al., 2004; Johnston et al., 2005).  

- Amélioration de la captation du glucose par le foie et les muscles 

L’epigallocatéchine-3-O-gallate (EGCC) permettrait de protéger les cellules musculaires de 

rat de la résistance à l’insuline induite par la dexaméthasone, en augmentant la translocation 

de GLUT-4 grâce à l’activation des voies de signalisation AMPK et PI3K/Akt (Zhang et al., 

2010). Le resvératrol augmenterait l’activité de l’AMPK selon un mécanisme dépendant de 

SIRT-1 (Côté et al., 2015; Fullerton and Steinberg, 2010). 
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- Protection de la cellule β pancréatique et effets insulino-sécrétoires  

Des anthocyanes tels que la cyanidine-3-glucoside et la delphidine-3-glucoside, et des 

anthocyanidines, ont été décrits comme étant capables de potentialiser la sécrétion d’insuline 

dans la lignée cellulaire β INS-1 (Jayaprakasam et al., 2005).  

L’EGCG et la rutine pourraient atténuer la glucotoxicité dans la lignée cellulaire β RIN-m5R 

en activant la signalisation de l’IRS-2 (insulin receptor substrate 2) et de l’AMP kinase (Cai 

and Lin, 2009). 

La quercétine, qui est un polyphénol de la famille des flavonoïdes, a fait l’objet de 

nombreuses études in vitro et in vivo. Dans un modèle de rat diabétique induit par la 

streptozotocine, l’administration de 10 à 15 mg/kg/jour de quercétine par voie intrapéritonéale 

(i.p.), pendant six jours, diminue la glycémie, améliore la tolérance au glucose et augmente le 

nombre d’îlots pancréatiques (Vessal et al., 2003). Dans ce même modèle de rat diabétique, 

d’autres chercheurs ont montré que l’administration de 15 mg/kg/jour de quercétine par voie 

i.p., diminue la glycémie et augmente l’insulinémie (Coskun et al., 2005). De plus, ce 

traitement est corrélé à une élévation de l’activité d’enzymes antioxydantes dans les îlots et à 

une baisse des marqueurs plasmatiques du stress oxydatif (malondialdéhyde et oxyde 

nitrique). Des effets antidiabétiques de la quercétine ont également été rapportés chez la 

souris db/db. Dans ce modèle, une supplémentation en quercétine dans la nourriture (0.08% 

durant sept semaines) régule la glycémie à jeun et la glycémie post-prandiale, et diminue le 

taux d’hémoglobine glyquée (Kim et al., 2011). 

Les travaux réalisés dans notre laboratoire, montrent que, dans la lignée cellulaire β INS-1, ce 

polyphénol potentialise la sécrétion d’insuline et protège la cellule β contre le stress oxydant 

via l’activation de la voie ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2) (Youl et al., 

2010). De plus, l’effet insulino-sécrétoire de la quercétine est médié par une activation directe 

des canaux calciques Cav de type L (Bardy et al., 2013). Récemment, des auteurs ont identifié 

que la quercétine jouerait un rôle dans la sécrétion d’insuline en induisant également de façon 

transitoire la fermeture des canaux KATP à l’origine d’une dépolarisation de la membrane 

(Kittl et al., 2016). 

Des propriétés antidiabétiques ont également été attribuées au resvératrol lors d’études in vivo 

et in vitro. L’administration orale de resvératrol (5 mg/kg/jour pendant 30 jours) permettrait 

de normaliser l’hyperglycémie chez des rats diabétiques traités à la streptozotocine (Palsamy 

and Subramanian, 2008). Le resvératrol (20 mg/kg/jour pendant 12 semaines) permettrait 
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également d’améliorer la tolérance au glucose chez des souris db/db (Lee et al., 2012). Cet 

effet serait corrélé à une augmentation de la masse cellulaire β associée à une diminution des 

marqueurs de stress oxydant au sein des îlots de Langerhans.  

Une étude a montré que le resvératrol potentialisait la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose sur la lignée cellulaire MIN-6 en inhibant l’activité de la phosphodiestérase (enzyme 

qui dégrade l’AMPc) (Rouse et al., 2014). La pré-incubation de cellules INS-1 en présence de 

resvératrol pendant 24h permettrait une amélioration de la sécrétion d’insuline selon un 

mécanisme dépendant de SIRT-1 (Vetterli et al., 2011). En effet, SIRT-1 paraît réguler 

positivement la sécrétion d’insuline en réprimant l’expression du gène de la protéine UCP-2 

(Bordone et al., 2005). En effet, la surexpression de UCP-2 diminue les niveaux d’ATP et la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose (Chan et al., 2001). 

Des flavonoïdes tels que l’apigénine, la lutéoline et la quercétine protègeraient in vitro la 

cellule β des cytokines pro-inflammatoires en diminuant l’activation de NF-κB (Kim et al., 

2007). 

 

D’autres polyphénols appartenant aux groupes des flavonoïdes et des non-flavonoïdes ont été 

décrits in vitro et in vivo comme étant capables de protéger la fonctionnalité de la cellule β 

pancréatique. Ces études sont détaillées dans la revue bibliographique « Protection of 

pancreatic β-cell function by dietary polyphenols » intégrée dans cette thèse (voir page 91) 

- Modulation de la composition du microbiote intestinal 

La majorité des polyphénols ingérés atteint le côlon du fait d’un faible taux d’absorption au 

niveau de l’intestin grêle (5 à 10 %). Plusieurs études ont montré que les polyphénols 

pouvaient jouer un rôle de prébiotique en favorisant la croissance de certaines espèces 

bactériennes. 

En effet, des essais cliniques ont montré par exemple que la consommation de thé vert, 

d’extraits de grenade riches en ellagitanins ou d’extraits de myrtille riche polyphénols 

(anthocyanes, acide chlorogénique)  pouvait augmenter le taux de Bifidobacteria (Jin et al., 

2012; Li et al., 2015b; Vendrame et al., 2011), population bactérienne associée à une 

amélioration de la tolérance au glucose et à une baisse des marqueurs de l’inflammation tels 

que IL-6, IL-1α, IL-1β, TNF α et MCP1 (monocyte chemottractant protein 1) (Anhê et al., 

2013; Cani et al., 2007b, 2008).  

Enfin, l’administration d’extraits de canneberges riches en polyphénols chez des souris 

soumises à un régime riche en graisses favoriserait la présence de Akkermansia dans le 
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microbiote de ces animaux et serait associé à une atténuation du développement de l’obésité 

induite par ce régime (Anhê et al., 2016; Roopchand et al., 2015). 

3.4. Les urolithines : 

3.4.1. Structure chimique et rôle du microbiote intestinal 

Les urolithines sont des dérivés dibenzopyrane-6-one produites par le microbiote intestinal et 

dérivés du métabolisme des ellagitanins et de l’acide ellagique.  

Les ellagitanins et l’acide ellagique sont des tanins hydrolysables consommés par l’Homme 

(figure 23). Ces composés sont présents dans les fruits, les graines et les aliments ou boissons 

à base de fruits ou de confiture. A titre d’exemples, la grenade est riche en ellagitanins 

punicalagines, les framboises et les fraises sont riches en ellagitanins sanguiin H-6. La 

consommation journalière d’ellagitanins ne dépasse pas une dizaine de mg (12 mg/jour en 

Finlande, 5 mg/jour en Allemagne) (Landete, 2011).  

Les ellagitanins ne sont pas absorbés tels quels par l’organisme. Une fois consommés, ils sont 

métabolisés en acide ellagique au niveau de l’estomac et de l’intestin grêle. L’acide ellagique, 

également très peu absorbable, est à son tour métabolisé par le microbiote intestinal pour 

conduire à la production de différentes urolithines (Espín et al., 2013; García-Villalba et al., 

2013; Gonzalez-Barrio et al., 2011). 
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Figure 23 : Exemples d’ellagitanins consommés par l’Homme (Landete, 2011). 

 

Les urolithines constituent une famille de catabolites produits par l’activité enzymatique de 

certaines bactéries du microbiote colique. L’ouverture et la décarboxylation de l’un des deux 

groupements lactone de l’acide ellagique ainsi que la perte séquentielle de groupements 

hydroxyles (-OH), sont à l’origine de la formation des différentes urolithines (Espín et al., 

2013) (figure 24) : 

· L’urolithine D et l’urolithine M-6 comportent quatre -OH (tétrahydroxy-urolithine),  

· L’urolithine C et l’urolithine M-7 comportent trois -OH (trihydroxy-urolithine),  

· L’urolithine A et l’isourolithine A comportent deux -OH (dihydroxy-urolithine), 
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· L’urolihine B comporte un -OH (monohydroxy-urolithine). 

Les urolithines A, B, C et D, considérés comme des produits de fin de réaction lors du 

métabolisme intestinal des ellagitanins et de l’acide ellagique, sont les principaux métabolites 

détectés chez l’Homme  (Gonzalez-Barrio et al., 2011; Kang et al., 2016a). 

La première étude testant in vivo la biodisponibilité des ellagitanins a été réalisée chez le rat 

(Cerdá et al., 2003). Dans cette étude, les principaux métabolites urinaires identifiés après 

l’ingestion d’extraits de grenade riches en ellagitanins étaient l’urolithine A, l’urolithine B et 

l’urolithine C. D’autres auteurs ont également confirmé la production des urolithines par le 

microbiote, in vivo sur le modèle du porc ibérique (Espín et al., 2007). 

La capacité du microbiote humain à produire des urolithines a été démontrée par des études de 

fermentation in vitro de l’acide ellagique, de punicalagin et d’extraits de noix riches en 

ellagitanins (Cerdá et al., 2005a). Ce rôle du microbiote humain a également été décrit chez 

des volontaires sains après consommation de jus de grenade riches en ellagitanins (Cerdá et 

al., 2004; Seeram et al., 2006).  
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Figure 24 : Représentation schématique du métabolisme des ellagitanins et de l’acide 

ellagique par le microbiote intestinal chez l’Homme (Espín et al., 2013). 

 

Toutefois, la production de ces métabolites est sujette à une grande variabilité 

interindividuelle (Cerdá et al., 2005b; Selma et al., 2009). Cette observation suggère que les 

différences de composition du microbiote peuvent influencer la formation des urolithines.  
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Des essais cliniques concernant le métabolisme des ellagitanins et de l’acide ellagique chez 

des volontaires sains, illustrent cette variabilité interindividuelle en distinguant de façon 

consistante trois profils métaboliques (phénotypes A, B et 0) en fonction de la production et 

de l’excrétion urinaire des urolithines. Le phénotype A ne produit que de l’urolithine A, le 

phénotype B produit de l’urolithine A, de l’isourolithine A et de l’urolithine B, le phénotype 0 

ne produit pas d’urolithine. Chez les volontaires sains, il semblerait que le phénotype A soit le 

plus répandu (70 %), suivi du phénotype B (20 %) puis du phénotype 0 (10 %). Cette 

proportion ne semble pas être variable en fonction du genre, de l’âge et de la situation 

géographique des individus (Tomás-Barberán et al., 2014).  

 

Peu de données identifient clairement les souches bactériennes responsables de la production 

des urolithines. Récemment, il a été montré qu’une production plus spécifique des urolithines 

M-5, M-6 et C à partir de l’acide ellagique (figure 24) était réalisée par deux espèces 

bactériennes issues du microbiote humain : Gordonibacter urolithinfaciens et Gordonibacter 

pamelaeae (Selma et al., 2014a, 2014b) qui ne possèdent pas les capacités d’effectuer les 

déshydroxylations conduisant aux urolithines A et B et à l’isourolithine A. 

Aucune autre étude n’a identifié précisément des souches bactériennes impliquées 

spécifiquement dans la formation des autres urolithines. Cependant, des études basées sur des 

expériences de fermentation in vitro établissent des corrélations entre la présence de certaines 

bactéries dans le microbiote humain et la détection de différentes urolithines dans les urines et 

le plasma. Par exemple, la présence des bactéries Gordonibacter et Akkermansia dans le 

microbiote humain serait positivement corrélée à la production d’urolithine A (Henning et al., 

2015; Romo-Vaquero et al., 2015; Selma et al., 2016).  Gordonibacter serait également 

inversement corrélée à la production d’isourolithine A et/ou d’urolithine B (Romo-Vaquero et 

al., 2015). Le groupe bactérien Clostridium coccoides serait également impliqué dans le 

catabolisme de l’acide ellagique (García-Villalba et al., 2013). 

3.4.2. Absorption et distribution  

Des études menées chez l’Homme ont montré que les urolithines sont susceptibles d’être 

absorbées au niveau du côlon puisqu’elles peuvent être détectées dans le plasma et les urines 

suite à la consommation d’extraits de noix ou de grenades riches en ellagitanins. Certaines 

études précisent que les urolithines A et B, majoritairement conjuguées à des groupements 

glucuronides, sont détectées dans le plasma 6 heures après l’ingestion de jus de grenade et 

jusqu’à 48 heures dans les urines (Seeram et al., 2006).  Les concentrations plasmatiques 



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 

85 

peuvent atteindre des valeurs de l’ordre du micromolaire chez des individus sains 

consommant 1 L de jus de grenade par jour pendant 5 jours (Cerdá et al., 2004). De plus, 

d’importantes concentrations d’urolithines ont été détectées dans la vésicule biliaire lors d’une 

étude in vivo, suggérant que ces métabolites sont soumis à une recirculation entéro-hépatique 

(Espín et al., 2007).  

En ce qui concerne la distribution tissulaire, une étude de pharmacocinétique réalisée chez la 

souris montre que la prostate est la principale cible de stockage tissulaire de l’urolithine A 

après son administration par voie intra-péritonéale (Seeram et al., 2007). Chez l’Homme, la 

prostate et le côlon sont les seuls tissus dans lesquels la présence d’urolithines (en particulier 

l’urolithine A) a été rapportée (Freedland et al., 2013; González-Sarrías et al., 2010a; Nuñez-

Sánchez et al., 2014).  

3.4.3. Activités biologiques  

Depuis une dizaine d’années, il existe un intérêt grandissant concernant les effets biologiques 

des urolithines.  

La consommation de produits alimentaires ou d’extraits riches en ellagitanins tels que le jus 

de grenades aurait des effets bénéfiques sur la santé (Ghavipour et al., 2017; Sahebkar et al., 

2017). 

Cependant, étant donné la faible biodisponibilité des ellagitanins et de l’acide ellagique, les 

effets biologiques observés pourraient être attribués à leurs métabolites : les urolithines.  

3.4.3.1. Activités in vitro 

Les effets « santé » des urolithines basés sur des études in vitro sont nombreux. Ces activités 

concernent majoritairement l’urolithine A qui est l’urolithine la plus étudiée. 

- Activité antioxydante : 

Une étude basée sur l’inhibition de la génération de ROS au niveau intracellulaire, montre que 

l’urolithine C et l’urolithine D seraient les plus actives, alors que l’urolithine B et les 

métabolites méthylés ne présenteraient pas de potentiel antioxydant (Bialonska et al., 2009). 

Le pouvoir antioxydant serait favorisé à la fois par le nombre de groupements hydroxyles et 

par la capacité de la molécule à entrer dans la cellule (à relier à son hydrophobicité). 
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- Activité anti-inflammatoire : 

L’activité anti-inflammatoire des urolithines a été suggérée en utilisant plusieurs modèles 

cellulaires. Des études réalisées sur des fibroblastes de côlon humain incubés en présence de 

cytokines pro-inflammatoires, montrent que les urolithines A et B (10 µM) présentent une 

activité anti-inflammatoire en diminuant la production de prostanglandines E2 (PGE2) 

(González-Sarrías et al., 2010b). Le mécanisme d’action de l’urolithine A impliquerait une 

inhibition de l’expression de COX-2 (cyclo-oxygénase 2) et de mPGES-1 (microsomal 

prostanglandin E synthase-1), deux enzymes responsables de la synthèse de prostanglandines 

en condition inflammatoire. De plus, cet effet anti-inflammatoire des urolithines serait médié 

par l’inhibition de l’activation de la p38 MAPK, de JNK et du facteur de transcription NF-κB. 

L’urolithine B, moins active, diminuerait la production de PGE2, en inhibant uniquement 

l’activation de la p38 MAPK et de NF-κB (González-Sarrías et al., 2010b). 

Une deuxième étude effectuée sur le même modèle expérimental, suggère qu’un mélange 

d’urolithine A, d’urolithine B et d’acide ellagique (contenant des concentrations  susceptibles 

d’être atteintes au niveau côlon : respectivement 40, 5 et 1 µM pour l’urolithine A, B et 

l’acide ellagique), inhibe deux processus impliqués dans la réponse inflammatoire : la 

migration des fibroblastes et l’adhésion de monocytes au niveau des fibroblastes du côlon 

(Giménez-Bastida et al., 2012a). Ces effets seraient associés à une diminution des taux de 

PGE2, de PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) et d’IL-8 (interleukine-8) qui sont des 

régulateurs clés de la migration et de l’adhésion cellulaire. 

Des résultats similaires ont été décrits sur des cellules endothéliales aortiques humaines. 

L’urolithine A glucuronide (principal métabolite détecté au niveau plasmatique) inhiberait en 

partie l’adhésion des monocytes au niveau de ces cellules endothéliales (Giménez-Bastida et 

al., 2012b). 

Plus récemment, un autre groupe de chercheurs suggère que les urolithines A, B et C (40 µM) 

pourraient inhiber l’inflammation induite par les lipopolysaccharides au niveau de 

macrophages de souris par une diminution de la production de NO (oxyde nitrique) et une 

inhibition de l’expression de la iNOS (NO synthase inductible). De plus, une diminution des 

marqueurs de l’inflammation tels que l’IL-1β, le TNF-α et l’IL-6 a été reportée (Piwowarski 

et al., 2015). Les urolithines présenteraient également une activité anti-inflammatoire en 

inhibant la production et la sécrétion  de facteurs pro-inflammatoires au niveau de 

neutrophiles humains, premiers leucocytes à s’infiltrer dans le tissu et contribuant au 

processus inflammatoire (Piwowarski et al., 2014). 
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- Activité anti-cancéreuse 

L’activité anti-cancéreuse des urolithines a majoritairement été décrite sur des cellules 

cancéreuses humaines de la prostate et du côlon.  

Les urolithines A, B, C et D sont décrites pour inhiber l’activité de l’enzyme CYP1B1 

(enzyme du cytochrome P450) qui est une cible de chimioprévention dans le cancer de la 

prostate (Kasimsetty et al., 2009). L’urolithine A semble inhiber la prolifération de cellules 

cancéreuses de la prostate en augmentant l’expression de la protéine p21 au rôle 

antiprolifératif (Sánchez-González et al., 2016). L’activité anti-cancéreuse de l’urolithine D a 

été décrite dans des cellules cancéreuses humaines de la prostate. Son mécanisme d’action 

impliquerait  l’inhibition sélective  de la phosphorylation de EphA2 (Giorgio et al., 2015). 

L’effet antiprolifératif des urolithines, et en particulier des urolithines A et B, a également été 

décrit sur des cellules humaines cancéreuses de côlon : les cellules Caco-2 (González-Sarrías 

et al., 2009). Cet effet antiprolifératif serait médié par l’arrêt du cycle cellulaire associé à une 

modulation de l’expression de gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et dans le 

développement de cancer tels que des oncogènes, des gènes suppresseurs de tumeurs et des 

récepteurs de facteurs de croissance. D’autres études suggèrent que les urolithines A, B, C et 

D (testées séparément ou en association ; à des concentrations susceptibles d’être rencontrées 

atteintes dans le côlon après consommation d’aliments riches en ellagitanins) exercent des 

effets anti-cancéreux en inhibant la prolifération et en favorisant l’arrêt du cycle cellulaire 

dans trois lignées cellulaires humaines de cancer du côlon (cellules Caco-2, SW480 ou HT-

29) (González-Sarrías et al., 2014, 2016a; Kasimsetty et al., 2010). Les cellules Caco-2 

semblent être les plus sensibles aux traitements des urolithines. Parmi les quatre urolithines, 

l’urolithine A serait la plus active. De plus, l’urolithine A glucuronide et urolithine B 

glucuronide, métabolites produits suite au métabolisme de phase II, semblent conserver un 

effet antiprolifératif, cependant plus faible que celui des aglycones (González-Sarrías et al., 

2014).  

L’urolithine A potentialiserait les effets anti-cancers du 5-fluorouracile (utilisé en 

chimiothérapie), suggérant qu’elle pourrait être utilisée comme adjuvant en chimiothérapie 

(González-Sarrías et al., 2015). 

Enfin, une étude suggère que l’urolithine A seraient capable d’inhiber la voie Wnt qui 

intervient dans le contrôle de la prolifération cellulaire et qui est dérégulée en cas de cancer 

(Sharma et al., 2010). 
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- Modulation estrogénique  

Des études de relations structure-activité révèlent que les urolithines A et B présentent des 

caractéristiques moléculaires leur permettant de se lier potentiellement aux récepteurs 

estrogéniques β et α et à moduler leur activité (Dellafiora et al., 2013; Larrosa et al., 2006). 

- Autres activités 

D’autres propriétés biologiques des urolithines ont été décrites in vitro mais restent à l’heure 

actuelle moins documentées. Entre autre, les urolithines exerceraient une activité 

neuroprotectrice (Yuan et al., 2016), inhiberaient la glycation de protéines (Verzelloni et al., 

2011) et présenteraient des effets cardiovasculaires bénéfiques (Han et al., 2016; Mele et al., 

2016; Spigoni et al., 2016). Il a également été rapporté que les urolithines A, C et D 

atténueraient l’accumulation de triglycérides dans des cultures de cellules humaines 

d’hépatocytes et d’adipocytes (Kang et al., 2016b). 

3.4.3.2. Activités in vivo : 

Bien qu’il existe de nombreuses études in vitro décrivant diverses activités biologiques des 

urolithines, peu de données ont été validées in vivo. Seule leur activité anti-inflammatoire 

semble être mise en évidence in vivo. 

A titre d’exemple, Larrosa et ses collaborateurs ont démontré une activité anti-inflammatoire 

de l’urolithine A chez le rat Fisher, dont l’inflammation au niveau du côlon est induite par une 

administration de DSS 5% (dextran sodium sulfate) dans l’eau de boisson pendant 5 jours 

(Larrosa et al., 2010) . En effet, après consommation d’urolithine A (15 mg/kg/jour pendant 

25 jours), des facteurs de l’inflammation tels que la iNOS, la COX-2 et la prostaglandine E 

synthase (PTGES) étaient diminués au niveau de la muqueuse du côlon. Dans cette même 

étude, un effet prébiotique de cette molécule a été reporté chez des rats normaux. L’urolithine 

A serait en effet capable de moduler de façon favorable le microbiote intestinal en augmentant 

Bifidobacterium et Lactobacillus.  

Des auteurs ont également décrit une activité anti-inflammatoire de l’urolithine A (300 

mg/kg ; administration en aigu par voie orale) dans un modèle d’inflammation classiquement 

utilisé pour démontrer l’activité anti-inflammatoire de médicaments : celui de la souris 

présentant un œdème de la patte induit par une injection en sous-cutané de carraghénine 

(Ishimoto et al., 2011). Dans cette étude, seule la diminution du volume de l’œdème (et non 
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des marqueurs de l’inflammation) a été prise en considération pour évaluer l’activité anti-

inflammatoire de l’urolithine A. 

Plus récemment, il a été décrit que l’urolithine A (50 µM) allongeait la durée de vie du 

nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans) et que cet effet serait dépendant de 

l’expression de gènes de l’autophagie et de la mitophagie (Ryu et al., 2016). Ces mêmes 

travaux, ont confirmé une élévation des marqueurs de l’autophagie et de la mitophagie sur des 

cellules musculaires (myoblastes C2C12) et intestinales (cellules Mode-K) lors d’un 

traitement avec l’urolithine A (50 µM).  Ces effets sur C. elegans sont à relier à ceux observés 

in vivo. L’administration d’urolithine A (50 mg/kg/jour pendant 34 semaines) prévient la 

dysfonction musculaire associée au vieillissement chez le modèle de souris C57BL/6J 

nourries avec un régime riche en graisses. L’administration d’urolithine A (50 mg/kg/jour 

pendant 6 semaines) améliore cette dysfonction musculaire liée au vieillissement chez le 

modèle de souris C57BL/6J âgées de 22 mois.  

3.4.4. Liens entre l’état de santé des individus et la capacité de production des 
urolithines par le microbiote intestinal 

Le ratio phénotype A / phénotype B pourrait être modifié en faveur du phénotype B en cas de 

maladies chroniques associées à une dysbiose telles que le syndrome métabolique, le 

surpoids, l’obésité ou le cancer colorectal (Selma et al., 2016; Tomás-Barberán et al., 2014). 

En effet, il a été observé que le pourcentage de phénotype B était plus élevé chez les individus 

en surpoids ou obèses. Ce pourcentage était encore plus élevé en cas de syndrome 

métabolique. Au vue de ces données, la corrélation entre un phénotype et la présence de 

biomarqueurs de risque cardiométabolique (profil lipidique, glycémie) a récemment été 

explorée (Selma et al., 2017). Cette étude suggère que le phénotype B chez des individus en 

surpoids ou obèse pourrait être relié à un risque cardiométabolique augmenté. De façon 

inverse, le phénotype A protégerait de ces facteurs de risque. De plus, il a récemment été 

démontré que des patients de phénotype A atteints de syndrome métabolique et traités par des 

statines présenteraient un profil lipidique comparable à des sujets normaux, alors que les 

patients de phénotype B atteints de syndrome métabolique et traités pour leur dylipidémie 

seraient moins sensibles au traitement (Selma et al., 2017). 

L’existence des différents phénotypes chez l’Homme pourrait expliquer la variabilité de 

réponse dans l’amélioration des marqueurs du risque métabolique chez des personnes en 

surpoids ou obèses consommant  des ellagitanins (González-Sarrías et al., 2016b).  
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En résumé, bien que différentes activités ont été décrites in vitro sur des modèles cellulaires, 

peu ont été confortées in vivo chez l’animal. A ce jour, aucune donnée ne décrit les 

potentialités antidiabétiques des urolithines B, C et D. En 2012, un brevet évoquait le 

potentiel anti-diabétique de l’urolithine A sur la base d’une modification d’une hyperglycémie 

provoquée chez la souris obèse « high fat » (Andreux et al., 2012). 

 

Certaines activités biologiques telles que les activités anti-inflammatoire et anti-oxydante des 

urolithines citées précédemment pourraient également présenter un intérêt potentiel dans une 

application antidiabétique puisque que la physiopathologie du diabète de type 2 est 

caractérisée entre autre par la présence d’une inflammation de bas grade et d’un stress 

oxydant accru. 

De plus, l’urolithine A allongerait la durée de vie de C. elegans en partie via une activation de 

l’AMPK (Ryu et al., 2016). L’activation de l’AMPK étant le mécanisme d’action principal 

d’un médicament antidiabétique de référence : la metformine, ceci suggère un intérêt 

antidiabétique potentiel supplémentaire des urolithines.  
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Chapitre 4 : Revue “Protection of pancreatic β-cell function by 
dietary polyphenols” 

Dall’Asta, M., Bayle, M., Neasta, J., Scazzina, F., Bruni, R., Cros, G., Del Rio, D., and Oiry, C. (2015). 
Phytochem. Rev. 14, 933–959. 

 

L’article qui suit correspond à une revue bibliographique examinant les études qui 

suggèrent l’effet potentiel des polyphénols à moduler l’activité de différentes cibles 

moléculaires connues pour contrôler la fonction cellulaire β et impliquées dans le 

développement et la progression du diabète de type 2. Les études in vitro et in vivo 

sélectionnées dans cette revue reportent l’activité de composés flavonoïdes et non-

flavonoïdes. 
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Résumé et conclusion 

 La partie bibliographique nous a permis de fixer les enjeux de notre travail 

expérimental en rappelant la physiologie de la cellule β insulino-sécrétrice, la 

physiopathologie du diabète de type 2 ainsi que les activités potentielles des polyphénols dans 

le contrôle glycémique. 

Ainsi, la cellule β qui sécrète l’insuline, est au centre de la physiopathologie du diabète 

de type 2. Protéger et/ou améliorer sa fonctionnalité constitue un enjeu thérapeutique majeur. 

En effet, l’hyperglycémie chronique caractéristique du diabète est à l’origine d’un stress 

oxydant qui survient sur une cellule qui possède peu de défenses anti-oxydantes. La cellule β 

apparait particulièrement vulnérable dans un contexte qui se traduit par une dysfonction 

exprimée par :  

- une altération de la sécrétion d’insuline induite par le glucose du fait :  

o d’une diminution de l’expression du gène de l’insuline ;  

o d’une diminution de l’expression de gènes impliqués dans la gluco-compétence 

tels que les gènes du GLUT-2 et de la glucokinase ; 

o d’une altération des capacités d’exocytose ; 

- une augmentation du processus apoptotique conduisant à une baisse de la masse 

cellulaire β. 

Agir à la fois sur des cellules β normales mais aussi sur des cellules β en dysfonction 

représente donc un réel intérêt thérapeutique. C’est pourquoi nous avons réalisé nos travaux 

expérimentaux sur la cellule β à la fois en condition physiologique et en condition de stress 

oxydant.  

Dans ces conditions, les polyphénols, molécules bien connues pour leurs propriétés anti-

oxydantes, peuvent effectivement apparaître comme particulièrement utiles. Des études 

menées chez l’animal suggèrent que des polyphénols appartenant aux groupes des flavonoïdes 

et des non-flavonoïdes pourraient présenter des effets antidiabétiques. Certains travaux 

suggèrent cependant que ces polyphénols seraient capables de posséder des effets additionnels 

à leur activité anti-oxydante, en modulant diverses cibles moléculaires connues pour contrôler 

la fonctionnalité des cellules β pancréatiques. 

Cependant, même si ces molécules sont actives in vitro, il est toutefois admis qu’une fois 

consommées, elles subissent un métabolisme au niveau intestinal (par la microflore colique 
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notamment) et au niveau hépatique, posant la question de l’identité des molécules actives à 

l’origine des effets « santé » attribués à une supplémentation en polyphénols.  

Les urolithines font partie des métabolites de polyphénols susceptibles d’être détectés au 

niveau plasmatique à la suite d’une consommation d’aliments riches en acide ellagique. De 

nombreux travaux suggèrent que ces métabolites auraient diverses propriétés biologiques anti-

oxydantes, anti-inflammatoires ou anti-prolifératives, même si un nombre très limité d’études 

renseignent sur leurs activités in vivo. 

 

Dans ce contexte, nous analyserons dans la partie expérimentale le potentiel antidiabétique 

des urolithines, en nous focalisant plus particulièrement sur leurs effets modulateurs de la 

sécrétion d’insuline. 
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Chapitre 1 : Article en préparation “The ellagitannin 
metabolite urolithin-C is a glucose-dependent regulator of 
insulin secretion through L-type calcium channel activation” 

Introduction 

Comme il a été mentionné précédemment dans la partie bibliographique, la dysfonction de la 

cellule β pancréatique joue un rôle majeur dans la physiopathologie du diabète de type 2. Le 

déficit insulino-sécrétoire de ces cellules est également associé à une baisse de la sensibilité à 

l’insuline des tissus cibles (foie, muscle squelettique et tissu adipeux).  

Les approches thérapeutiques actuelles peuvent agir notamment sur l’insulino-sécrétion (ex : 

les sulfamides hypoglycémiants ou les analogues GLP-1 qui stimulent la sécrétion d’insuline) 

ou sur l’insulino-résistance (ex : la metformine qui améliore la sensibilité à l’insuline). 

Cependant, l’existence d’effets indésirables ou la perte d’efficacité des antidiabétiques 

nécessitant l’association de médicaments, posent les limites des thérapeutiques actuelles 

disponibles pour la prise en charge du diabète de type 2. 

La recherche de nouvelles molécules, notamment d’origine naturelle est très active. Elle 

s’oriente, entre autre, vers l’étude des polyphénols dont les travaux suggèrent depuis plusieurs 

années une activité biologique in vitro et in vivo avec la mise en lumière de mécanismes 

d’action associés. 

Par exemple, des études réalisées dans ce laboratoire se sont intéressées au mécanisme 

d’action de la quercétine, un flavonoïde ayant démontré une activité in vivo dans la régulation 

du métabolisme glucidique notamment chez le rat diabétique (Coskun et al., 2005; Vessal et 

al., 2003). L’équipe dans laquelle j’ai effectué ma thèse a montré que ce polyphénol 

potentialise la sécrétion d’insuline et protège la cellule β contre le stress oxydant via 

l’activation de la voie ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2) (Youl et al., 2010). 

De plus, l’effet insulino-sécrétoire de la quercétine est médié par une activation directe des 

canaux calciques Cav de type L (Bardy et al., 2013). 

Cependant, étant donné que les métabolites de polyphénols sont les molécules détectées dans 

l’organisme, il semblerait qu’elles soient à l’origine des effets biologiques attribués à la 

consommation de polyphénols. 
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Dans ce contexte, un screening de l’activité insulino-sécrétoire de 30 métabolites de 

polyphénols avait été réalisé sur la lignée cellulaire β INS-1 dans ce laboratoire. Cette étude 

avait identifié 4 métabolites amplifiant la sécrétion d’insuline induite par le glucose : les 

urolithines A, B, C et D. L’acide ellagique (le précurseur) était en revanche inactif. 

Sur la base de ce travail préliminaire nous avons souhaité caractériser les effets insulino-

sécrétoires des urolithines sur les cellules β pancréatiques, en condition physiologique et en 

condition de dysfontion. 
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Résumé et conclusion 

Ce travail a permis de mettre en évidence que les urolithines sont capables de réguler la 

fonction insulino-sécrétrice des cellules β pancréatiques en condition physiologique et en 

condition de dysfontion. Dans la lignée cellulaire INS-1, toutes les urolithines potentialisent la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose avec une meilleure activité pour les urolithines A et 

C. Dans le modèle plus physiologique des îlots de Langerhans isolés à partir de rats, nous 

avons montré que l’urolithine D n’est pas active (à la concentration testée). Il est important de 

noter que dans ce modèle cellulaire, seules les urolithines A et C amplifient la sécrétion 

d’insuline de façon gluco-dépendante. Il s’agit d’une propriété pharmacologique essentielle 

dans le cas du développement d’une molécule à visée thérapeutique permettant un contrôle 

glycémique précis tout en minimisant la survenue d’hypoglycémies. 

Au cours de notre étude, nous avons aussi montré que les urolithines modulent de façon 

différentielle la sécrétion d’insuline induite par d’autres sécrétagogues que le glucose, le 

glibenclamide et l’exendine-4 qui sont deux composés appartenant à deux classes 

d’antidiabétiques. Toutes les urolithines augmentent l’effet du glibenclamide, l’urolithine C 

étant cependant la plus active, alors que seules les urolithines C et D amplifient l’effet de 

l’exendine-4. Ces résultats ouvrent la voie à l’étude des urolithines, notamment l’urolithine C, 

en tant que traitement complémentaire aux thérapies antidiabétiques actuelles dans le but non 

seulement de maximiser l’effet recherché des traitements actuels mais également de 

minimiser leurs effets indésirables en diminuant les posologies tout en conservant le même 

bénéfice thérapeutique. 

Les urolithines possèdent également une activité sur des cellules INS-1 en condition de 

dysfonction. Les urolithines A et C sont capables également d’améliorer la fonction insulino-

sécrétrice de cellules INS-1 soumises à un stress glucotoxique tandis que les urolithines B et 

D sont inactives.  

Puisque nos travaux ont mis en exergue l’urolithine C pour sa capacité à augmenter la 

fonction insulino-sécrétrice en condition physiologique et en condition de dysfonction, nous 

avons poursuivi nos travaux en nous concentrant sur l’étude de ce métabolite. 

Nous avons montré que l’urolithine C augmente la sécrétion d’insuline de façon gluco-

dépendante dans le modèle de pancréas perfusé isolé de rat. L’effet de l’urolithine C est 

rapide, soutenue et réversible dès lors que la concentration en glucose devient non stimulante. 
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D’un point de vue mécanistique, des travaux d’imagerie calcique par fluorescence montrent 

que l’urolithine C augmente la concentration intracellulaire de calcium dans des cellules 

isolées d’îlots de Langerhans suite à un traitement par le KCl, un agent dépolarisant. De plus, 

des expériences d’électrophysiologie sur cellules INS-1 montrent que l’urolithine C 

sensibilise et augmente l’ouverture des canaux calciques de type L à des potentiels de l’ordre 

de -20 mV. Il est intéressant de noter que l’urolithine C n’a pas d’effet sur ces canaux au 

potentiel de repos (≈ -80 mV) ce qui pourrait expliquer pourquoi ce métabolite ne modifie pas 

la sécrétion d’insuline en condition basale.  

 De façon générale, nous avons donc relevé que même si les urolithines sont des molécules 

chimiquement apparentées issues d’un précurseur commun (acide ellagique), chacune d’elle 

possède un profil d’activité singulier sur la fonction insulino-sécrétrice. Ces résultats 

suggèrent que les urolithines possèderaient des propriétés pharmacologiques distinctes en 

termes d’affinité ou de sélectivité envers des cibles moléculaires et /ou de capacité à moduler 

l’activité de cibles ou de voies de signalisation cellulaires impliquées dans la sécrétion 

d’insuline. Ces résultats sont en accord avec la littérature et montrent la pertinence d’évaluer 

l’activité biologique des différents métabolites des polyphénols. Des études de type 

structure/activité permettront d’identifier les déterminants chimiques des urolithines 

(notamment en termes de nombre et de position des fonctions hydroxyles) responsables de ces 

activités différentielles. De plus, nos résultats suggèrent que l’urolithine C potentialise la 

sécrétion d’insuline, au moins en partie, en augmentant l’activité des canaux calciques de type 

L et donc l’influx de calcium, processus clé dans l’exocytose. Des travaux complémentaires 

seront nécessaires afin de déterminer si l’urolithine C est un ligand des canaux calciques de 

type L. 

Enfin, ces travaux ont montré que l’urolithine C régule la fonctionnalité de la cellule β 

pancréatique de façon gluco-dépendante. Cette propriété pharmacologique est essentielle 

lorsqu’il s’agit de développer une molécule à visée thérapeutique permettant un contrôle 

glycémique précis tout en minimisant la survenue d’hypoglycémies. 
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Chapitre 2 : Article “Development and validation of a liquid 
chromatography-electrospray ionization-tandem mass 
spectrometry method for the determination of urolithin C in 
rat plasma and its application to a pharmacokinetic study” 

Introduction 

Le potentiel antidiabétique de l’urolithine C est illustré notamment par les données suivantes :  

· Capacité à stimuler de façon gluco-dépendante la sécrétion d’insuline, bien mise en 

évidence sur un modèle ex vivo, le pancréas isolé perfusé ; 

· Capacité à amplifier la sécrétion d’insuline induite par un analogue GLP-1 ou une 

sulfonylurée (deux classes de médicaments antidiabétiques utilisées en thérapeutique), 

suggérant une association possible avec ce type de médicaments ; 

· Capacité à stimuler la sécrétion d’insuline sur des cellules β ne répondant plus au 

glucose du fait d’une gluco-toxicité. 

La prochaine étape préclinique visera à obtenir une preuve de concept d’activité anti-

diabétique in vivo en faisant appel à des modèles animaux de diabète type 2 (notamment le rat 

GK, pour lequel le déficit insulino-sécrétoire est le facteur physiopathologique prédominant). 

Cette étape nécessitera la détermination des conditions d’administration permettant d’obtenir 

des concentrations plasmatiques d’urolithine C susceptibles d’amplifier la sécrétion d’insuline 

(de l’ordre de 20 µM) et donc de connaître au préalable le devenir pharmacocinétique de 

l’urolithine C in vivo. 

Certaines études concernant l’urolithine A administrée in vivo chez le rat et la souris (Ryu et 

al., 2016; Seeram et al., 2007) ont été effectivement couplées à son dosage plasmatique. 

Cependant, aucune étude n’a été réalisée sur le devenir de l’urolithine C administrée in vivo. Il 

apparait donc nécessaire : 

- de mettre au point et valider le dosage plasmatique de l’urolithine C chez le rat ;  

- de réaliser une première étude visant à déterminer son modèle pharmacocinétique 

après administration par voie injectable (intra-péritonéale). 
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C’est cet objectif que nous avons poursuivi dans la publication intitulée : 

“Development and validation of a liquid chromatography-electrospray ionization-tandem 

mass spectrometry method for the determination of urolithin C in rat plasma and its 

application to a pharmacokinetic study”. 

par Bayle M, Roques C, Marion B, Audran M, Oiry C, Bressolle-Gomeni FM, Cros G. 

dans la revue : J Pharm Biomed Anal. 2016 Nov 30;131:33-39. 
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Résumé et conclusion 

Cette publication décrit pour la première fois une méthode sensible et sélective utilisant la 

technologie de chromatographie liquide couplée à l’ionisation en électrospray et la 

spectrographie de masse en tandem pour la détermination de l’urolithine C, un métabolite de 

l’acide ellagique produit par la microflore intestinale dans le plasma de rat et possédant des 

propriétés anti-diabétiques. 

La méthode a démontré d’excellentes performances, avec une large gamme de concentrations 

mesurables (de 4,95 à 1085 µg/L), un temps de passage relativement court (5 min) et une 

préparation aisée de l’échantillon. 

Un exemple d’application de la méthode est illustré par une étude pharmacocinétique 

préliminaire chez des rats ayant reçu une dose unique d’urolithine C de 10 mg/kg par voie 

intrapéritonéale. Les résultats sont compatibles avec un modèle à trois compartiments. La 

demi-vie de la phase terminale a été de 11,3 heures et la clairance totale de 3,41 L/h/kg. Le 

volume de distribution initial (V1/F) a été de 0,831 L/kg et le volume de distribution à 

l’équilibre de 55,6 L/kg. Ces données suggèrent un stockage tissulaire de l’urolithine C. 

Une première recherche des métabolites circulants dans les échantillons plasmatiques prélevés 

30 minutes et 2 heures après administration suggère la formation de métabolites glucuronidés 

et sulfatés. Des études ultérieures détermineront la biodisponibilté orale absolue et le 

métabolisme exhaustif de l’urolithine C. 

La méthode pourra facilement être adaptée à l’analyse des autres urolithines dans des matrices 

biologiques. 

Ce travail constituait une étape essentielle à la mise au point d’une formulation permettant de 

maintenir des concentrations plasmatiques actives dans le pancréas endocrine. 
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Chapitre 3 : Résultats complémentaires : Approche in vivo de 
la pharmacologie de l’urolithine C 

 

Deux types d’études in vivo ont été réalisés : 

- une étude chez le rat Wistar (non diabétique) des effets de l’urolithine C administrée par 

voie intra-péritonéale sur la glycémie et l’insulinémie déterminées dans le cadre d’une 

épreuve d’hyperglycémie provoquée par voie intrapéritonéale (IPGTT), afin de tenter 

d’obtenir in vivo une preuve de concept de l’activité insulino-sécrétoire de l’urolithine C. 

- une étude concernant la durée de vie du ver C. elegans, phénomène sous la dépendance, (au 

moins partielle) du gène de l’AMP kinase, sachant que les activateurs de l’AMP kinase, tels 

que la metformine ou d’autres polyphénols tels que l’acide chicorique (Schlernitzauer et al., 

2013) prolongent effectivement la durée de vie.  

3.1. Effet de l’urolithine C (10 mg/kg, voie I.P.) sur la tolérance au glucose et 
l’insulinémie déterminées in vivo chez le rat Wistar. 

1 - Introduction :  

L’étude pharmacocinétique publiée dans l’article 2 de cette thèse intitulé « Development and 

validation of a liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry 

method for the determination of urolithin C in rat plasma and its application to a 

pharmacokinetic study » nous a permis d’obtenir un modèle pharmacocinétique du devenir de 

l’urolithine C plasmatique après une injection intrapéritonéale à la dose de 10 mg/kg chez le 

rat wistar et de simuler les concentrations plasmatiques des deux premières heures après 

l’injection (figure 4 page 160). Cinq minutes après l’injection, l’urolithine C plasmatique est 

présente dans le plasma à la concentration de 40 µM, puis sa concentration diminue 

rapidement : soit 18,6 µM à 10 minutes, 4 µM à 30 minutes et 0,7 µM à 2h (figure 1). Il 

semblerait donc que les concentrations plasmatiques d’urolithine C susceptibles d’amplifier la 

sécrétion d’insuline in vivo (de l’ordre de 20 µM) soient atteintes durant les 10 premières 

minutes suivant l’injection d’urolithine C à 10 mg/kg par voie intrapéritonéale. 
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Afin de mettre en évidence une possible activité insulino-sécrétoire in vivo, nous avons décidé 

de réaliser des tests de tolérance au glucose en administrant le glucose par voie 

intrapéritonéale (ou IPGTT : Intra-peritoneal glucose tolerance test) et en dosant 

l’insulinémie de façon concomitante.  

 

Figure 1 : Evolution simulée des concentrations plasmatiques de l’urolithine C après 

administration de 10 mg/kg par voie intra-péritonéale. 

2 - Matériels et méthodes : 

a) Animaux : Des rats wistar mâles (200-230g) ont été hébergés dans une pièce à température 

et humidité contrôlées et soumis à un cycle jour : nuit de 12 h. 

b) Test de tolérance au glucose (IPGTT : Intra-peritoneal glucose tolerance test) : Les 

tests de tolérance au glucose ont été réalisés sur 6 rats mâles Wistar recevant 10 mg/kg 

d’urolithine C solubilisée dans le DMSO et 17 rats contrôles recevant une quantité 

équivalente de DMSO. 

Les animaux ont été mis à jeûn 6 heures avant l’IPGTT. 

La glycémie à jeun a été mesurée quelques minutes avant l’expérience à l’aide d’un 

glucomètre (Accu Check, Roche) à partir de sang prélevé au niveau de la queue de l’animal. 

L’urolithine C ou le véhicule (DMSO), ont été injectés par voie intrapéritonéale 2 minutes 

avant l’injection I.P. de glucose (temps 0) à la dose de 1,5 g/kg. Les mesures de la glycémie 

ont été réalisées par glucomètre (bandelette réactive) directement à la queue de l’animal et 

l’insulinémie dosée sur des échantillons de 200 µL de sang collectés dans des microtubes 

préalablement héparinés. 
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c) Préparation des échantillons de sang et dosage de l’insulinémie : Les échantillons de 

sang ont été centrifugés à 1 000 rpm pendant 10 minutes à 4 °C. Les échantillons de plasma 

ont été stockés à -20 °C en attendant le dosage ultérieur d’insuline. L’insuline plasmatique a 

été déterminée en utilisant un kit ELISA (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA, Mercodia). 

3 - Résultats et discussion 

Les résultats sont indiqués dans les figures 2A (contrôle : DMSO) et 2B (URO-C). 

Figure 2 : Effet du DMSO (contrôle, n=17) (A) et de 10 mg/kg d’urolithine C (URO-C, n=6) 

(B) administrés 2 minutes avant le glucose (1,5g/kg, temps 0) sur l’évolution de la glycémie 

(bleue) et de l’insulinémie (orange) en fonction du temps lors d’une épreuve d’IPGTT. 

A 

B 
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Chez les animaux contrôles (« DMSO », 17 animaux), l’administration de 1,5g/kg de glucose 

se traduit par une élévation de la glycémie qui est maximale à la 10ème minute et retourne à 

une valeur proche de la valeur basale à la 60ème minute. En ce qui concerne l’insulinémie, on 

constate une élévation immédiate qui atteint également un maximum à la 10ème minute avec 

un retour à la 60ème minute. 

Chez les animaux traités par l’urolithine C (6 animaux), on constate un décalage de la montée 

glycémique, avec un maximum atteint à la 20ème minute et des taux similaires aux contrôles à 

partir de la 20ème minute (temps pour lequel les taux d’urolithine C atteignent leur minimum). 

En ce qui concerne l’insulinémie, on constate de façon surprenante une réduction de la 

réponse insulinique chez les animaux traités par l’urolithine C. Les taux sont similaires aux 

contrôles à la 60ème minute. 

Deux points sont à considérer pour tenter d’expliquer un tel phénomène : 

· Un taux d’urolithine C plasmatique atteignant un niveau inhibiteur de la sécrétion 

d’insuline : 

Nous avons en effet montré (résultats non illustrés), sur la lignée cellulaire INS-1, que 

la relation effet-concentration de l’urolithine C était biphasique, se traduisant par une 

sécrétion d’insuline augmentée jusqu’à 100 µM, puis une perte de l’effet insulino-

sécrétoire à 200 µM. Cependant, un tel effet inhibiteur semble peu probable in vivo, 

compte tenu de la valeur du pic de concentration d’urolithine C plasmatique estimé à 

40 µM (figure 1), et ce même s’il n’est toutefois pas exclu que la relation 

effet/concentration de l’urolithine C puisse être différente in vitro et in vivo. De plus, 

un éventuel effet de blocage de la sécrétion d’insuline aurait dû être associé à une 

élévation de la glycémie, telle qu’elle peut être retrouvée avec un inhibiteur de la 

sécrétion d’insuline comme le diazoxide. 

· Un possible effet modulateur de la glycémie indépendant d’une stimulation de la 

sécrétion d’insuline : 

On peut notamment évoquer un effet de l’urolithine C sur la sensibilité à l’insuline, 

l’efficience glucosée (capacité du glucose à stimuler son propre métabolisme), ou 

encore une diminution de la production hépatique de glucose. Il est en effet connu que 

des produits ayant ce type d’activité induisent indirectement une réduction de la 

concentration plasmatique d’insuline, qui s’adapte à une réduction de l’hyperglycémie.  
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· C’est pourquoi l’hypothèse d’un tel effet de l’urolithine C indépendant de la sécrétion 

d’insuline a été abordée par l’étude suivante utilisant le modèle C. elegans. 

3.2. Effet de l’urolithine C sur la modulation de la longévité de Caenorhabditis elegans  

1 - Introduction :  

Les résultats préliminaires obtenus in vivo lors des tests de tolérance au glucose pourraient 

nous orienter vers une activité de type « insulino-sensibilisation » de l’urolithine C. Les 

« insulino-sensibilisants » sont une classe d’antidiabétiques comprenant la metformine, 

médicament largement utilisé seul ou en association dans la prise en charge thérapeutique de 

patients diabétiques de type 2. La metformine permet de normaliser la glycémie en améliorant 

la captation du glucose par les tissus et en diminuant la néoglucogenèse hépatique. Le 

mécanisme d’action cellulaire de la metformine correspond à une inhibition partielle du 

complexe I de la chaîne d’électron dans la mitochondrie conduisant à une déplétion 

énergétique (augmentation du ratio AMP/ATP) et une activation de l’AMPK. 

Par ailleurs, certains polyphénols peuvent également présenter des activités antidiabétiques en 

améliorant l’utilisation du glucose au niveau des muscles et une réduction de la 

néoglucogenèse par un mécanisme AMPK dépendant. Le laboratoire de recherche dans lequel 

j’ai réalisé ma thèse a d’ailleurs publié les effets stimulant de l’AMPK de l’acide chicorique 

(Schlernitzauer et al., 2013). 

Dans la présente étude, nous avons déterminé l’activité « metformine-like » possible de 

l’urolithine C. Pour cela nous avons choisi d’utiliser le modèle Caenorhabditis elegans, déjà 

utilisé par l’équipe pour démontrer in vivo les propriétés de l’acide chicorique. 

C. elegans est un nématode d’une taille de 1 mm environ, transparent et non parasitaire, 

découvert dans les années 70 par Sydner Brener (Brenner, 1974), dont le génome est séquencé 

en totalité (C. elegans Sequencing Consortium, 1998). L’utilisation de ce modèle présente des 

avantages puisque sa méthode de culture est simple, sa durée de vie est courte et sa 

reproduction est principalement hermaphrodite. 

La longévité de C. elegans peut être modulée positivement par différents traitements, 

notamment ceux qui, comme la metformine, sont capables d’augmenter l’activation de la voie 

de l’AMPK (gène aak-2 chez C. elegans). 
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2 - Matériel et méthodes :  

Les expériences de longévité ont été réalisées sur des nématodes C. elegans de la souche 

sauvage N2 provenant du CGC (Caenorhabditis Genetic Center). Les nématodes sont cultivés 

à 20°C et synchronisés au stade L4 jeunes adultes pour les expériences de longévité. 

Ils ont été répartis au nombre de 5 par puits dans des plaques 96 puits, en présence de 200 µL 

de S-base (milieu de culture) et de Fluorodeoxyuridine (FUdr) un inhibiteur de la synthèse 

d’ADN permettant de bloquer la reproduction des individus (Mitchell et al., 1979). 

L’urolithine C a été ajoutée à la concentration finale choisie : 10 µM, 20 µM ou 50 µM. 

Chaque condition a été répétée 10 fois, par conséquent 50 nématodes ont été testés pour 

chaque traitement. 

Les nématodes C. elegans ont été nourris avec des bactéries de la souche E. coli HT115(DE3) 

tuées par la chaleur.  

Les nématodes ont été examinés chaque jour à 20°C afin de vérifier leurs mouvements et leur 

vitalité. Les nématodes morts ont été comptabilisés.  

Le logiciel XLSTAT-life statistical software (Addinsoft, New York, NY, USA) a été utilisé 

pour réaliser les courbes de survie par la méthode Kaplan-Meier. Les différences entre les 

courbes de survie ont été calculées en utilisant le test LogRank (avec un intervalle de 

confiance de 95 %). Chaque courbe de survie a été comparée à la courbe de survie obtenue en 

condition contrôle (C. elegans en présence de milieu S-base + FUdr uniquement). Au 

préalable, nous avons confirmé que le véhicule (DMSO) n’affectait pas la survie de C. 

elegans (résultat non illustré). 

 

3-Résultats et discussion : 

La figure 2 illustre l’influence de différentes concentrations d’urolithine C sur la durée de vie 

du nématode. L’urolithine C (10 µM, fig.2A) impacte positivement et de façon très 

significative la durée de vie de la souche sauvage (N2) C. elegans avec un temps de survie 

moyen de 19,320 ± 1,129 jours pour le contrôle et de 25,608 ± 1,183 jours pour l’urolithine C 

10 µM (LogRank p < 0.0001). Nous avons également observé que des concentrations de 20 

µM (fig. 2B) et 50 µM (fig. 2C) augmentaient la durée de vie des nématodes, bien que la 

significativité soit plus faible (tableau 1). 
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Figure 2A : Effet de l’urolithine C (10 µM) sur la durée de vie de C.elegans.  

 

 

Figure 2B : Effet de l’utolithine C (20 µM) sur la durée de vie de C. elegans. 
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Figure 3B : Effet de l’urolithine C (50 µM) sur la durée de vie de C. elegans. 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Données quantitatives associées aux courbes de survie obtenues pour différentes 

concentrations d’urolithine C ; pour chaque concentration, le test LogRank a été appliqué en 

comparant la courbe de survie urolithine C par rapport à la courbe de survie contrôle (milieu 

S-base + FUdr). 

 

En résumé, ces résultats indiquent que l’urolithine C est susceptible, comme la metformine, 

d’induire une prolongation de la durée de vie du nematode C. elegans. L’utilisation de 

souches mutées pour le gène de l’AMPK (gène aak-2 chez C. elegans) permettra de 

démontrer avec certitude un effet de l’urolithine C sur cette voie métabolique. 

Traitement 
Médiane 
(jours) 

Temps de 
survie moyen 

(jours) 

Test           
LogRank 

Contrôle 19 19,320 ± 1,129   

URO-C 10 µM 27 25,608 ± 1,183 p < 0,0001 

URO-C 20 µM 23 22,909 ± 1,248 p = 0,034 

URO-C 50 µM 26 23,529 ± 1,258 p = 0,023 
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3.3. Conclusion 

Ces résultats complémentaires nous ont permis de réaliser une première approche des effets in 

vivo de l’urolithine C. Nous avons pu constater que ses effets insulino-sécrétoires, démontrés 

par l’utilisation du pancréas isolé perfusé, ne pouvaient être mis en évidence chez le rat 

« normal » par un test courant d’exploration du métabolisme glucidique tel que l’IPGTT avec 

détermination de l’insulinémie. Par contre, l’IPGTT nous a permis de détecter des 

modifications du contrôle glycémique pouvant être mis à profit dans le traitement du diabète 

type 2. 

En effet, il apparaît que l’urolithine C pourrait également avoir un effet de type « insulino-

sensibilisant » évoqué à la fois lors des IPGTT par la réduction de l’insulinémie sans 

augmentation de la glycémie, ainsi que par l’effet prolongateur de la durée de vie du ver C. 

elegans, suggérant un mécanisme d’action lié à la stimulation de la voie AMPK. 

Des études ultérieures permettront notamment d’explorer les effets insulino-sécrétoires in vivo 

chez le rat diabétique (rat GK) et de démontrer de façon indiscutable une activité de 

stimulation de l’AMPK par l’utilisation de souches de C. elegans mutées pour cette voie de 

signalisation. 
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Cette thèse abordait la pharmacologie diabétologique des urolithines, molécules issues 

du métabolisme bactérien colique des ellagitanins, présents notamment dans divers aliments 

comme les grenades et les noix. 

Dans une première partie bibliographique, nous avons rappelé que la cellule β 

insulino-sécrétrice était au cœur de la physiopathologie du diabète de type 2 et que protéger 

et/ou améliorer sa fonctionnalité constituait un enjeu thérapeutique majeur. C’est pourquoi la 

recherche pharmacologique doit s’attacher à découvrir de nouvelles molécules capables de 

prévenir ou de corriger le processus d’altération de la sécrétion d’insuline. 

 Dans notre laboratoire d’accueil, cette démarche s’oriente notamment vers l’étude des 

molécules polyphénoliques. Une recherche très active s’efforce de mettre en évidence des 

propriétés biologiques in vitro et in vivo des polyphénols ainsi que des mécanismes d’action 

associés. Cependant, même si ces molécules sont actives in vitro, il est bien décrit dans la 

littérature qu’une fois consommés, les polyphénols subissent une métabolisation intense et 

que les molécules circulantes ne sont généralement pas celles qui sont ingérées. Récemment, 

il est apparu que le microbiote intestinal était également susceptible de créer des molécules 

biologiquement actives à partir de précurseurs d’origine alimentaire. 

 Les urolithines A, B, C et D, objets de notre travail, font partie de ces métabolites 

coliques susceptibles d’être absorbés au niveau intestinal. Ces molécules sont majoritairement 

étudiées pour leurs activités anti-inflammatoires et anti-prolifératives in vitro. Il n’existe 

toutefois qu’un nombre très limité d’études décrivant une activité biologique in vivo à 

l’exception notable de l’urolithine A, décrite en particulier pour ses propriétés anti-

inflammatoires et « anti-vieillissement mitochondrial ». 

 A ce jour, aucune donnée n’a décrit les potentialités antidiabétiques des urolithines B, 

C et D et seul un brevet publié en 2012, évoque de façon très marginale le potentiel anti-

diabétique de l’urolithine A. 

L’objectif de ma thèse était donc de caractériser le potentiel anti-diabétique des 

urolithines, étudié plus particulièrement dans le domaine de la fonction insulino-sécrétoire. 

Dans la partie expérimentale, les travaux présentés dans un premier article nous ont 

permis de déterminer une activité biologique sur la fonctionnalité de la cellule β et de montrer 

que, parmi les quatre urolithines, l’urolithine C apparaît comme le composé le plus prometteur 

d’un point de vue thérapeutique notamment grâce à : 
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· Sa capacité à stimuler de façon glucose-dépendante la sécrétion d’insuline, bien mise 

en évidence sur un modèle ex vivo reproduisant la situation physiologique, le pancréas 

isolé perfusé ; 

· Sa capacité à amplifier la sécrétion d’insuline induite par un analogue GLP-1 ou une 

sulfonylurée, ouvrant la voie à des associations potentielles visant à optimiser l’effet 

thérapeutique des médicaments tout en minimisant leurs effets indésirables ; 

· Sa capacité à stimuler la sécrétion d’insuline sur des cellules β ne répondant plus au 

glucose du fait d’une gluco-toxicité (phénomène secondaire à l’hyperglycémie 

chronique). 

Nous avons également abordé le mécanisme cellulaire de l’urolithine C et déterminé que son 

effet insulino-sécrétoire pourrait être médié par une augmentation de l’entrée intracellulaire de 

calcium en rapport avec une augmentation de sensibilité des canaux calciques de type L 

régulés par le voltage.  

Dans un objectif de développement de l’urolithine C comme médicament anti-diabétique, 

nous avons abordé dans un second article publié en 2016 la mise au point d’une méthodologie 

de dosage plasmatique de l’urolithine C dans le plasma de rat par chromatographie liquide / 

ionisation electrospray /spectrographie de masse en tandem. Cet article intègre également une 

première étude pharmacocinétique de l’urolithine C (10 mg/kg) après injection par voie 

intrapéritonéale. La modélisation des taux plasmatiques suggère un probable stockage 

tissulaire de la molécule. Cette étude a donc constitué une étape indispensable à la mise au 

point d’une forme pharmaceutique et de conditions d’administration susceptibles de permettre 

l’obtention de concentrations plasmatiques d’urolithine C actives in vivo. 

Suite à cette étude, nous avons effectué une première étude des effets in vivo de l’urolithine C 

(10 mg/kg) sur la glycémie et l’insulinémie chez le rat « normal » après un test de tolérance 

au glucose par voie intra-péritonéale (IPGTT). De façon surprenante l’urolithine C est plutôt 

apparue comme susceptible d’augmenter l’utilisation périphérique du glucose ou diminuer la 

néoglucogénèse selon un mécanisme qui pourrait être similaire à celui de la metformine.  

Cet aspect a donc été abordé sur le modèle du nématode C. elegans, pour lequel la 

metformine prolonge la durée de vie par un mécanisme d’activation de la voie métabolique de 

l’AMP kinase. Cette hypothèse doit toutefois être confortée par l’utilisation de nématodes 

mutés pour cette voie métabolique.  

En résumé, notre travail ouvre des perspectives de valorisation de l’urolithine C qui devront 

passer par la détermination de son activité antidiabétique, notamment sur le rat GK qui 
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constitue le modèle le mieux adapté à la détermination de l’activité de molécules corrigeant le 

déficit insulino-sécrétoire.  

Dans cette perspective, un partenariat industriel visant à la valorisation de l’urolithine C vient 

d’être mis en place avec le soutien de la Société d’Accélération du Transfert de Technologie 

(SATT) AxLR. 
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Résumé 

Notre travail de thèse avait pour objet l’étude du potentiel anti-diabétique des urolithines A, 
B, C et D, métabolites de polyphénols formés par le microbiote colique à partir des tanins de 
l’acide ellagique (présents notamment dans la grenade et les noix). 

Notre travail a permis de décrire les effets des urolithines sur différents modèles 
expérimentaux : 

Sur un modèle de cellules β insulino-sécrétrices (lignée INS-1), les urolithines induisent 
une amplification concentration-dépendante de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. 
Elles amplifient l’effet d’autres sécrétagogues comme un analogue du GLP-1 ou une 
sulfonylurée (médicaments utilisés dans le diabète). Les urolithines sont également capables 
de stimuler la sécrétion d’insuline sur des cellules β ne répondant plus au glucose du fait 

d’une gluco-toxicité. 
L’effet insulino-sécrétoire des urolithines a été confirmé sur îlots de Langerhans isolés. 
L’urolithine C étant apparue comme le composé le plus prometteur, nous avons poursuivi 

la caractérisation de son activité sur un modèle ex vivo mimant la situation physiologique, le 
pancréas isolé perfusé. Alors que l’effet sécrétoire de l’urolithine C n’apparaît pas en présence 

de 5 mM de glucose, l’urolithine C (20 µM) amplifie la sécrétion d’insuline dans des 

conditions de stimulation modérée de la sécrétion d’insuline par le glucose (8,3 mM). Cet 
effet est strictement dépendant du glucose, la sécrétion d’insuline retournant immédiatement à 

son niveau basal lors du passage de 8,3 à 5mM de glucose en présence d’urolithine C. 
D’un point de vue mécanistique, il semblerait que l’effet insulino-sécrétoire de l’urolithine 

C soit médié par une augmentation de la sensibilité et de l’ouverture des canaux calciques de 
type L. 

Des études de pharmacocinétique ont permis de mettre au point une méthodologie de 
dosage plasmatique de l’urolithine C dans le plasma de rat par chromatographie liquide / 

ionisation electrospray /spectrographie de masse en tandem. Cette méthodologie a été 
appliquée à une première étude pharmacocinétique chez le rat après injection de 10 mg/kg 
d’urolithine C par voie intra-péritonéale. Cette étude montre notamment que le profil 
pharmacocinétique suit un modèle à 3 compartiments et suggère un stockage tissulaire du 
composé. 

Notre première approche pharmacologique in vivo suggère que l’urolithine C pourrait 
avoir un effet de type « insulino-sensibilisant » évoqué à la fois lors des IPGTT par la 
réduction de l’insulinémie sans augmentation de la glycémie, ainsi que par l’effet 

prolongateur de la durée de vie du ver C. elegans, suggérant un mécanisme d’action lié à la 

stimulation de la voie AMPK.  
Des études plus approfondies seront nécessaires pour conforter cette hypothèse. 
 

 

Mots clés : diabète, métabolites de polyphénols, urolithines, cellule β. 


