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mTor : mammalian Target of rapamycin (cible de
la rapamycine chez les mammiferes)

NS : Non-significatif

02: Oxygéne

OGTT : Test de Tolérance aux Glucides

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OXPHOS : Phosphorylation Oxydative

PDE : Phosphodiestérase

PEPCK : Phosphoénolpyruvate carboxykinase
PGC1-a : Coactivateur 1-alpha du récepteur
gamma activé du proliférateur du peroxysome.
PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PIP2 : Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate
PIP3 : Phosphatidylinositol (3,4,5)- trisphosphate
PKC : Protéine Kinase C

PPAR : récepteur activé par les proliférateurs de
peroxysomes

RE : Réticulum Endoplasmique

SFD : Société Francophone du Diabete

SGLT : Cotransporteurs glucose sodium
dépendant

SOD : Superoxyde dismutase

Souris HF : Souris nourrie avec un régime riche en
graisse

TAG : Triacylglycérol ou triglycérides

T-63 : Totum-63

TAing : Tissu adipeux sous-cutané inguinal

u.a. : unités arbitraires

UCP1, UCP2 : UnCoupling Protein 1 ou 2 (Protéine
découplante 1 ou 2)

VCO:: Volume de dioxyde de carbone rejeté
VO;: Consommation d’oxygéne

VO;max : Consommation maximale d’oxygéne
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3. INTRODUCTION GENERALE
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3.1. DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES DU DIABETE

Le diabete représente aujourd’hui d’un des principaux défis de santé publique du XXI¢ siecle, a I’échelle
mondiale. En 2015, 415 millions d’adultes sont diagnostiqués diabétiques. En outre, 318 millions de
personnes supplémentaires présentent des signes cliniques de prédiabete, caractérisés par une
intolérance au glucose et par un risque trés élevé de développer la pathologie dans les années qui
suivent. La projection des sociétés savantes pour les années a venir est pessimiste, puisqu’il est estimé
gu’en 2040, 642 million d’adultes dans le monde seront diabétiques (IDF 2015), ainsi que l'illustre la

Figure 1.
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Figure 1 : Evolution du nombre de diabétiques (chiffres IDF 2015)

Le diabéte de type 2 (DT2) est une forme acquise du diabete qui survient en conséquence d’une
prédisposition génétique et/ou de facteurs environnementaux. Il représente 87 a 91% de cas de

diabétes recensés (Boyle, J. P. et al. 1999; Evans, J. M. et al. 2000; Bruno, G. et al. 2005).

L’accroissement de la prévalence de cette pathologie entraine évidemment des colts de plus en plus
importants pour les organismes de santé publique. L'estimation a I’échelle de la planéte des dépenses
de santé liées au traitement du diabéte et a ses complications oscille entre 673 milliards et 1 197
milliards de dollars (USD) en 2015, et pourrait s’élever a 1 452 milliards de dollars (USD) en 2040 (IDF
2015).
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En France, la situation est tout aussi préoccupante avec plus de 3,7 millions de personnes touchées en
2011 (Fournier, C. et al. 2011), 33% des Francais considérés comme a risque de développer un DT2 et
un colt moyen annuel de pres de 6000€ par patient. Ces derniers sont pris en charge a 100% par

|"assurance maladie (CNAMTS 2012).
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3.2. LE DIABETE DE TYPE 2 : EVOLUTION ET PRISE EN CHARGE

3.2.1.  Evolution du diabéte de type 2

Le DT2 est une pathologie complexe et évolutive, dont la physiopathologie présente différents stades

d’évolution (Knowler, W. C. et al. 1995) :

Le premier stade correspond a une phase pré-symptomatique des sujets ayant une susceptibilité
génétique. Les individus ne présentent toutefois pas, ou pas encore, de dysfonctionnements
métaboliques. Cet héritage génétique délétere est principalement caractérisé par des mutations au
niveau de génes codant pour I'insuline ou son récepteur (Taylor, S. I. et al. 1991), de certaines enzymes
associées au transport du glucose (Vionnet, N. et al. 1992) de protéines associées a la fonction
mitochondriale (Dunham-Snary, K. J. et Ballinger, S. W. 2013), d’une prédisposition génétique a
I'obésité (Walley, A. J. et al. 2006) (cette derniere constituant un facteur de risque indépendant de
développer un DT2 (A.D.A. 2017)), ou d’autres mutations ou combinaisons de mutations sur d’autres

génes (Ahlgvist, E. et al. 2011).

Le second stade est caractérisé par une intolérance au glucose, une hyperglycémie a jeun, ou les deux,
dans des proportions qui ne permettent pas de remplir les critéres qui classeraient le patient comme
diabétique. Ce stade est aujourd’hui bien reconnu par des sociétés savantes telles que I’American
Diabetes Association, et nommé prédiabéte (A.D.A. 2017), et définit comme un risque accru de
développer un diabéte de type 2. Il est caractérisé par le diagnostic suivant (E.C.D.C.D.M. 2003;
E.C.D.C.D.M. 2003)

- Glycémie a jeun comprise entre 1,00g/l et 1,25 g/l selon les critéres de I’American Diabetes
Association (A.D.A. 2005) ou 1,10 g/l et 1,25 g/| selon les critéres de I’Organisation Mondiale
pour la Santé.

Ou:

- Intolérance au glucose caractérisée par une glycémie comprise entre 1,40 g/l et 2 g/| deux
heures aprés une charge orale en glucose de 75g.
Ou:

- Hémoglobine glyquée (HbA1.) comprise entre 5,7 et 6,4%.

Ce stade est défini par I’American Diabetes Association (ADA) comme un état qui « [...] ne doit pas étre
vu comme une maladie proprement dite, mais comme un état a risque de diabete ou de maladie

cardiovasculaire » (A.D.A. 2017). C'est donc un état a risque, mais non-pathologique et surtout
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réversible, grace a des interventions thérapeutiques qui le ciblent, ainsi que détaillé dans la partie

suivante.

Le troisieme stade correspond au diabete. Il est caractérisé par une déficience relative en insuline
associée a une résistance des tissus aux effets de celle-ci (insulinorésistance) (A.D.A. 2017). Les criteres

de diagnostic sont les mémes que pour le prédiabete, avec cependant des seuils plus élevés :

- Glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/I
- Glycémie supérieure a 2 g/l deux heures aprés une charge orale en glucose de 75g

- Hémoglobine glyquée supérieure a 6,5%

Enfin, le quatriéme stade (Knowler, W. C. et al. 1995) correspond a I'apparition de complications sont
dues a une longue période d’exposition aux symptomes du DT2 dont principalement I'hyperglycémie
(Chawla, A. et al. 2016). Les principaux organes touchés sont le systéme cardiovasculaire (risque accru
d’athérosclérose, premiere cause de mortalité chez les patients DT2), les reins (néphropathie
augmentant le risque d’insuffisance rénale) et les yeux (rétinopathies pouvant aboutir a la perte de la

vue) (Rask-Madsen, C. et King, G. L. 2013).

Durant les différents stades de la pathologie, les recommandations pour la prise en charge du diabéte
évoluent. Ainsi, la premiére ligne d’intervention recommandée par les sociétés savantes (consensus
entre la principale société Européenne, European Association for the Study of Diabetes — EASD, et son
homologue outre-Atlantique déja citée, la ADA) correspond a une modification du mode de vie, c’est-
a-dire une action comportementale basée sur une modification du régime alimentaire et une élévation
de I'activité physique modérée visant a obtenir une perte de poids d’au moins 5% (7% étant considéré

comme optimal) (Inzucchi, S. E. et al. 2012; A.D.A. 2016).

Quand les efforts faits sur le mode de vie ne suffisent pas, I'EASD et 'ADA recommandent la
prescription de metformine par voie orale, tout en maintenant les recommandations précédentes
(Inzucchi, S. E. et al. 2015; A.D.A. 2016). Cet antidiabétique de la famille des biguanides a déja
démontré son efficacité sur le contréle glycémique et sa non-dangerosité a long-terme (Holman, R. R.
et al. 2008), et est utilisé depuis le milieu du XX® siecle. Si cette molécule peut étre prescrite a une
majorité de patients, il existe toutefois des contre-indications, notamment I'insuffisance rénale, mais
aussi une infection ou insuffisance cardiaque ou une maladie hépatique chronique. L'utilisation de

metformine chez ces patients augmente en effet le risque d’acidose lactique (Sulkin, T. V. et al. 1997).

Lorsque les deux lignes d’intervention précédentes ne suffisent plus, plusieurs classes de

médicaments, incluant I'insuline, peuvent étre combinées. Le colt de la prise en charge et le risque
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d’effets indésirables sont proportionnels a I'ajout de nouvelles molécules dans la thérapie (A.D.A.

2016).

3.2.2. Le prédiabéte, un stade clef de la prise en charge

Le prédiabete est aujourd’hui clairement identifié et reconnu par les grandes organisations de santé
(A.D.A. 2017), et caractérisé par une hyperglycémie a jeun modérée ou une intolérance au glucose
modérée (ou les deux, cf. criteres cités plus haut, en paragraphe §3.2.1). C'est un état non-
pathologique, au diagnostic relativement facile, défini comme a haut risque de développer un DT2
puisque 25% des sujets évoluent vers un diagnostic de DT2 dans les 5 ans (Nathan, D. M. et al. 2007).
Ce chiffre est méme porté a 70% si I’on considére I'évolution pendant toute I'espérance de vie de la

personne (Tuso, P. 2014) et au final 100% des patients DT2 ont un jour été prédiabétiques.

C’est également, comme on I'a évoqué plus haut, un stade réversible qui laisse la possibilité de revenir
a un stade normo-glycémique asymptomatique (Nathan, D. M. et al. 2007). Il représente donc une
cible de choix pour les acteurs dont le but est d’enrayer la progression de I'épidémie, d’autant plus que
les interventions thérapeutiques s’averent trés efficaces, pour prévenir I'apparition du DT2 chez ces
sujets a risque. Ainsi, dans une méta-analyse récente incluant pres de 50000 sujets prédiabétiques,
Haw et son équipe montrent une réduction importante du risque relatif d’incidence du DT2 grace a
I'utilisation de médicaments (réduction de 36%) ou la modification du style de vie (changement
alimentaire et augmentation de I'activité physique : réduction de 39%). Les auteurs rapportent que
I’effet des médicaments est limité dans le temps alors que ceux basés sur les changements d’habitude
de vie perdurent (Haw, J. et al. 2017). En amont, une étude randomisée sur plus de 3000 sujets
prédiabétiques avait d’ailleurs permis de démontrer un effet supérieur des interventions basées sur
une amélioration du mode de vie que celui de la metformine (la molécule pharmaceutique de
référence pour la prévention et le traitement du DT2) pour réduire le risque d’incidence du DT2
(réduction du risque relatif de 58% pour le mode de vie vs. 31% pour la metformine, vs. placebo)
(Knowler, W. C. et al. 2002). De plus, dans les faits, la prévalence d’utilisation de la metformine est
extrémement faible parmi les prédiabétiques. Selon des données récentes (Tseng, E. et al. 2017), seuls
0,7% de ces derniers utilisent la metformine aux USA. Par ailleurs, la ADA ne recommande I’utilisation
de metformine que lorsque des facteurs de risque sont associés aux individus prédiabétiques, a savoir :
un IMC supérieur a 35kg/m?, un age supérieur a 60 ans ou pour les femmes, un historique de diabéte
gestationnel (A.D.A. 2016). De méme, en France, I'éventuelle utilisation de cette molécule pour des
individus prédiabétiques (donc non-malades) se ferait hors autorisation de mise sur le marché (AMM).
Ces éléments fournissent ainsi quelques explications quant a la faible utilisation de la metformine chez

la population prédiabétique.
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Dans ce cadre, on comprend aisément la place privilégiée qui est accordée aux interventions hygiéno-
diététiques comme stratégie thérapeutique du prédiabéete, un stade clef pour la prise en charge des

« pré-patients ».

3.2.3. La place de la recherche et de I'innovation dans les thérapies hygiéno-diététiques

Le surpoids étant fortement associé au risque de développer un diabéte, des études ont montré que
la prise en charge de I'obésité était une stratégie efficace pour ralentir ou stopper la progression du
prédiabéte vers le diabéte (Tuomilehto, J. et al. 2001; Knowler, W. C. et al. 2002). Les sociétés savantes
recommandent ainsi une prise en charge hygiéno-diététique, c’est-a-dire une intervention basée sur
la modification du mode de vie de la personne. Celle-ci est caractérisée par une baisse modérée des
apports énergétiques et une augmentation de la dépense énergétique via un ajout d’activité physique
(150 mn d’activité modérée par semaine) en visant une perte de poids de 5 a 7% (A.D.A. 2016). Si ces
interventions sont, on I'a vu précédemment, trés efficaces, elles patissent cependant d’'un manque
d’adhésion des patients sur le long terme (Mumu, S. J. et al. 2014). L’amélioration de la prise en charge
des prédiabétiques passe donc par la recherche de méthodes innovantes, a I'efficacité ciblée et offrant
la meilleure adhésion possible de la part des individus, notamment dans le champ des modalités

d’activité physique, qui constitue I'un des piliers de ces interventions hygiéno-diététiques.

Dans ce cadre, les compléments nutritionnels a base de plantes offrent de nouvelles perspectives de
prise en charge en addition au régime nutritionnel et a I'activité physique, toujours en amont de
I"approche pharmacologique. En effet, certains végétaux mis en évidence par des travaux ethno-
épidémiologiques ont scientifiqguement prouvé leur efficacité dans le cadre des pathologies
métaboliques (Graf, B. L. et al. 2010). Les ingrédients actifs naturellement présents dans les aliments
et qui présentent un intérét pour la santé sont appelés nutraceutiques. Les autorités de santé
compétentes dans ce domaine, telles que I'European Society of Cardiology (ESC), reconnaissent
d’ailleurs le potentiel de ces nutraceutiques et situent deux axes de travail qui posent I'enjeu de la
recherche dans ce domaine, a savoir : s’assurer leur innocuité chez I'étre humain et prouver leurs
bénéfices sur la santé en mesurant objectivement les effets observés lors d’essais cliniques (Reiner, Z.
et al. 2011). Ce nouveau champ d’investigation affiche des perspectives prometteuses et offrent un
outil de plus a la disposition des praticiens afin de renforcer encore les bénéfices des interventions

basées sur une modification du mode de vie, chez les prédiabétiques.
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3.3. OBIJECTIFS DU PROJET

La progression de I'incidence et donc de la prévalence du DT2, tant au niveau européen que mondial,
est préoccupante. Ces chiffres poussent aujourd’hui certains chercheurs a qualifier I'expansion du
diabete de « pandémique » (Narayan, K. M. V. et al. 2006) et rendent donc fondamental I'identification

de nouvelles stratégies thérapeutiques pour freiner le développement de cette maladie.

Comme on I'a vu précédemment, les sociétés savantes préconisent un screening préventif des
populations a risque, qui permet un diagnostic précoce du stade de prédiabéte, mais qui, s’il est

fortement prédicteur de I'apparition du DT2, reste réversible.

A ce stade, les interventions basées sur le mode de vie semblent étre plus efficaces que le traitement
médicamenteux de référence (metformine) (Knowler, W. C. et al. 2002; Haw, J. et al. 2017). De plus,
rappelons que ce dernier est dans les faits plus que sporadiquement utilisé chez les prédiabétiques

(Tseng, E. et al. 2017).

Dans le but d’améliorer la prise en charge des patients prédiabétiques, de nouvelles stratégies
thérapeutiques sont a I'étude, notamment dans le domaine des activités physiques et dans celui des
compléments nutritionnels, qui, associés aux recommandations hygiéno-diététiques, pourraient en
potentialiser les bénéfices sans augmenter la charge de contrainte pour le patient. Les connaissances

des effets de ces thérapies et des mécanismes explicatifs associés restent a approfondir.

Dans ce cadre, I'objectif général de cette these est d’étendre les connaissances concernant les effets
et les mécanismes d’action de deux stratégies d’intervention basées sur le mode de vie (I'activité
physique et la supplémentation avec un complément nutritionnel) sur la progression du prédiabéte

vers le DT2.

Le projet s’inscrit dans le cadre d’un contrat de thése CIFRE (Convention Industrielle de Formation par
la Recherche), c’est-a-dire une collaboration entre le laboratoire universitaire des Adaptations
Métaboliques a I'Exercice en condition Physiologique et Pathologique (AME2P, Clermont-Ferrand), et
la société Valbiotis, une plateforme de recherche et développement impliquée dans lI'innovation

scientifique pour la prévention et la lutte des maladies métaboliques (La Rochelle).

La premiére partie de ce manuscrit sera consacrée a une revue de la littérature scientifique. Celle-ci
s’attachera dans un premier temps a faire le point sur les connaissances actuelles concernant la
physiopathologie de I’évolution du DT2, nécessaire a la compréhension de la maladie et de I'évolution

du prédiabete et DT2. La partie suivante rassemblera les connaissances actuelles sur les traitements
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pharmacologiques existants. Nous passerons ensuite en revue deux stratégies thérapeutiques qui font
I'objet de ce travail : I'impact positif de I'activité physique et ceux des compléments nutritionnels, dans
ce contexte pathologique. A la suite de ce plan, nous développerons la méthodologie générale mise
en ceuvre durant ce travail au sein de deux études précliniques, sur des modeles animaux du

prédiabéte :

- L'effet de deux modes d’entrainement sur le métabolisme énergétique de jeunes souris
diabétiques
- L'effet d'un complément nutritionnel a base de plantes sur le métabolisme énergétique de

jeunes souris diabétiques, et de souris nourries avec un régime riche en graisse.

Une discussion générale sur l'intérét de ces deux approches dans un contexte de DT2 et les

perspectives envisagées concluront ce document.
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4.1. PHYSIOPATHOLOGIE DU DIABETE DE TYPE 2

4.1.1. Introduction

Le DT2 correspond a l'incapacité des cellules béta du pancréas a produire une quantité suffisante
d’insuline, son action étant rendue moins efficace par l'installation d’une résistance des tissus a ce
peptide (51 acides aminés) (Shoback, D. et Gardner, D. 2011). Au moins 8 tissus sont ainsi impliqués
dans le développement de la pathologie, a des degrés différents (Defronzo, R. A. 2009). Le chapitre
suivant propose donc de présenter I'état des connaissances concernant chacun d’entre eux, en
mettant I'accent sur quatre organes principaux: la cellule béta du pancréas, responsable de la
production de I'insuline et trois tissus directement impliqués dans la régulation de la glycémie, le tissu

adipeux, le muscle squelettique et le foie.

Dans ces derniers, la résistance a l'insuline s’explique par un dysfonctionnement de la voie de
signalisation cellulaire de cette hormone. Ainsi, nous nous attacherons dans une premiére partie a
rappeler le fonctionnement de la voie de I'insuline, qui présente des mécanismes communs dans ces

organes, avant de développer le r6le de chacun des tissus impliqués dans la physiopathologie du DT2.

4.1.2.  Signalisation insulinique

En condition non pathologique, de I'insuline est produite par les flots de Langerhans des cellules béta
du pancréas, en réponse a une élévation systémique de la glycémie. Le rble principal de cette hormone
est de se fixer sur son récepteur, présent a la surface de nombreux organes, afin de provoquer la
captation du glucose sanguin (principalement dans le muscle squelettique et le tissu adipeux) ou I'arrét

de la production de glucose destiné a la circulation sanguine (principalement dans le foie).

En I'absence d’insuline, le récepteur est maintenu en configuration inactive via une contrainte
inhibitrice de ses sous-unités a. La liaison de I'insuline a son récepteur permet I'autophosphorylation
des résidus tyrosine présents dans les sous-unités B (Van Obberghen, E. et al. 2001), et déclenche une
cascade de phosphorylation, a la base de laquelle se trouvent les IRS (Insulin Receptor Substrate). Ceux-
ci se phosphorylent sur leurs résidus tyrosines, lesquels sont reconnus par la sous-unité p85 d’une
enzyme, la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), dont la sous-unité catalytique p110 phosphoryle a son
tour un phosphoinositide membranaire appelé phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2) pour
former du phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3). Sont ainsi générés des sites de
reconnaissance pour d’autres kinases cellulaires, telles que la protéine kinase B également connue

sous le nom d’Akt (Capeau, J. 2003). Celle-ci, activée par phosphorylation, va a son tour phosphoryler
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et activer d’autres relais intracellulaires impliqués dans les effets métaboliques de I'insuline, en
particulier AS160 (Akt substrate of 160 kDa), qui provoque la translocation des transporteurs du
glucose (Glut4) et I'entrée du glucose sanguin dans la cellule. D’autres voies importantes sont
également activées par cette cascade de phosphorylation, notamment des voies associées a la
prolifération cellulaire et a la croissance (via ERK1/2 et mTor), a la synthése de glycogéne (via GSK-3),
a la suppression de la néoglucogenése (FoxO1l) ou a linhibition de la lipolyse (via I'enzyme

Phosphodiestérase (PDE)) (King, M. W. 2017) (cf. Figure 2).
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Figure 2 : Voie de signalisation fonctionnelle de I'insuline (schéma simplifié)

Plus récemment, une nouvelle voie de signalisation en aval du récepteur a l'insuline et participant
également a la fonction de captation de glucose a été mise en évidence dans les cellules musculaires
et graisseuses (Bryant, N. J. et al. 2002). La fixation de I'insuline a son récepteur tyrosine kinase
phosphoryle également un substrat appelé Cbl (Ribon, V. et Saltiel, A. R. 1997), lequel, par interaction
avec la protéine CAP, se dissocie du récepteur et se transloque sur un radeau lipidique (Baumann, C.
A. et al. 2000). Il active alors I'enzyme TC10 (Chiang, S. H. et al. 2006), laquelle active la translocation
des Glut4 et donc la captation du glucose, de maniere complémentaire a la voie PI3K-Akt décrite plus
haut, pour obtenir une réponse compléete de la stimulation par l'insuline (Chiang, S. H. et al. 2001).

Cette voie est présentée de maniére synthétique en vert sur la Figure 2.

Dans les principaux organes insulino-sensibles, I'insuline active I'ensemble de ces voies a des degrés

différents en fonction de I'abondance des protéines clefs impliquées, ce qui entraine donc des effets
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distincts en fonction des organes. Dans le muscle, c’est principalement la voie de la translocation des
Glut4 et la voie de la synthese du glycogene qui sont activées (Shulman, G. I. et al. 1990). Le muscle
squelettique apparait donc comme I'un des organes principaux impliqués dans la captation du glucose
sanguin. Le tissu adipeux est lui aussi responsable d’une partie de la captation du glucose mais I'effet
principal de I'insuline est d’inhiber la lipolyse et donc de diminuer la libération d’acides gras libres dans
la circulation (Gastaldelli, A. et al. 2017). Enfin, dans le foie, I'effet dominant de I'insuline est I'inhibition

de la production hépatique de glucose, ce qui contribue a I'effet hypoglycémiant de ’hormone.

4.1.3. Tissu adipeux blanc

4.1.3.1. Réle dans la pathogénése

Le tissu adipeux est le réservoir d’énergie de I'organisme. Il est constitué de tissu conjonctif qui
contient les cellules graisseuses, appelées adipocytes. Chaque individu posséde une capacité limitée
de stockage sain du surplus énergétique, sous forme de tissu adipeux sous-cutané, que |I'on retrouve
principalement sur le tronc chez le sujet masculin, et au niveau des hanches, cuisses et fesses chez la
femme (pré-ménopausée). Le tissu adipeux sous-cutané est considéré comme sain car une
augmentation de la quantité de ce tissu ne provoque pas d’altérations de la sensibilité a I'insuline ou
plus généralement du profil métabolique des sujets (Despres, J. P. et al. 1989). Des études montrent
que les individus capables de stocker I'énergie sous forme de tissu adipeux sous-cutané sont protégés
contre les différents dysfonctionnements liés au syndrome métabolique (Tanko, L. B. et al. 2003;

Snijder, M. B. et al. 2005).

Lors d’un déséquilibre de la balance énergétique en faveur des apports, le surplus d’énergie est donc
stocké sous forme de graisse, d’abord préférentiellement dans le tissu adipeux sous-cutané, puis, apres
saturation des capacités de stockage de celui-ci, dans le tissu adipeux viscéral et de maniere ectopique
(Bays, H. E. et al. 2008). On retrouve par conséquent des stocks de triglycérides a l'intérieur et autour
des visceres (tissu adipeux intrapéritonéal) mais aussi a I'intérieur et autour des muscles, du foie, du
cceur, du pancréas etc., ce qui constitue une situation anormale pour ces organes qui sont

originellement dépourvus de graisse ectopique.

Le tissu adipeux viscéral et les stocks de graisses ectopiques sont de forts prédicteurs de
I'insulinorésistance, via des mécanismes distincts dépendant de la localisation du dép6t. Ainsi, les
dépots graisseux viscéraux pourraient étre a I'origine d’'une production continue de cytokines pro-
inflammatoires (Wisse, B. E. 2004), telles que la résistine, TNF-a, certaines interleukines ou encore de
facteurs qui stimulent la réponse inflammatoire d’autres tissus (Bays, H. E. et al. 2008). On parle alors
d’un état d’inflammation chronique dit de « bas grade », fortement associé a I'insulinorésistance (de

Luca, C. et Olefsky, J. M. 2008). On note également, lors du développement du diabéte, une baisse de
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la production d’adipokines telles que [I'adiponectine, qui a un réle protecteur contre
I'insulinorésistance (Bays, H. et al. 2004). Les dép06ts de graisse dans les autres organes (muscles, foie,
rein, pancréas) sont probablement a 'origine du développement de la résistance a l'insuline de ces
tissus, on parle ainsi de lipotoxicité. Les mécanismes impliqués dans chacun d’entre eux seront donc

discutés ci-apres, dans les parties du manuscrit correspondantes.

Ainsi, par son activité endocrine et la localisation de ses dép6éts, le tissu adipeux apparait comme un

acteur central dans la physiopathologie du diabéte. Ce postulat est illustré par la Figure 3 ci-dessous.
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Figure 3 : Role central du tissu adipeux dans le développement de l'insulinorésistance (Cusi, K.
2010)

4.1.3.2. Insulinorésistance du tissu adipeux

Le tissu adipeux est également un organe sensible a I'insuline a part entiére, cette hormone induisant,
comme on I'a vu plus haut, la captation et le stockage du glucose sanguin et I'inhibition de la lipolyse
(Gastaldelli, A. et al. 2017). La résistance a l'insuline du tissu adipeux correspond donc a I'incapacité
de ce tissu a capter du glucose et supprimer la lipolyse en présence d’insuline, participant de fait a

I'hyperglycémie systémique et provoquant une élévation des acides gras libres (AGL) dans la
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circulation. Les AGL jouent un rdle dans I'insulinorésistance d’autres organes tels que le muscle, le foie

ou encore le pancréas, Ces mécanismes seront discutés dans les parties respectives ci-apres.

La mesure in vivo de la résistance a I'insuline du tissu adipeux représente un défi technique. L'une des
méthodes actuelles consiste a étudier la relation entre un index de lipolyse (turnover du palmitate
(Fabbrini, E. et al. 2012) ou vitesse de production de glycérol (Robinson, C. et al. 1998)) et insulinémie
(Groop, L. C. et al. 1989). Ainsi, plusieurs études ont déja démontré que le tissu adipeux développe une
insulinorésistance au cours du processus de mise en place du DT2 (Bell, L. N. et al. 2012; Lomonaco, R.

et al. 2012; Armstrong, M. J. et al. 2014).

Les mécanismes qui sous-tendent I'insulinorésistance du tissu adipeux sont méconnus. lls semblent
toutefois liés au développement de I'inflammation des adipocytes hypertrophiés par une surexposition
prolongée a un surplus énergétique (Torres-Leal, F. L. et al. 2012). Le tissu adipeux devient alors
réfractaire a la stimulation par I'insuline de I'inhibition de la lipolyse (comme vu précédemment) mais
également a la stimulation de la lipoprotéine lipase, impliquée dans le stockage de triglycérides dans
I"adipocyte (Ong, J. M. et Kern, P. A. 1989; Frayn, K. N. 2001), ce qui entraine une hausse de la présence

d’acides gras libres dans le sang.

La translocation des Glut4 stimulée par l'insuline est également altérée dans les adipocytes
insulinorésistants (Miura, T. et al. 2001), ce qui a pour conséquence une captation et un stockage du

glucose sanguin diminués.

4.1.4. Cellules béta du pancréas

4.1.4.1. Caractérisation de la dysfonction des cellules béta

Les cellules béta du pancréas, localisées dans les flots de Langerhans, sont responsables de la
production d’insuline. Leur implication dans la physiopathologie du diabéte semble donc directe. Elle
reste toutefois complexe et évolutive : durant les premiers temps du développement du diabéte, les
taux circulants d’insuline des sujets présentant une glycémie basale élevée ou une intolérance aux
glucides sont plus élevés, afin de compenser la moindre sensibilité des tissus périphériques a celle-ci.
C’est une phase compensatoire qui intervient dans les premiers temps de I’hyperglycémie, celle-ci
stimule ainsi la production d’insuline mais également la prolifération des cellules béta (Donath, M. Y.
et al. 2005). Par la suite, en fonction de la susceptibilité individuelle de I'organe et du temps
d’exposition au stress qu’est I'excés de glucose (et plus généralement, on le verra, de nutriments), la
fonction sécrétoire et le volume des cellules peuvent diminuer (Butler, A. E. et al. 2003; Abdul-Ghani,
M. A. et al. 2006). C'est également le cas pour la stimulation de la production d’insuline par des facteurs

indépendants de la glycémie, via les incrétines GIP et GLP-1. (Meier, J. J. et al. 2001; Kjems, L. L. et al.
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2003). Ce phénomeéne peut se poursuivre jusqu’a perte de fonction partielle ou totale de I'organe,
rendant le patient insulinodépendant, c’est-a-dire dépendant d’une injection d’insuline exogene pour

réguler sa glycémie.

L'observation faite des taux d’insuline plus élevés chez le sujet insulinorésistance peut étre trompeuse
si elle est interprétée comme témoin d’une fonction normale des cellules béta du pancréas. Certains
auteurs ont en effet montré que le volume de cellules béta du pancréas (Butler, A. E. et al. 2003) et
leur fonction sécrétoire (Ferrannini, E. et al. 2005) étaient tous deux diminués chez des sujets
prédiabétiques qui affichaient pourtant des taux d’insuline circulant plus élevés que les sujets sains. Le
taux d’insuline basal peut effectivement rester élevé a cause de la non-utilisation de celle-ci par les
tissus cibles, rendus insulinorésistants. Ainsi, la capacité d’augmentation de vitesse de production de
I'insuline suite a une augmentation de glucose sanguin constituerait un meilleur marqueur de fonction

des cellules béta que la simple mesure d’insulinémie (Defronzo, R. A. 2009).

4.1.4.2. Mécanismes physiopathologiques

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer I'initiation ou la progression de la dysfonction
de la cellule béta pancréatique, ou de la diminution du volume global de cellules béta. Ces différents
mécanismes mettent en lien les facteurs environnementaux liés a un excés de nutriments, I'obésité et

la susceptibilité génétique individuelle.
Dysfonction mitochondriale et production de stress oxydant

L'augmentation du métabolisme énergétique liée a I'afflux de glucose et d’acides gras dans la cellule
béta entraine une production accrue d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO), responsables du stress
oxydant, lui-méme pouvant induire la mort cellulaire. La cellule réagit en augmentant la production
d’un agent découplant : UCP2 (UnCoupling Protein 2), qui favorise la dissipation du surplus d’énergie
sous forme de chaleur, au dépend de la production d’ATP (Krauss, S. et al. 2003; Prentki, M. et Nolan,
C. J. 2006). L'ATP est une molécule essentielle pour la sécrétion d’insuline. La cellule béta est en effet
équipée de canaux potassium ATP dépendants qui se ferment et dépolarisent la membrane lors de

I’élévation du rapport ATP/ADP causé par le métabolisme du glucose (Komatsu, M. et al. 2013).
Dysfonctionnement de I'anaplérose et de la cataplérose

L'anaplérose et la cataplérose font référence a deux processus biochimiques du cycle de Krebs qui
fournit les substrats nécessaires au bon fonctionnement de la mitochondrie aboutissant a la
production d’ATP. L’activité de la voie de signalisation de I'anaplérose et la cataplérose, en situation
saine de compensation du pancréas en cas d’hyperglycémie, est donc augmentée pour permettre une

plus grande production d’insuline. Le role de cette voie est encore inconnu chez ’homme, mais des
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données sur I'animal semblent indiquer que son activité pourrait étre réduite dans le cadre du DT2,
peut-étre a cause de la présence d’acides gras saturés, qui inhibent la voie de signalisation
anaplérose/cataplérose, tandis que les acides gras mono-insaturés la stimulent (Prentki, M. et Nolan,
C. J. 2006). Le bilan de cette étape défaillante est, la-aussi, une moindre production d’ATP conduisant

a une moindre production d’insuline.
Déséquilibre du cycle triglycérides/AGL et de la lipolyse

Le cycle triglycérides/acides gras et la lipolyse sont responsables de la balance entre production d’AGL
et stockage sous forme de triglycérides. La suractivation et I'inhibition de la lipolyse, provoquées
respectivement par surexpression d’'une lipase et par ajout d’un inhibiteur pharmacologique,
provoquent un déréglement du cycle triglycérides/AGL et réduit la fonction de production d’insuline
de la cellule béta, suggérant un rdle pour ce cycle dans les mécanismes impliqués dans la dysfonction

sécrétoire de la cellule béta (Prentki, M. et Nolan, C. J. 2006).
Déréglement de la voie de signalisation de ’AMPK et de I'oxydation des acides gras

La voie de I'AMPK joue un rdéle important dans I'oxydation des AGL, protégeant ainsi de la stéatose, au
méme titre que dans d’autres tissus tels que le foie. L'activité de 'AMPK peut étre réduite dans la
cellule béta dans une situation d’exces énergétique, provoquant une baisse de I'oxydation des acides
gras et exposant la cellule a une lipotoxicité, qui peut conduire a une apoptose (Prentki, M. et Nolan,

C. J. 2006). Ce mécanisme est central pour expliquer la glucolipotoxicité.
Glucolipotoxicité

La glucolipotoxicité désigne les effets toxiques des AGL qui apparaissent dans un contexte
d’hyperglycémie. Ainsi qu’indiqué précédemment, ceci proviendrait d’'une surutilisation du glucose
comme substrat énergétique qui provoquerait une baisse de I'oxydation des AGL, via la voie de I’ AMPK,
entrainant une accumulation de ces derniers dont une partie est partitionnée en complexes lipidiques
cytotoxiques pouvant conduire a la mort cellulaire (Prentki, M. et Nolan, C. J. 2006). Cette hypothése
est I'une des principales mises en avant dans le cadre du DT2, supportée par le fait que la dégradation
de la réponse insulinique des sujets intolérants au glucose est accentuée lorsque ces derniers

présentent aussi des taux d’acides gras circulants élevés (Stefan, N. et al. 2003).
Fatigue des ilots et stress du réticulum endoplasmique

Dans la cellule béta, le réticulum endoplasmique (RE) est notamment responsable de la synthése de
I’'hormone précurseur de l'insuline : la proinsuline. Le stress du RE, qui peut étre occasionné par

exemple par une exposition a certains AGL (situation plausible dans un cas d’excés énergétique),
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occasionne une synthese défectueuse de protéines. Ces derniéres sont collectivement nommées
Unfolded Protein Response (UPR), et peuvent étre directement responsables d’inflammation voire de
mort cellulaire par apoptose, provoquant la baisse du volume de cellules béta (Eizirik, D. L. et al. 2008),
mais également de perte de fonctionnalité pancréatique, moins de proinsuline fonctionnelle étant
produite. Il est possible qu’une sollicitation excessive du RE pour produire de la proinsuline,
particulierement dans le cas d’une masse de cellules béta trop faible due a une prédisposition
génétique, puisse provoquer un stress sur le RE et occasionner une perte de fonction et des dommages

cellulaires via les mécanismes décrits plus haut (Prentki, M. et Nolan, C. J. 2006).

4.1.5. Muscle squelettique

En condition non-pathologique, le muscle squelettique est I'organe responsable d’environ 80% de la
captation du glucose stimulée par I'insuline (Thiebaud, D. et al. 1982), I'installation de la résistance a

I'insuline dans ce tissu le place ainsi comme acteur majeur dans la physiopathologie du diabéte.

Les mécanismes cellulaires qui, ensemble, conduisent a l'insulinorésistance restent débattus et
partiellement mal connus. Toutefois, certaines données semblent concordantes et ont permis

d’avancer plusieurs hypothéses explicatives.

4.1.5.1. Implication de la présence de lipides intramusculaires

L'implication de la présence de lipides intramusculaire représente I'une des pistes centrales. Il semble
en effet qu’une relation forte existe entre contenu intramusculaire en lipides et insulinorésistance

musculaire (Perseghin, G. et al. 1999; Kelley, D. E. et al. 2002).

L’élévation dans le sang d’acides gras libres, ou méme d’une émulsion de triglycérides entraine une
élévation des taux intramusculaires d’acides gras a longue chaine, qui activent a leur tour une
phospholipase qui conduit a une production de diacylglycérol (DAG) a partir de sources lipidiques
endogenes (Yu, C. et al. 2002). L'augmentation de la concentration intracellulaire de DAG, mais aussi
d’autres formes dérivées d’acides gras, telles que les céramides, est associée a une inhibition de
I'activité de protéines en aval du récepteur a I'insuline, résultant, lors de la stimulation par 'insuline,
en une captation de glucose diminuée. Le message d’inhibition initié par I'augmentation de la
concentration d’acides gras intracellulaire semble transmis par la protéine kinase C theta (PKC-8), qui,
une fois activée, phosphoryle la protéine IRS-1 au site serine 307, ce qui, a son tour, inhibe la
phosphorylation d’IRS-1 sur ses sites tyrosines (Samuel, V. T. et al. 2010). La cascade de
phosphorylation en aval du récepteur est donc inhibée (voir Figure 2 : Voie de signalisation

fonctionnelle de I'insuline) et I'insuline ne stimule plus (ou moins) la captation du glucose.
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Indépendamment de cela, la présence de lipides intramusculaires peut également étre a I'origine

d’une inflammation du tissu musculaire (Glass, C. K. et Olefsky, J. M. 2012).

4.1.5.2. Inflammation chronique

Un stockage excessif de masse grasse provoque une réaction inflammatoire du tissu adipeux, qui
communique avec d’autres tissus via la libération de cytokines pro-inflammatoires dans la circulation
sanguine, entrainant une inflammation généralisée de nombreux tissus, dont le muscle, que I'on
nomme inflammation chronique de bas-grade. Celle-ci est responsable de nombreux déreglements qui
sont soupconnés de provoquer une perturbation de la voie de signalisation de I'insuline. Parmi les
cytokines pro-inflammatoires les plus étudiées, on peut citer TNF-a et IL-1B, ou les ligands des
récepteurs de type Toll, qui activent les voies de signalisation JNK et IKKB/NF-kB (Shoelson, S. E. et al.
2006).

La voie JNK semble avoir un rble central dans I’établissement de la résistance a I'insuline, son activité
est en effet élevée chez le sujet insulinorésistant (Masharani, U. B. et al. 2011) (certainement via les
mécanismes proposés plus haut), et son inhibition restaurant la sensibilité a I'insuline, chez 2 modeéles
de souris obéses (Hirosumi, J. et al. 2002). L’activation de JNK semble aboutir, cette fois encore, a la
phosphorylation d’IRS sur le site serine 307, inhibiteur de la voie de signalisation de I'insuline (Aguirre,

V. et al. 2000).

La voie IKKB/NF-kB, quant a elle, est directement responsable de la production par le noyau de la
cellule, de nouvelles cytokines inflammatoires. Son activité est inversement corrélée avec la capacité
du muscle a capter le glucose, lors d’une stimulation par I'insuline (Sriwijitkamol, A. et al. 2006), mais

le mécanisme direct d’action de cette protéine sur la voie de I'insuline reste a ce jour a élucider.

4.1.5.3. Fonction mitochondriale

L'altération de la fonction mitochondriale dans le muscle du sujet insulinorésistant a été décrite pour
la premiére fois a la fin du XXe siécle (Simoneau, J.-A. et Kelley, D. E. 1997; Simoneau, J.-A. et al. 1999),
déclenchant un intérét croissant de la part d’autres équipes par la suite. Les études sur le sujet sont
nombreuses, et les résultats parfois contradictoires. D’un point de vue quantitatif, les données sont
plutdt convergentes, les auteurs concluant a une diminution de la densité mitochondriale (Morino, K.
et al. 2005; Ritov, V. B. et al. 2005), I'une des hypotheses explicatives étant la baisse de I'expression
génique d’un des régulateurs majeurs de la biogénése mitochondriale, PGC1-a (Patti, M. E. et al. 2003).
En revanche, les données qualitatives sont plus contradictoires. Les résultats de certains auteurs
basées sur des expériences ex vivo de respiration mitochondriale (Mogensen, M. et al. 2007; Phielix,

E. et al. 2008) ont conclu a une forte diminution de la fonction mitochondriale chez des sujets
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diabétiques comparés a des sujets sains ou obéses non diabétiques. D’autres auteurs ont abouti a la
conclusion inverse en mentionnant, aprés normalisation du contenu en mitochondries, que la
respiration mitochondriale non différente chez les sujets DT2 (Boushel, R. et al. 2007). Egalement, des
études chez le rongeur ont montré une adaptation (peut-étre transitoire) de la fonction oxydative
consécutive a I'exposition a un régime riche en graisse, caractérisée par une augmentation du contenu
mitochondrial et des capacités oxydatives (Garcia-Roves, P. et al. 2007; de Wilde, J. et al. 2008;
Hancock, C. R. et al. 2008).

Finalement, on se retrouve ainsi avec trois scenarii possibles: fonction diminuée, inchangée ou
compensatoire, qui seraient finalement peut-étre dépendants de la population étudiée (espéce,
ancienneté de la pathologie), de I'approche méthodologique mais aussi de la définition de I'expression

« dysfonction mitochondriale » (Montgomery, M. K. et Turner, N. 2015).

La plupart des revues récentes de littérature semblent converger vers |'existence d’une association
forte (directe ou indirecte) entre fonction mitochondriale déficiente et résistance a I'insuline ou
diabete (Hoeks, J. et Schrauwen, P. 2012; Hesselink, M. K. et al. 2016; Koliaki, C. et Roden, M. 2016).
Montgomery et Turner ont décrit une hypothese mécanistique qui pourrait lier cette dysfonction et le
blocage du signal insulinique : la réduction du contenu en mitochondrie ou de sa fonction pourraient
ainsi décroitre la capacité de celle-ci a oxyder les substrats énergétiques, ce qui aurait pour

conséqguence :

- Une diminution du flux d’électrons a travers la chaine de transport d’électrons de la
mitochondrie, ce qui induirait une fuite d’électrons et la génération d’ions superoxydes, suivi
d’un stress oxydant et les dommages associés. La mitochondrie réagirait en activant les voies
de mitophagie voire de 'apoptose, aggravant encore la baisse d’utilisations de substrats
énergétiques.

- Une accumulation de lipides intracellulaires a cause de la fonction oxydative défaillante, qui,
ainsi que décrit plus haut en paragraphe §4.1.5.1: Implication de la présence de lipides
intramusculaires, est une cause directe d’inhibition de la cascade de signalisation insulinique,

via l'activation d’intermédiaires lipidiques tels que les DAG et les céramides.

Cette hypothese est développée dans la Figure 4 : Mitochondrie et résistance a l'insuline
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Figure 4 : Mitochondrie et résistance a I'insuline (Montgomery, M. K. et Turner, N. 2015)

CTE : Chaine de Transport d’Electrons; CER : Céramides. TAG : triacylglycérol (triglycérides). PKC :
protéine kinase C.

4.1.5.4. Stress oxydant

Chez le patient DT2, I'abondance de marqueurs de stress oxydant dans le plasma est corrélée a
|"apparition des dysfonctionnements métaboliques (Nourooz-Zadeh, J. et al. 1997), cette relation étant
particulierement vraie dans le muscle squelettique (Henriksen, E. J. et al. 2011). Ces agents oxydants
semblent provenir d’une part d’une surproduction d’ions superoxyde (O,7) et de peroxyde
d’hydrogéne (H.0,) par la mitochondrie en condition de surplus d’énergie et d’autre part via le
complexe enzymatique NAPDH oxydase. Ce dernier est indirectement suractivé par la fixation de
I’'hormone angiotensine Il aux récepteurs AT1 ce qui entraine de sa part une production d’ions

superoxyde (Henriksen, E. J. et al. 2011).

Les mécanismes via lesquels les agents oxydants perturbent la voie de signalisation de l'insuline
semblent impliquer certaines des kinases citées précédemment : les PKC, IKKB, JNK, ainsi que les p38
MAP Kinases, qui, comme expliqué plus haut, catalyseraient la phosphorylation de résidus sérines

d’IRS-1, inhibant ainsi I'action de I'insuline en aval de son récepteur (Di Meo, S. et al. 2017).
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4.1.5.5. Stress du réticulum endoplasmigue

Le RE est un organite responsable de la synthése et du transport de protéines au sein de la cellule.
Certaines conditions peuvent déclencher un stress du RE, parmi lesquelles I'accumulation de lipides
intracellulaires, corrélée a I'insulinorésistance (cf. paragraphe §4.1.5.1) et associée a I'obésité. Il a été
montré sur des modeles cellulaires qu’un stress du RE entrainait une inhibition du signal de la voie de
I'insuline par I’'hyper-activation des kinases JNK et la phosphorylation sur les résidus sérines d’IRS qui
en découlent, suggérant un role majeur du RE dans la physiopathologie de I'insulinorésistance (Ozcan,
U. et al. 2004). En accord avec cela, certains auteurs ont montré qu’une réduction du poids de corps
chez le sujet obése conduisait a une baisse du stress du RE et a une sensibilité a I'insuline améliorée

(Gregor, M. F. et al. 2009).

Le stress du RE conduit a I'activation de trois voies de signalisation appelées collectivement en anglais
Unfolded Protein Response (IRE1, PERK et ATF6), promotrices a leur tour de facteurs d’inflammation
tels que IL-1B, via la voie IKKB/NF-kB, des facteurs directement en lien avec le 'altération de la voie de
I'insuline (cf. 4.1.5.2 : Inflammation chronique), ce qui constitue donc une hypothése mécanistique du

réle du RE dans l'insulinorésistance (Ringseis, R. et al. 2015).

4.1.6. Foie

Le foie est un organe insulino-sensible responsable de plus de 80% de la production de glucose
endogéne (Choukem, S. P. et Gautier, J. F. 2008) a partir de composés non glucidiques tels que certains
acides aminés, le lactate, le glycérol ou le pyruvate. Ce mécanisme, appelé néoglucogenese, est
stimulé par I'action du glucagon et permet de maintenir une glycémie constante, indispensable pour
le fonctionnement normal des cellules glucodépendantes (globules rouges, neurones) qui dépendent
uniquement de la fermentation lactique issue du glucose pour synthétiser de I’ATP. En condition non-
pathologique, lors d’une situation d’hyperglycémie, le foie répond a l'insuline sécrétée par une
suppression de la néoglucogenese et donc du relargage de glucose dans la circulation sanguine, et a
une stimulation de la synthese de glycogene (Samuel, V. T. et al. 2010). Ces mécanismes font toutefois
défaut dans un contexte de résistance a l'insuline, participant ainsi a I'hyperglycémie systémique du

patient diabétique.

4.1.6.1. Implication des lipides intrahépatiques

A l'instar des autres organes, I'une des hypotheses privilégiées pouvant expliquer la baisse d’effet de
I'insuline dans le foie est la présence de lipides intracellulaires, a I'origine, dans cet organe aussi, d’une
lipotoxicité (Petersen, M. C. et al. 2017). Le stress du tissu adipeux induit un état général de lipolyse

(cf. paragraphe §4.1.3 : Tissu adipeux et Figure 3 : ROle central du tissu adipeux dans le développement

40



de l'insulinorésistance ) qui provoque une accumulation de lipides dans les cellules du foie. Certains
d’entre eux sont transformés en DAG qui inhibent le récepteur a I'insuline via une phosphorylation de
ses résidus thréonine 1160 par la protéine kinase C¢ (Petersen, M. C. et al. 2017). |l résulte de cette
inhibition du récepteur a l'insuline une moindre inhibition de la néoglucogenese via FoxO1 et une

moindre stimulation de la synthése de glycogéne via la voie GSK-3 (cf. Figure 2).

4.1.6.2. Dysfonction mitochondriale hépatique

Si elle reste moins étudiée que dans le muscle, la dysfonction mitochondriale dans le foie constitue
tout de méme une hypothése mécanistique avancée par certains auteurs. La revue de Montgomery et
Turner, centrée sur la dysfonction mitochondriale dans le muscle, mentionne d’ailleurs que certaines
données issues d’études utilisant des modéles animaux résistants a I'insuline créés par génie génétique
suggérent que cette dysfonction pourrait exister aussi dans le foie et étre en lien avec la pathologie
(Montgomery, M. K. et Turner, N. 2015). Plus récemment, I'’équipe de Crescenzo et collaborateurs a
publié une revue centrée sur la fonction mitochondriale hépatique dans un contexte
d’insulinorésistance induite par I'obésité ou la surnutrition. Les auteurs ont conclu a un lien clair entre
nourriture riche en graisse ou en fructose et déficience mitochondriale dans le foie (Crescenzo, R. et
al. 2016). Dans cette revue encore, au méme titre que celle de Montgomery et Turner, les auteurs
mettent en relation la perte de capacité oxydative due au stress oxydant, entrainant I'accumulation de
graisse intracellulaire qui vient inhiber la voie de I'insuline (cf. paragraphe §4.1.6.1 : Implication des

lipides intrahépatiques) tel qu’illustré dans la Figure 4 : Mitochondrie et résistance a I'insuline.

4.1.6.3. Réle de I'inflammation chronique

L'état d’inflammation de bas-grade et |'élévation du taux d’acides gras libres circulants,
caractéristiques d’un contexte de surpoids, et probablement liés a la saturation des capacités de
stockage du tissu adipeux (cf. paragraphe §4.1.3.1), conduisent a une résistance a I'insuline d’organes
périphériques dont le foie (Kim, O. K. et al. 2015). Le tissu adipeux stressé sécréte ainsi dans la
circulation sanguine des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-q, IL-6, ou IL-1B (cf. paragraphe
§4.1.3.1). Le tissu hépatique posséde des récepteurs aux cytokines pro-inflammatoires situés a la
surface de la cellule (Kim, O. K. et al. 2015). L’activation de ces derniers par les cytokines circulantes
active la voie IKKB/NF-kB, responsable de la régulation de génes qui activent a leur tour la réponse
immunitaire de la cellule via l'augmentation de I'expression de nouvelles cytokines pro-
inflammatoires. L'inflammation promeut la phosphorylation de JNK, une protéine présente dans de
nombreux tissus et directement responsable de I'inhibition de la voie de signalisation de I'insuline, par

phosphorylation d’IRS-1 sur ses résidus sérine (cf. paragraphe §4.1.5.2).
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4.1.6.4. Stress du réticulum endoplasmique

De la méme maniére que dans le tissu musculosquelettique, I'obésité et l'infiltration de lipides
intracellulaires qui lui est associée est un facteur de stress du RE dans le tissu hépatique (Cnop, M. et
al.). Les mécanismes associés semblent aussi similaires a ceux rencontrés dans le muscle squelettique
et préalablement décrits en paragraphe §4.1.5.5. Brievement, le stress du RE entraine une réponse de
3 voies de signalisation appelées UPR, responsable d’une réponse inflammatoire (associée dans le foie
a linsulinorésistance, ainsi que développé ci-dessus en paragraphe §4.1.6.3), de I'activation des
protéines C/EBPs, (qui stimulent I'expression de génes associés a la néoglucogeneése, tels que PEPCK
ou G6Pase (Pedersen, T. A. et al. 2007)) et de I'activation de JNK, capable d’inhiber la voie de I'insuline

via la phosphorylation d’IRS-1 sur ses résidus sérine (Kim, O. K. et al. 2015).

4.1.7. Implications des autres organes

4.1.7.1. Tractus gastro-intestinal

Implication des incrétines

Le tractus gastro-intestinal est responsable, principalement par contact avec les nutriments lors du
passage du bol alimentaire, de la production endocrine d’incrétines, dont le peptide insulinotrope
dépendant du glucose (GIP), produit par les cellules K du duodénum et le Glucagon-Like Peptide-1
(GLP-1), produit par les cellules L de I'iléon et du colon distal. Ce sont les deux protéines les plus actives
métaboliquement, notamment de par leur réle dans la stimulation de la production de lI'insuline et
I'inhibition de la production de glucagon dans les cellules béta et alpha du pancréas (Drucker, D. J.
2006). Dans un contexte de diabéte, on observe d’une part une résistance des cellules béta aux effets
de GIP (Meier, J. J. et al. 2001) et GLP-1 (Kjems, L. L. et al. 2003), conduisant a une baisse de la
stimulation de la production d’insuline. Egalement, une baisse de la production de GLP-1 est observée
(Toft-Nielsen, M. B. et al. 2001), au contraire de GIP, dont les niveaux circulants sont plus élevés chez

le patient insulinorésistant (Jones, I. R. et al. 1989).
Déréglement de la perméabilité intestinale

La perméabilité de l'intestin permet aux nutriments de passer du systéeme digestif vers le sang,
toutefois, une exagération de la perméabilité engendre des complications métaboliques, et représente
un facteur de risque pour de nombreuses pathologies, parmi lesquelles I'obésité (Teixeira, T. F. et al.
2012), la stéatose hépatique non alcoolique (Festi, D. et al. 2014) et le diabéte de type 2 (Bischoff, S.
C. et al. 2014). L’'un des mécanismes mis en cause dans ce déréglement serait I'inflammation liée a la
production par certaines bactéries de l'intestin d’endotoxines, telles que le lipopolysaccharide (LPS),

dont I'augmentation de la perméabilité intestinale constitue un facteur aggravant. Ce dernier est un
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ligand des récepteurs de type Toll, (Erridge, C. 2011) et provoque la production de cytokines pro-

inflammatoires, directement liée au développement de I'obésité et du DT2.

Les causes de I'augmentation de la perméabilité intestinale restent mal connues, mais un régime riche

en graisse semble en tout cas favoriser son apparition (Pendyala, S. et al. 2012).

4.1.7.2. Cellules alpha du pancréas

De nombreuses études ont montré tres tot que les taux de glucagon étaient anormalement élevés chez
les patients atteints de DT2 (Unger, R. H. et al. 1970; Baron, A. D. et al. 1987), suggérant une
dysfonction des cellules responsables de sa production : les cellules alpha, situées dans les ilots de
Langerhans du pancréas. Cette hormone étant directement responsable de la stimulation de la
néoglucogenése dans le foie, on comprend aisément pourquoi une hausse de ses taux circulants
favorisent I’hyperglycémie chronique, d’autant plus que certaines données semblent indiquer que les
sujets diabétiques pourraient étre hypersensibles a I'action du glucagon (production hépatique de

glucose plus élevée pour un méme niveau de glucagon) (Matsuda, M. et al. 2002).

L’hyperglucagonémie observée semble étre le résultat d’une résistance des cellules alpha aux effets

inhibiteurs de I'insuline et de I'incrétine GLP-1 (Godoy-Matos, A. F. 2014).

4.1.7.3. Rein

Le rein est responsable de la filtration du sang. Le glucose sanguin est ainsi filtré par cet organe, avant
d’étre réabsorbé pour étre remis dans la circulation via deux transporteurs actifs : les cotransporteurs
glucose sodium dépendant 1 et 2 (SGLT1 et SGLT2). En cas de glycémie normale, 100% du glucose est
filtré puis réabsorbé pour éviter I'hypoglycémie (Abdul-Ghani, M. A. et DeFronzo, R. A. 2008). En
revanche, en cas d’hyperglycémie (en moyenne, chez le sujet sain, a partir d’1,7 3 1,8 g.I"%), ce transport
actif est partiellement inhibé afin de permettre I'évacuation d’une partie du glucose dans les urines.
Ce mécanisme, appelé glycosurie, est défaillant chez les sujets DT2, qui affichent un seuil rénal de
glucose (seuil d’hyperglycémie a partir duquel la réabsorption de glucose est inhibée) plus élevé que
la moyenne (Lawrence, R. D. 1940) a cause peut-étre d’un dysfonctionnement de I'inhibition de SGLT1

et SGLT2, d’'une augmentation de leur activité ou de leur abondance (Rahmoune, H. et al. 2005).

4.1.7.4. Cerveau

L'insuline est un puissant suppresseur d’appétit (Plum, L. et al. 2006). Pourtant, dans les premieres
phases du DT2 caractérisées par une hyperinsulinémie compensatoire, la prise énergétique des sujets
reste élevée, suggérant que l'insulinorésistance des tissus périphériques s’étend peut-étre aussi au
cerveau, en lien avec la régulation de I'appétit (Defronzo, R. A. 2009). Plus précisément, la réponse

inhibitrice de I’hypothalamus (centre de régulation de I'appétit) suite a une ingestion de glucose
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semble altérée chez le sujet obéese insulinorésistant (Matsuda, M. et al. 1999). Cette insulinorésistance
centrale, caractérisée par un défaut d’inhibition de I'appétit par I'insuline dans I’hypothalamus,
pourrait ainsi contribuer au développement de la pathologie en maintenant une balance énergétique

déséquilibrée, du coté des apports.

4.1.8. Conclusion

La saturation de la capacité de stockage du tissu adipeux, due a un surplus d’apports énergétiques, est
une hypothese explicative convaincante qui lie entre eux 'ensemble des déreglements et les organes
impliqués, plagant ce facteur environnemental en premiere ligne de préoccupation pour les patients a
risque, ou déja diabétiques. Une susceptibilité génétique a été également mise en évidence,
notamment dans le cas d’une prédisposition a I'obésité (Walley, A. J. et al. 2006), qui est, rappelons-
le, un facteur de risque indépendant du développement du DT2. Egalement, plusieurs genes associés
au défaut de production d’insuline, de sécrétion d’incrétines ou de conversion de la pro-insuline
('hormone précurseur de l'insuline) en insuline (Schafer, S. A. et al. 2011) ont été identifiés et

conferent un risque accru de développer une dysfonction de sécrétion de I'insuline.

Le développement du DT2 est donc caractérisé par une résistance aux effets de I'insuline qui touche
de nombreux organes, directement impliqués dans la régulation de la glycémie ou non, avec de fortes
interactions entre eux, le dysfonctionnement de I'un affectant souvent I'autre (cf. Figure 5 : The
ominous octet ). L'insulinorésistance aboutit finalement a un épuisement de la fonction sécrétoire des
cellules béta du pancréas, ce qui rend le patient insulinodépendant. Ces caractéristiques rendent la
pathologie trés complexe car évolutive, multifactorielle et présentant des mécanismes
physiopathologiques distincts touchant plusieurs organes, mais toujours imbriqués et en lien les uns
avec les autres. Par conséquent, les cibles métaboliques des traitements sont trés variées et les pistes

thérapeutiques trées nombreuses, ce qui fera I'objet de la partie suivante de ce manuscrit.
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4.2. TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES

Alors que le diabete progresse et affecte, de nombreux organes, les recommandations thérapeutiques
pharmacologiques se développent dans les mémes proportions. Cette partie propose une revue des
différentes classes de médicaments disponibles a ce jour, de leurs mécanismes d’action, effets

secondaires éventuels, ainsi que des recommandations de leur utilisation par les sociétés savantes.

4.2.1. Classes de médicaments et mécanismes d’action

4.2.1.1. Insulinothérapie

L'insuline injectable permet de compenser la diminution de production de cette hormone par les
cellules béta du pancréas (cf. 4.1.4 : Cellules béta du pancréas). Les insulines utilisées de nos jours sont
des protéines recombinantes produites par génie génétique. L'insuline est administrée soit en continu
par perfusion sous-cutanée par l'intermédiaire d’'une pompe a insuline, soit via une ou plusieurs
injections sous-cutanées quotidiennes. Elle peut également étre dispensée de maniéere exceptionnelle

en intraveineux, dans le cas d’un coma acido-cétosique.

Plusieurs types d’insulines existent et sont classées selon leur délai et durée d’action. On distingue

ainsi :

- Les analogues d’insuline ultra-rapides, a la séquence d’acides aminés modifiée pour en
accélérer la pharmacocinétique

- Linsuline d’action rapide (la plus proche de I'insuline humaine)

- L’insuline isophane ou NPH, d’action intermédiaire

- Les analogues d’insulines d’action lente

- Lesinsulines mélangées, analogue d’insuline ultra-rapides + NPH ou insuline rapide + NPH.

Les différences de pharmacocinétique sont obtenues par modification de la séquence d’acides aminés
ou adjonction d’additifs, tels que le zinc, qui en retardent I'action. Le mécanisme d’action est le méme
que celui de I'insuline naturellement produite en condition non-pathologique par le pancréas, et a été

décrite en paragraphe §4.1.2 : Signalisation insulinique.
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4.2.1.2. Composés insulinosécréteurs

Sulfonylurées et Glinides

Ces deux classes de médicaments regroupent des molécules qui agissent au niveau du pancréas (cf.
Figure 6 : Cibles des différentes classes de médicaments) en stimulant la production d’insuline
naturelle des cellules béta (Seino, S. 2012). Ces traitements ne sont donc efficaces que tant que le

pancréas est encore capable de produire cette hormone.

Le mécanisme d’action de ces deux types de composés est similaire. En condition physiologique,
I’entrée de glucose dans la cellule béta entraine une production d’ATP par la mitochondrie, ce qui
inhibe les canaux potassium ATP-dépendants. Ces canaux sont spontanément actifs en condition de
repos et entretiennent un flux constant de potassium (K*) hors de la cellule, ce qui maintient un
potentiel membranaire de repos négatif (Craig, T. J. et al. 2008). L’augmentation du rapport ATP/ADP
causée par I'entrée de glucose bloque donc ces canaux, les ions K*s’accumulent et provoquent une
dépolarisation de la membrane qui ouvre les canaux calcium (Ca?*) voltage-dépendants. L’entrée du
calcium dans la cellule active a son tour la production de pro-insuline, hormone précurseur de
I'insuline. Les sulfonylurées et les glinides agissent en inhibant les canaux potassium ATP-dépendants

(Proks, P. et al. 2002), mimant ainsi I’action d’une entrée de glucose dans la cellule.

Les différences entre les molécules disponibles parmi les sulfonylurées et les glinides résident
principalement dans leur affinité et leur vitesse de dissociation avec leur récepteur, ce qui entraine des
pics d’insulines plus ou moins élevés et une durée de stimulation variable en fonction du choix du

composé (Blickle, J. F. 2006).
Incrétinomimétiques

Les incrétinomimétiques sont une classe de molécules réunissant les agonistes au récepteur du GLP-1
(Unger, J. R. et Parkin, C. G. 2011). Elles agissent ainsi en se fixant sur les récepteurs du GLP-1 dans les
cellules béta et alpha du pancréas, stimulant par conséquent la production d’insuline et inhibant la

production de glucagon (cf. paragraphe §4.1.7.1 : Tractus gastro-intestinal).
Gliptines

Les gliptines sont des inhibiteurs d’une enzyme appelée dipeptidyl peptidase-4 (DPP-IV), qui est
responsable notamment de la dégradation rapide des incrétines hypoglycémiantes telles que GLP-1.
L'inhibition de DPP-IV par ces composés permet ainsi le maintien de la forme active des hormones
incrétines (Barnett, A. 2006), qui stimulent la production d’insuline et inhibent celle du glucagon (cf.

paragraphe §4.1.7.1 : Tractus gastro-intestinal) d’ou le potentiel thérapeutique de ces médicaments.
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4.2.1.3. Composés non-insulinosécréteurs

Biguanides

Les biguanides et son représentant principal, la metformine, constituent 'une des classes de
médicaments les plus utilisées, et ce depuis le milieu du XX¢siécle. Contrairement aux composés décrits
ci-avant, les biguanides n’affectent pas (que ce soit directement ou indirectement) la sécrétion
d’insuline, mais agissent en augmentant la sensibilité a I'insuline des tissus périphériques. Ainsi la
metformine semble inhiber la néoglucogenése dans le foie et augmenter la captation du glucose dans
le muscle et le tissu adipeux. Son effet ne se substitue pas a celui de I'insuline puisqu’elle requiert la
présence de celle-ci pour son action (Kirpichnikov, D. et al. 2002). Le mécanisme d’action n’est pas
encore complétement élucidé, mais il semble que ce composé agisse via une inhibition du complexe |
de la chaine respiratoire mitochondriale (Owen, M. R. et al. 2000), qui provoque une diminution de la
production mitochondriale d’ATP et donc une hausse du rapport AMP/ATP, signal de déplétion
énergétique et principal stimulus de l'activation de la protéine kinase activée par I’adénosine
monophosphate (AMPK) (Foretz, M. et Viollet, B. 2010). L'AMPK est un senseur énergétique de la
cellule qui pourrait jouer un role central dans le diabete, puisqu’elle mobilise les voies qui aboutissent
a la synthése d’ATP et inhibent celles qui en consomment (Foretz, M. et Viollet, B. 2009). L’ensemble
des processus cellulaires qui visent a produire de I’ATP sont ainsi activés : stimulation de I'oxydation
lipidique, de I'entrée de glucose dans la cellule via la translocation des Glut4, inhibition des voies
anaboliques (synthese lipidique et protéique) et inhibition de la néoglucogenese (Winder, W. W. et
Hardie, D. G. 1999), ce qui pourrait expliquer son effet sensibilisant a I'action de I'insuline. A long
terme, les effets observés sur la diminution de la stéatose hépatique non alcoolique (excés de stockage
de triglycérides dans le foie), pourraient également contribuer a I'action bénéfique de la metformine
sur la sensibilité a I'insuline hépatique (Foretz, M. et Viollet, B. 2009; Foretz, M. et Viollet, B. 2010), la
présence excessive de lipides intracellulaires dans le foie constituant I'une des hypotheses
mécanistiques privilégiée par la communauté scientifique, dans le cadre du DT2 (cf. paragraphe

§4.1.6 : Foie).
Glitazones

Les glitazones, également appelés thiazolidinediones, constituent une classe de médicaments
introduits a la fin des années 1990. lIs ont été retirés du marché en 2011 (pour plus d’information, se
reporter au paragraphe §4.2.3: Limites et effets indésirables) mais sont toujours prescrits dans
d’autres pays d’Europe et aux Etats-Unis. A l'instar des biguanides, ils agissent en améliorant la
sensibilité a I'insuline des tissus périphériques. Leur mécanisme d’action est en revanche bien distinct,

puisqu’ils ciblent et activent les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR)
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(Inzucchi, S. E. et al. 2015), une famille de facteurs de transcription activés par leur ligand. L'affinité
des glitazones est plus élevée pour PPAR-y et cet isoforme présente la particularité d’étre exprimé
préférentiellement dans le tissu adipeux, chez I’étre humain (Desvergne, B. et Wahli, W. 1999). Son
activation a pour effet de stimuler I'adipogenese, avec une meilleure sensibilité pour le tissu adipeux
sous-cutané (Mori, Y. et al. 1999), ce qui pourrait normaliser la lipolyse, trés augmentée chez les sujets
DT2 et potentiellement responsable des dép6ts de graisse ectopiques, eux-mémes soupgconnés d’étre
corrélés a l'insulinorésistance des tissus périphériques (cf. paragraphe §4.1.3) (Spiegelman, B. M.
1998). Egalement, bien que les niveaux de PPAR-y soient 20 a 30 fois plus bas dans le muscle
squelettique, il pourrait exister un effet direct des agonistes de PPAR-y dans cet organe (Park, K. S. et
al. 1998), d’autant que I'expression musculo-squelettique de PPAR-y est plus élevée chez le sujet
insulinorésistance hyperinsulinémique, en raison d’une potentielle régulation positive de son

expression via l'insuline (Park, K. S. et al. 1997).

Enfin, un role bénéfique des glitazones sur I'inflammation a été décrit (Jiang, C. et al. 1998) et pourrait
donc jouer un rdle dans la restauration de la sensibilité a I'insuline, (cf. paragraphe §4.1.5.2:
Inflammation chronique). Toutefois, il semble que cet effet n’apparaisse qu’a des doses élevées (en
opposition aux effets sur I'adipogenése qui apparaissent a des doses faibles), placant cette hypothése

explicative au second plan (Murphy, G. J. et Holder, J. C. 2000).
Inhibiteurs de I'alpha-glucosidase

Les inhibiteurs de I'alpha-glucosidase sont une catégorie de médicaments qui, comme leur nom le
laisse entendre, inhibent de maniere réversible une enzyme du tractus digestif responsable de la
dégradation des glucides complexes et des dioses en glucose : I'alpha-glucosidase. Les
monosaccharides étant les seuls glucides assimilables par I'intestin, une partie des sucres présents
dans I'alimentation ne sont donc pas digérés suite a la prise de ce médicament. Le temps d’absorption
des glucides est également rallongé. De ce fait, le pic d’insulinémie postprandial est réduit, et I'effet
de cette hormone sur le stockage des triglycérides sanguins dans les tissus I'est d’autant. Les
inhibiteurs de I'alpha-glucosidase permettraient donc de diminuer la glycémie postprandiale mais
également d’améliorer le statut métabolique du sujet insulinorésistant en général (Bischoff, H. 1995).
L’acarbose, principale molécule utilisée parmi cette classe de médicaments, a ainsi montré des effets

bénéfiques sur la réduction de HbA1. chez le patient atteint de DT2 (Scheen, A. J. 1998).
Gliflozines

Les gliflozines sont une classe de médicaments qui agissent sur les SGLT2 du rein (cf. paragraphe
§4.1.7.3 : Rein) en les inhibant. Elles limitent ainsi la réabsorption rénale du glucose présent dans le

filtrat glomérulaire vers le sang, entrainant une baisse de la glycémie, une partie du glucose sanguin
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se retrouvant dans les urines (Shubrook, J. H. et al. 2015). Cette classe de composés agit ainsi

complétement indépendamment de I'insuline.
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Figure 6 : Cibles des différentes classes de médicaments (modifié d’aprés Defronzo, R. A. 2009)
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4.2.2. Recommandations thérapeutiques

En France comme aux Etats-Unis, en paralléle des recommandations hygiéno-diététiques (activité
physique, nutrition) qui représentent une constante dans la prise en charge du DT2, la metformine
(médicament de la classe des biguanides) en monothérapie est la solution pharmacologique préférée

en premiére intention, si non contre-indiquée et bien tolérée par le patient (H.A.S. 2014; A.D.A. 2016).

Lorsque les objectifs glycémiques ou concernant HbAl. ne sont pas atteints, les sociétés savantes
recommandent une bithérapie, et méme une trithérapie en cas de nouvel échec. Des différences
peuvent alors apparaitre entre les recommandations américaines et Francaises, a cause de |'existence
de certains médicaments autorisés d’un coté de I'Atlantique mais pas de l'autre (exemple : les
glitazones utilisées aux Etats-Unis mais bannis en France depuis 2012). Les recommandations de la
Haute Autorité de Santé (HAS) en France, sont ainsi schématisées en Figure 7 : Recommandations de

la HAS sur les stratégies médicamenteuses pour la prise en charge du DT2 (H.A.S. 2014).
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Figure 7 : Recommandations de la HAS sur les stratégies médicamenteuses pour la prise en charge du DT2




Ainsi, en fonction de la gravité du cas du patient et de sa tolérance aux médicaments recommandés,
une personne DT2 peut se voir prescrire jusqu’a 3 molécules en méme temps. A cela peuvent encore
s’ajouter une liste de traitements qui complétent la trithérapie et qui ciblent d’autres symptémes
associés au DT2, tels que les médicaments pour le contréle de la dyslipidémie (statines), de la pression
artérielle (antihypertenseurs), du risque thrombotique (aspirine) ou bien des médicaments qui traitent
les complications dues au DT2, telles que le soin des lésions du pieds (antifungiques, antiseptiques),
les complications oculaires (antiangiogéniques, collyres locaux) ou les complications neurologiques, en

cas de neuropathie occasionnant des douleurs (H.A.S. 2014).

Si I'ensemble des médicaments cités ici, et leur combinaison ont prouvé leur efficacité lors d’études
cliniques sérieuses (Bennett, W. L. et al. 2011), la liste des traitements a administrer pour un patient
DT2 peut dans certains cas étre tres longue. La partie suivante s’attachera a commenter la littérature

concernant les limites et effets indésirables de cette approche thérapeutique pharmacologique.

4.2.3. Limites et effets indésirables

Tous les traitements présentés dans la partie précédente ont un colt qui est variable en fonction des
composés. L’American Diabetes Association propose une classification des classes de médicaments en
fonction de leur co(t, et I'on peut remarquer que certains parmi les plus utilisés sont classés comme
onéreux (gliptines, glifozines, incrétinomimétiques, mais surtout insuline). Naturellement, le co(t
augmente au fur et a mesure que les traitements se superposent, représentant une charge pour le

contribuable.

De plus, chaque classe de médicament peut présenter des effets indésirables, qui s’additionnent
évidemment en cas de bi ou trithérapie. Le risque le plus courant est celui de I'hypoglycémie. Commun
a tous les composés qui visent a augmenter la quantité d’insuline présente dans le sang, le risque est
le plus élevé lors de I'injection directe d’insuline, et diminue a mesure que les traitements ingérés
agissent sur la production d’insuline de maniére indirecte. Les sulfonylurées et glinides, qui stimulent
directement le pancréas, présentent le risque d’hypoglycémie le plus élevé (derriere, rappelons-le,
I'insuline injectable), puis viennent les incrétinomimétiques et inhibiteurs de DPP-IV (gliptines), qui
présentent un risque plus faible (A.D.A. 2016). On a également rapporté des cas de maux de téte ou
de nausées (sulfonylurées, gliptines) et les incrétinomimétiques soulevent une inquiétude quant a leur
effet prolifératif sur les cellules du pancréas qui pourrait augmenter le risque de cancer, mais les études
n’ont pas abouti a un lien avéré pour le moment (Forsmark, C. E. 2016). Enfin, les gliptines souléevent
une inquiétude quant une augmentation faible mais significative du risque de défaillance cardiaque,

publiée dans une étude récente (Wu, S. et al. 2014).
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Le traitement de 1% intention, la metformine (classe des biguanides), présente des effets indésirables
de diarrhée et de dyspepsie, présente chez environ 25% des sujets (Facts_and_Comparisons 2005). De
par leur mode d’action, les biguanides sont soupgonnés d’augmenter le risque d’acidose lactique chez

les sujets a risque et sont donc contrindiqués en cas d’insuffisance rénale (Salpeter, S. R. et al. 2003).

Les glitazones sont probablement la classe de médicaments la plus sujette a inquiétude puisqu’elle a
été retirée du marché Francais en 2011 suite a un rapport de I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire
des Produits de Santé (AFSSAPS) portant sur I'étude de pres d’'un 1 500 000 patients diabétiques qui
avait conclu a un risque plus élevé de cancer de la vessie, chez les sujets traités avec du pioglitazone
(molécule de la classe des glitazones) (AFSSAPS 2011). Suite a cela, ces médicaments ont été
discontinués dans d’autres pays, comme |’Allemagne, mais sont toujours utilisés aux Etats-Unis, par
exemple, ol une simple étiquette avertissant du risque a été ajoutée (FDA 2016). Une nouvelle méta-
analyse parue en 2013 a confirmé un risque faiblement plus élevé de développer un cancer de la vessie

associé au pioglitazone (Ferwana, M. et al. 2013).

Pour finir, des effets secondaires liés a des problémes digestifs ont été rapportés avec |'usage
d’inhibiteurs de I'alpha-glucosidase, et un risque d’infections urinaire et de vaginite candidosique a été

relevé pour les glifozines (Diabetes.co.uk 2015).

Enfin, étant donné la possible concomitance des traitements, il faut souligner les potentiels effets
déléteres des interactions entre différentes classes de composés, qui peuvent favoriser le risque

d’hypoglycémie par exemple.
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4.3. L’ACTIVITE PHYSIQUE

4.3.1. Introduction

L'activité physique constitue une part importante des recommandations pronées par les sociétés
savantes (A.D.A. 2004), notamment dans le but d’atteindre I'objectif de perte de poids recommandée
de 7%. La thérapie médicamenteuse n’est recommandée qu’en seconde ligne d’intervention (A.D.A.
2016). Une étude récente a également montré que les bénéfices de I'activité physique sur de
nombreux parametres associés au DT2 sont présents indépendamment de la perte de poids (Gaesser,

G. A. et al. 2011), soulignant encore I'intérét sa pratique réguliére.

En France, les recommandations pour la population générale font I'objet d’un consensus de la part des
grandes autorités de santé. L’'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) et
I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES)
recommandent 30 minutes par jour d’activité d’intensité modérée a élevée, 5 jours par semaine ou
bien 20 minutes d’activité plus élevée, 3 jours par semaine, en complément d’1 a 2 séances de
renforcement musculaire par semaine et d’exercices d’assouplissement/mobilité 2 a 3 fois par
semaines (INSERM 2008; ANSES 2016). La Haute Autorité de Santé (HAS) reconnait depuis 2011 le
bénéfice de l'activité physique pour les patients atteints de maladies chronique et a proposé la
prescription de I'activité physique en France, comme thérapie non médicamenteuse (HAS 2011). En
2016, I'article 144 de la loi n°2016-41 du 26 janvier 2016 a finalement introduit la possibilité, pour le
médecin traitant, de prescrire une activité physique adaptée a la pathologie, aux capacités physiques
et au risque médical du patient (dispositif entré vigueur le 1 mars 2017). L'Organisation Mondiale
pour la Santé (OMS) constate que si les recommandations peuvent varier d’'un pays a 'autre, toutes
tombent d’accord sur la nécessité d’une réduction des apports énergétiques et d’une pratique
réguliere d’une activité physique composée d’exercices d’endurance et de renforcement musculaire
(WHO 2011). Ces recommandations de 'OMS font également consensus avec les recommandations

des sociétés savantes frangaises citées ci-dessus.

L'OMS reconnait également les bénéfices d’une activité réguliere sur la mortalité toutes causes
confondues dans le cadre de la prise en charge des pathologies métaboliques (hypertension, syndrome
métabolique, DT2, ...) mais également sur la condition cardiorespiratoire et musculaire et le contréle

du surpoids.

Les bénéfices de I'exercice physique sont aujourd’hui reconnus pour la prise en charge du DT2. Deux

méta-analyses récentes prouvent ainsi que I’activité physique, qu’elle se présente sous la forme d’une
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promotion d’un style de vie actif (Avery, L. et al. 2012) ou d’un engagement des patients dans une
activité encadrée (Plotnikoff, R. et al. 2013), permet une amélioration du contréle de la glycémie,
définie par une baisse de HbA1,, ce qui représente I'un des objectifs principaux dans le cadre de la

prise en charge du DT2.

Plus intéressant encore, I'activité physique utilisée de maniére préventive chez le sujet sain pourrait
réduire le risque de développer la pathologie d’environ 30%, comme le suggérent les résultat d’une
revue systématique récente, incluant 10 études cliniques et plus de 300000 sujets (Jeon, C. Y. et al.
2007). Egalement, chez le sujet a risque prédiabétique, présentant une intolérance au glucose et une
hyperglycémie a jeun modérée (cf. paragraphe §3.2.1: Evolution du diabéte de type 2), mais pas
encore de DT2, une intervention sur le mode de vie basée sur les recommandations et objectifs des
sociétés savantes (A.D.A. 2016) incluant de l'activité physique apparait méme plus efficace qu’un
traitement a la metformine pour diminuer I'incidence du DT2 (4,8 cas pour 100 dans le groupe
intervention sur le mode de vie contre 7,8 cas pour 100 dans le groupe metformine), comme le montre

une étude sur plus de 3000 sujets prédiabétiques suivis sur prés de 3 ans (Knowler, W. C. et al. 2002).

L’accumulation de ces preuves d’efficacité, aussi bien en traitement qu’en prévention, pousse ainsi les
sociétés savantes a intégrer 'activité physique dans leurs recommandations pour la prise en charge
des patients diabétiques ou a risque (prédiabétiques). La encore, celles-ci font I'objet d’un consensus
(Mendes, R. et al. 2016) de la part des autorités frangaises (Société Francophone du Diabéte, SFD
(Duclos, M. et al. 2013)), européennes (la European Society of Cardiology, ESC (Rydén, L. et al. 2013)
et la European Association for the Study of Diabetes, EASD (Inzucchi, S. E. et al. 2015)) ou américaines
('American Diabetes Association, ADA, et I’American College of Sports Medicine, ACSM (Colberg, S. R.
et al. 2010)). Ainsi, les derniers guides parus incluent 4 types d’exercices pour la prise en charge des

populations diabétiques ou prédiabétiques (Colberg, S. R. et al. 2016) :
- Entrainement aérobie

Au moins 150 minutes d’activité physique ressentie comme « modérée a vigoureuse » par semaine.
- Exercices de renforcement musculaire

Au moins deux sessions d’entrainement en force par semaine, ressenties comme « modérées a

vigoureuses ».
- Exercices de souplesse (a visée d’augmentation de la motricité, sans effet sur la glycémie)

Au moins 2 a 3 jours par semaine, étirements de 10 a 30 secondes par groupes musculaires.
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- Exercices d’équilibre (prévention des chutes et amélioration de la posture de marche, sans

effet sur la glycémie)
Au moins 2 a 3 jours par semaine, durée laissée libre au patient.

Accessoirement, les auteurs recommandent également d’interrompre toute position assise prolongée
par une activité physique légére toutes les 30 minutes, et ne pas laisser passer plus de 2 jours entre

chaque session d’exercice.

L'entrainement de type aérobie représente donc une part importante et chronophage des
recommandations portant sur I'activité physique. Il vise a développer la fonction cardiovasculaire et le
profil métabolique. Pour parvenir a cet objectif, 2 approches sont présentées dans les
recommandations, I'entrainement continu a intensité modérée (Moderate Intensity Continuous
Training, MICT), et I'entrainement intermittent a haute intensité (High Intensity Interval Training, HIIT)
(Colberg, S. R. et al. 2016). Le travail de cette thése sera donc focalisé sur ces 2 méthodes de
développement de I'endurance. Nous ne traiterons pas ici des effets des autres modes d’activités
physiques recommandées (renforcement musculaire, souplesse et équilibre). Les parties qui suivent
proposent une lecture de la littérature récente afin de faire I'état des connaissances les deux modalités
d’entrainement en endurance proposées (MICT et HIIT), afin d’en dégager leurs intéréts et avantages
respectifs dans le cadre de la prise en charge du DT2, et de comprendre quels mécanismes sont

associés aux effets observés.

4.3.2. Intérét des modalités de type aérobie dans la prise en charge du DT2 : MICT et HIIT

4.3.2.1. Définitions

Le mode d’entrainement MICT est certainement la méthode d’entrainement utilisée depuis le plus
longtemps chez les sujets diabétiques, ou chez le sportif, ce qui pousse certains auteurs a la qualifier
de méthode traditionnelle d’entrainement (Gibala, M. J. et al. 2006; Colberg, S. R. et al. 2010). |l a pour
objectif de développer I'endurance et les capacités cardiorespiratoires grace a des exercices continus
a intensité modérée (60 a 75% de la VO,max) de durée longue (30 a 50 minutes) (Ramos, J. S. et al.

2015).

On retrouve ainsi la préconisation d’un entrainement continu (30 a 60 minutes) a une intensité
correspondant a 50 - 80% de la VO,max dés la fin des années 90 par les sociétés savantes, suite a
I"accumulation des preuves d’efficacité de ce mode d’entrainement sur le métabolisme glucidique et

I'insulino-sensibilité (A.D.A/A.C.S.M. 1997).
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Al'inverse, le HIIT est défini comme un entrainement comprenant des épisodes courts (inférieurs a 45
secondes) a longs (2 a 4 minutes) d’exercice intense mais non maximal (Buchheit, M. et Laursen, P. B.
2013). Une variante appelée Sprint Interval Training (SIT) correspond a de tres courts (inférieurs a 10
secondes) a longs (20 a 30 secondes) sprints « all-out », espacés de périodes de repos. Selon les
auteurs, cette variante est intégrée au HIIT ou bien constitue un nouveau mode d’entrainement a part
entiere. Absent des recommandations de I’American Diabetes Association en 2010 (Colberg, S. R. et al.
2010), on retrouve pour la premiére fois mention de ce mode d’entrainement dans les nouvelles
recommandations de 2016, ou il est présenté comme une alternative efficace a la méthode continue
(Colberg, S. R. et al. 2016). Les auteurs expriment toutefois quelques réserves quant a la non-
dangerosité et/ou I'efficacité de cette méthode pour les sujets diabétiques, faisant écho a un débat
existant quant a I'applicabilité sur le long terme de cette méthode d’entrainement a la population
générale (Biddle, S. J. et Batterham, A. M. 2015) ou les risques pour les populations fragiles présentant
des troubles cardiovasculaires (Levinger, I. et al. 2015). De nos jours, la position adoptée est donc de
considérer la possibilité d’utiliser le HIIT a la place ou en complément de MICT pour les patients
« stables cliniquement, qui ont déja participé a une activité d’activité modérée auparavant, et sous
surveillance » (Colberg, S. R. et al. 2016). Plus spécifiguement, s’appliquent les mémes regles de
précaution qu’avant toute implication dans un protocole d’exercice vigoureux, c’est-a-dire I'accord
préalable d'un professionnel de santé suite a un diagnostic basé sur I'examen d'un

électrocardiogramme pendant une épreuve d’effort (Francois, M. E. et Little, J. P. 2015).

4.3.2.2. Bénéfices sur la santé des patients DT2

Les preuves de |'efficacité des programmes d’exercice continu a intensité modérée sont aujourd’hui
appuyées par de nombreuses et grandes études cliniques contrb6lées et randomisées. Une méta-
analyse réalisée par I'’équipe de Boulé en 2001 montre que I'entrainement continu permet d’améliorer
le controle glycémique (définit ici par une diminution de I'HbA1l.) et de développer la VO,max
(consommation maximale d’oxygéne mesurée pendant un effort, reflet des capacités d’endurance et

associé a une moindre mortalité) de sujets DT2 (Boulé, N. G. et al. 2001).

Le mode HIIT, apparu plus récemment, a d’abord suscité un engouement suite a la parution d’études,
d’abord sur sujets sains ou méme entrainés (Laursen, P. B. et al. 2005), montrant des effets bénéfiques
sur la fonction musculaire équivalents a ceux de MICT, pour un temps de pratique bien inférieur
(Gibala, M. J. et al. 2006), plagant ainsi le HIIT comme une stratégie efficace pour induire des

adaptations a I'entrainement dans le muscle squelettique.

Avec le temps, alors que la non-dangerosité de la pratique est de plus en plus admise (Rognmo, O. et

al. 2012), I'attention des chercheurs et des praticiens s’est déplacée vers la question de I'utilisation de
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cette modalité chez les populations pathologiques (Shiraev, T. et Barclay, G. 2012). Ainsi, le HIIT a fait
ces derniéres années |'objet d’études cliniques qui ont testé son potentiel comme méthode de
traitement des symptémes du DT2. Cing revues de littératures récentes permettent de synthétiser les
avis de la communauté scientifique a ce sujet, et de spéculer sur les mécanismes impliqués dans ces
adaptations (Gibala, M. J. et al. 2012; Little, J. P. et Francois, M. E. 2014; Francois, M. E. et Little, J. P.
2015; Jelleyman, C. et al. 2015; Wormgoor, S. G. et al. 2017).

Ainsi, I'ensemble de ces revues ou méta-analyses s’accordent pour affirmer que HIIT présente un
intérét dans I'amélioration de parameétres liés au controle glycémique et a l'insulino-sensibilité
(meilleure glycémie ou insulinémie a jeun ou score HOMA, HbA1l. ou réponse a un test oral de
tolérance aux glucides) (Gibala, M. J. et al. 2012; Francois, M. E. et Little, J. P. 2015; Jelleyman, C. et al.
2015; Cassidy, S. et al. 2017), ou encore dans le contréle de I'hyperglycémie postprandiale (Little, J. P.
et Francois, M. E. 2014). Un effet bénéfique est également rapporté sur d’autres parametres associés
au syndrome métabolique, tels que la perte de poids (Wormgoor, S. G. et al. 2017) et I'amélioration
de la fonction cardiorespiratoire (Francois, M. E. et Little, J. P. 2015; Wormgoor, S. G. et al. 2017), la
dégradation de cette derniere étant directement prédictive de mortalité chez les patients DT2, elle
constitue par ailleurs I'objet principal d’autres revues de littérature (Weston, K. S. et al. 2014). Certains
auteurs ont discriminé I'effet de cette mode d’entrainement entre populations saines et pathologiques
(atteintes d’un syndrome métabolique ou d’un DT2), et concluent que I'effet du HIT semble plus
prononcé chez les populations pathologiques (Jelleyman, C. et al. 2015). D’autre part, Little et son
équipe remarquent que les adaptations suite a un entrainement de type HIIT pourraient survenir apres
un temps de pratique nécessaire inférieur et plus rapidement si on le compare aux modalités

traditionnelles MICT (Little, J. P. et Francois, M. E. 2014).

Si les conclusions semblent unanimes quant a I'efficacité de la modalité HIIT, les auteurs s’accordent
également pour relever de nombreuses limites dans les travaux de recherches déja publiés, qui
rendent les comparaisons avec les autres modalités (telles que le MICT) difficiles et les conclusions
définitives délicates, pour une prescription idéale d’activité physique aux populations pathologiques.

Ces limites concernent principalement :

- La diversité des protocoles de HIIT utilisés (SIT, protocoles de type windgate « all-out »,
protocoles d’entrainement intermittents aérobie a intensité plus modérée, ...), qui a fait
I'objet de remarques par un groupe d’auteurs, notamment concernant la validité de la
terminologie employée qui peut mener a des conclusions erronées, ou a une mauvaise

prescription de l'activité (« all-out » répétés un nombre de fois irréalistes, précautions
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d’utilisation de protocoles a tres haute intensité chez les populations a risques, ...) (Verney, J.
etal. 2017).

- L’hétérogénéité des volumes d’entrainement, au sein d’'une méme session, et des durées de
protocoles.

- L’hétérogénéité des populations qui ont fait I'objet d’études (sains sédentaires, sportifs,
pathologiques).

- Au sein d’'une méme population (exemple, sujets atteints de syndrome métabolique),
I’hétérogénéité des ages et des traitements concomitants.

- Le délai entre les tests portant sur les parameétres mesurés (glycémie a jeun, insulinémie,

tolérance aux glucides, ...) et la derniere session d’entrainement.

4.3.2.3. Mécanismes

Pratiquer une activité physique engendre une hausse de la dépense énergétique, en aigu, et incite
naturellement les muscles responsables du mouvement a oxyder des substrats afin de resynthétiser
I’ATP nécessaire a la production de force. Cependant, les effets du développement des capacités
d’endurance, via les méthodes MICT ou HIIT, dépassent la simple augmentation de captation de
glucose par le muscle constatée pendant les heures qui suivent un exercice aigu. Il est ainsi décrit un
effet persistant de I'entrainement sur la sensibilité a I'insuline (Holloszy, J. O. 2005). Les mécanismes a
I'origine de ces adaptations restent encore partiellement incompris, mais sont généralement liés a

deux hypotheéses (Kirwan, J. P. et al. 2017) :

- Un effet métabolique global de I’entrainement en endurance lié a I’éventuelle perte de masse
grasse entrainant une baisse de la lipotoxicité systémique et affectant de nombreux organes
impliqués dans la physiopathologie du DT2 (cf. paragraphe §4.1 : Physiopathologie du diabéte
de type 2). Selon certains auteurs, la modalité HIIT pourrait accentuer spécifiquement la perte
de masse grasse abdominale et viscérale, ce qui constituerait un bénéfice supplémentaire et
pourrait participer a la levée de I'inhibition du signal insulinique dans les tissus périphériques
(Francois, M. E. et Little, J. P. 2015; Maillard, F. et al. 2017). Cette piste est également évoquée
par Jelleyman et son équipe, mais sans constituer I'objet d’'une mesure, dans leur méta-
analyse (Jelleyman, C. et al. 2015). Pour rappel de I'importance du tissu adipeux et de sa
localisation dans la pathogenese du DT2, se rapporter au chapitre paragraphe §4.1.3.1 : Réle
dans la pathogénése de I'introduction de ce manuscrit.

- Un effet musculaire lié a I'activation de '’AMPK consécutive a I'exercice en endurance, qui
pourrait étre a I'origine de I'activation subséquente de différents genes en aval impliqués dans
la biogénése mitochondriale, la fonction oxydative et I'oxydation d’acides gras. On rappelle

que l'atteinte de la fonction mitochondriale musculosquelettique a été décrite chez les
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patients DT2, et constitue une piste mécanistique dans la compréhension de la pathologie (cf.
4.1.5.3 : Fonction mitochondriale). Dans ce cas également, certains auteurs avancent des
bénéfices supplémentaires pour la modalité HIIT. Celle-ci permettrait une forte stimulation
de la biogénese mitochondriale qui serait liée aux effets bénéfiques observés sur le contréle
glycémique (Gibala, M. J. et al. 2012; Cassidy, S. et al. 2017). Les travaux de ces auteurs
portaient sur des sujets sains. L'effet de I’entrainement HIIT sur la fonction mitochondriale de
patients DT2 a fait I'objet d’une revue de synthése en 2014, par Larsen et son équipe. Celle-ci
n’a pu aboutir, a une conclusion définitive, peut-étre a cause de la diversité des protocoles et
populations étudiés, et aux éventuelles interactions des traitements (Larsen, S. et al. 2014).
Les auteurs de la revue en question terminent d’ailleurs par un appel a de nouvelles études

sur ce sujet.

Ces deux hypotheses constituent des mécanismes explicatifs potentiels des bénéfices liés a
I"amélioration de I'endurance, sans distinction de modalité (MICT ou HIIT). Mais selon certains auteurs,
la modalité d’entrainement HIIT pourrait activer des mécanismes différents, bien que ceux-ci soient
encore en partie inexplorés, les écueils cités plus haut limitant leur compréhension. Toutefois, il ressort

des différentes revues sur le sujet plusieurs pistes mécanistiques privilégiées :

- La déplétion du contenu en glycogéne dans le muscle squelettique suite a une session aigue
de HIIT constitue une hypothése avancée par plusieurs auteurs (Little, J. P. et Francois, M. E.
2014; Francois, M. E. et Little, J. P. 2015; Jelleyman, C. et al. 2015). Elle pourrait expliquer
I"augmentation transitoire de la sensibilité a I'insuline constatée suite a I’exercice aigu en
modalité HIIT.

- L’augmentation du contenu en Glut4 musculosquelettique suite a un HIIT chronique constitue
également un mécanisme direct, proposé par plusieurs auteurs de ces revues (Gibala, M. J. et
al. 2012; Little, J. P. et Francois, M. E. 2014; Jelleyman, C. et al. 2015; Cassidy, S. et al. 2017).
Toutefois, les données de la littérature divergent sur ce point. Certains auteurs constatent en
effet des niveaux équivalents en protéines et en mRNA de Glut4 chez les sujets diabétiques
(Pedersen, O. et al. 1990; Eriksson, J. et al. 1992), tandis que d’autres rapportent une
proportion plus basse de fibres musculaires de type | (lentes, les plus abondantes en Glut4)
(Nyholm, B. et al. 1997), lesquelles pourraient présenter de surcroit une abondance en Glut4

diminuée (Gaster, M. et al. 2001).

Encore une fois, la modalité HIIT semble prometteuse au regard des potentiels mécanismes rapportés
par de nombreuses équipes de recherches, mais la comparaison directe avec la modalité MICT est

rarement faite, et les investigations ont porté jusqu’ici principalement sur des populations saines, une
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interaction avec les pathologies ou les traitements est donc possible et pourrait limiter les adaptations

induites via ces mécanismes.

4.3.2.4. Le probleme de I'adhésion des sujets aux protocoles d’entrainement

Si les interventions basées sur le mode de vie qui incluent de I'activité physique sont efficaces, elles
souffriraient, selon certains auteurs, d’'un manque d’adhésion des patients aux recommandations, sur
le long terme. Dans une étude transversale récente, Mumu et son équipe ont montré que 25% des
sujets diabétiques suivis dans ce travail n"adhéraient pas aux recommandations concernant I’activité
physique, ce chiffre étant porté a 89% lorsque I'on prenait en compte I'adhésion aux modifications du
régime alimentaire et I'activité physique ensemble (Mumu, S. J. et al. 2014). Déja en 1995, King et son
équipe avaient mis en évidence un décrochage progressif de personnes agées de 50 a 65 ans aux
recommandations d’activité physique, majorées lorsque cette activité physique devait s’effectuer en

dehors du foyer (cf. Figure 8 : Compliance aux recommandations d'activité physique ).
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Figure 8 : Compliance aux recommandations d'activité physique (King, A. C. et al. 1995)

En se basant sur ce constat, il semblait nécessaire pour les équipes de recherche d’orienter leurs
travaux vers la découverte de protocole optimisés qui viseraient a augmenter I'adhésion des sujets aux
protocoles d’activité physique. Plusieurs équipes ont déja tenté d’adresser cette question, en opposant

généralement le mode traditionnel d’entrainement MICT aux nouvelles modalités HIIT.

En I'espéce, I'équipe menée par Jonathan Little soutient, a travers ses publications, I'argument de

I'obtention d’effets rapides (impliquant un temps de pratique moindre) pour le HIIT, ce qui pourrait
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représenter un intérét certain étant donné que le manque de temps a consacrer a 'activité physique
fait partie des freins a la pratique de celle-ci, selon certaines études (Lian, W. et al. 1999; Trost, S. et
al. 2003). Leurs travaux démontrent ainsi des améliorations du contréle glycémique de patients DT2
ainsi qu’un développement de la fonction mitochondriale musculosquelettique aprés seulement 6
sessions de HIIT réparties sur 2 semaines (Little, J. P. et al. 2011). L’effet sur la fonction mitochondriale

avait également été décrit précédemment chez le sujet sain (Little, J. P. et al. 2010).

Les résultats obtenus par d’autres équipes suggerent que le HIIT serait un mode de pratique plus
attractif pour le pratiquant, en comparaison a une session intense d’entrainement continu de durée
égale (ici, séances de a 16 a 20 minutes sur sujets sédentaires sains) (Jung, M. E. et al. 2014; Thum, J.
S. et al. 2017). Des résultats concordants sont par ailleurs obtenus sur des sujets en surpoids peu actifs
par une autre équipe (Martinez, N. et al. 2015). Toutefois, si le mode HIIT semble présenter plus
d’attrait, il est impossible de savoir s’il a entrainé des bénéfices sur le métabolisme ou liés aux
adaptations musculaires, car ces parameétres n‘ont pas été mesurés dans ces études. Une étude a
mesuré les effets de séances de durées égales (30 minutes) de MICT ou HIIT sur I'adhérence et le pic
de VO, de sujets en surpoids, et n’a relevé aucune différence sur le plaisir pris pendant la pratique

tandis que le pic de VO, augmentait plus dans le groupe HIIT (Vella, C. A. et al. 2017).

Difficile donc d’avancer une conclusion définitive, la revue trés récente de Wormgoor et collaborateurs
révele d’ailleurs que les bénéfices observés suite a un HIIT apparaissaient suite a des protocoles
impliquant des sessions de durées supérieures a 40 minutes, soient des durées aussi longues que les

séances de MICT a laquelle elles étaient comparées (Wormgoor, S. G. et al. 2017).

4.3.3.  Interactions avec la metformine

On I'a vu en introduction de ce manuscrit (cf. paragraphe §3.2), les recommandations des sociétés
savantes incluent, lorsque les modifications hygiéno-diététiques ne suffisent pas, I'ajout de
metformine (A.D.A. 2016). Séparément, les deux thérapies apportent un bénéfice commun, celui
d’améliorer le controle glycémique des patients. Pourtant, d’une maniére qui peut sembler maniere
surprenante, la somme de ces deux traitements ne méne pas forcément a I’addition de leurs bénéfices
pour la santé. Au contraire, les auteurs d’'une revue de littérature récente sur le sujet concluent méme
que l'ajout de metformine peut s’avérer contre-productif pour les adaptations consécutives a
I’entrainement sur I'amélioration de la sensibilité a I'insuline, la prévalence du syndrome métabolique
et I'inflammation, surtout lorsque des doses élevées du médicament sont utilisés (Malin, S. K. et Braun,
B. 2016). D’autres études sont en cours pour essayer de comprendre les relations entre activité
physique et cette molécule, notamment en manipulant le timing de la prise du médicament par

rapport a la séance I'activité physique, et les raisons des effets délétéres sur le contrdle glycémique,
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notamment postprandial (Myette-Coté, E. et al.). Il est possible également que cet effet apparemment
néfaste ne soit que transitoire et finisse par disparaitre avec I'entrainement (Boulé, N. G. 2016), au
méme titre que les effets délétéres sur la sensibilité a I'insuline constatés suite a une séance aigué
d’activité excentrique, par exemple (Gonzalez, J. T. et al. 2015). Egalement, d’autres criteres, tels que
la mortalité, la condition physique ou les facteurs de risques cardiovasculaires devront étre pris en

compte afin de conclure quant aux effets de I'interaction metformine - activité physique.

4.3.4. Conclusion

Le bénéfice de I'activité physique pour le traitement ou la prévention du DT2 semble avéré, et ce quel
gue soit le protocole d’entrainement utilisé, cependant I'adhérence a ces protocoles des individus
concernés semble problématique. Le mode HIIT présente des atouts indéniables et pourrait constituer
une alternative efficace présentant des effets rapides, en comparaison au MICT. Cependant, le manque
d’homogénéité des protocoles et des populations a empéché jusqu’a présent les auteurs de revues de
synthése de conclure, quant au vainqueur du match opposant MICT et HIT pour la prise en charge de
patients DT2. De nouveaux travaux comparant les bénéfices de I'une et I'autre des modalités sont
souvent encouragés par les auteurs. De plus, de récents travaux ont rapporté un phénomene de
résistance aux effets bénéfiques de I'exercice chez certains patients DT2, qui prive certains patients

des améliorations attendues par I'activité physique (Stephens, N. A. et Sparks, L. M. 2015).

D’autre part, il a été montré que les mécanismes qui sous-tendent les adaptations bénéfiques
observées aprés I'entrainement étaient encore largement méconnus. Les travaux réalisés jusqu’ici
semblent donner I'avantage au mode HIIT, sans certitude définitive, peut-étre grace a une stimulation
plus importante du développement de la fonction oxydative, mais ces postulats doivent encore étre
confirmés. L'identification des mécanismes et leur compréhension doit donc constituer I'objet de la
recherche dans ce champ. En effet, mieux connaitre les effets de chaque modalité d’entrainement et
les mécanismes sous-jacents pourrait permettre une prise en charge thérapeutique optimisée, basée
sur la sélection de la modalité agissant sur la cible que I'on privilégie, en fonction de la pathologie et

de la population visées.

Ainsi, afin d’optimiser les effets et de les élargir au maximum d’individus, I'identification des modalités
d’activité physique les plus adaptées pour la population prédiabétique et DT2 constitue un défi majeur
et un moyen pour améliorer les bénéfices sur la santé des patients. La recherche actuelle dans ce
champ passe donc par l'inclusion de ces problématiques ainsi que la compréhension des mécanismes

afin de proposer une intervention adaptée et optimisée a la population cible.
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4.4, COMPLEMENTS NUTRITIONNELS

4.4.1. Introduction

Ainsi qu’il a été énoncé précédemment, les interventions basées sur le mode de vie sont efficaces, et
permettent dans certains cas de stopper voire d’inverser la progression du prédiabete et donc de
réduire l'incidence du DT2 (Knowler, W. C. et al. 2002). Dans ce contexte, les compléments
nutritionnels a base d’extraits végétaux se placent comme un outil supplémentaire qui pourrait
permettre d’améliorer la prise en charge des personnes prédiabétiques, et plusieurs études sérieuses
ainsi que les sociétés savantes ont déja préconisé leur utilisation dans le cadre de la prévention ou du
traitement des symptomes liées aux pathologies métaboliques (Graf, B. L. et al. 2010; Reiner, Z. et al.
2011). Toutefois, aucun complément nutritionnel n’a pour le moment démontré une tolérance et une
efficacité satisfaisantes et, a ce jour, aucun n’a recu d’opinion favorable de la part de I’Autorité
Européenne de Sécurité des Aliments (European Food Safety Authority, EFSA) pour la délivrance d’'une
allégation de santé propriétaire, article 14.1a, selon le réglément CE n°1924/2006". Plus largement,
tres peu de produits ont a jour recu d’opinions favorables de la part de I'EFSA pour I'apposition d’'une
allégation propriétaire sur leur emballage, et aucun d’entre eux ne concerne un facteur de risque

associé au DT2.

L'objectif de la collaboration avec Valbiotis, une société impliquée dans la recherche, le
développement et I'innovation scientifique pour la prévention et la lutte des maladies métaboliques,
est de développer un complément nutritionnel innovant qui vise a réduire un facteur de risque
d’apparition du DT2. Les études cliniques d’efficacité doivent permettre, a terme, I'obtention de
I’allégation de santé propriétaire sur la réduction d’un facteur de risque associé a une maladie, tel que

défini dans 'article 14.1a.

Dans ce contexte, une revue de littérature suivie d’un screening de plusieurs extraits de plantes seuls

ou en combinaison a abouti a la formulation de Totum-63, une composition brevetée copropriété de

1 En Europe, les allégations présentes sur les emballages sont réglementées depuis la mise en application du
réglement CE n°1924/2006, qui différencie les allégations de santé en 2 catégories : allégations génériques
(article 13.1, basées sur des preuves générales d’efficacité de composés présents dans un produit donné.
Exemple : « Le potassium contribue a une pression artérielle normale ». Tout produit contenant du potassium
peut ainsi afficher cette allégation) et allégations propriétaires en relation avec la diminution d’un facteur de
risque d’apparition d’une pathologie (Article 14.1a). Pour délivrer non opinion, I'EFSA base son jugement sur la
présence de solides preuves scientifiques nouvelles et/ou exclusives au produit, issues d’études cliniques
d’efficacité congues selon les plus hauts standards scientifiques.
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la société Valbiotis, de I'Université Clermont-Auvergne, de I'Université de La Rochelle et du CNRS. Cing

extraits composent la technologie :

- Un extrait d’artichaut
- Un extrait de camomille d’or
- Un extrait de myrtille
- Un extrait de feuille d’olivier

- Un extrait de poivre noir

D’un point de vue réglementaire et sécuritaire, les 5 végétaux qui constituent la formulation Totum-63
font partie de la liste de plantes autorisées dans les compléments alimentaires de I'arrété du 24 juin
2014 (dit arrété « Plantes »). Cet arrété établit la liste des plantes, autres que les champignons,
autorisées dans les compléments alimentaires et les conditions de leur emploi, garantissant ainsi le

bien-fondé et la sécurité de leur utilisation au regard du risque sanitaire.

Les parties qui suivent permettent de faire I'état des connaissances scientifiques sur I'intérét de

chacune de ces plantes, dans le cadre de la lutte contre le DT2.

4.4.2. Artichaut

4.4.2.1. Généralités

L’artichaut (Cynara scolymus) est une plante dont on consomme habituellement I'inflorescence en
forme de capitule (cf. Figure 9). Tres peu énergétique avec moins de 50 kcal aux 100 grammes (ANSES
2016), il est en revanche trés riche en polyphénols et en flavonoides, ce qui conduit certains auteurs a
le classer comme aliment fonctionnel (Lattanzio,
V. et al. 2009), c’est-a-dire un aliment apportant
un bénéfice supplémentaire en terme de bien-
étre ou de santé, voire capable de réduire un
facteur de risque d’apparition d’'une pathologie.
Il est utilisé en herboristerie traditionnelle, est a
pour réputation de faciliter I’élimination urinaire
et digestive et de favoriser la sécrétion de bile

(action cholérétique) (Bruneton, J. 2009).

4.4.2.2. Composés présents

Dés le milieu du XX®™e siécle, certains composés

Figure 9 : Un champ d’artichauts (Cynara scolymus) présents dans I'artichaut ont été isolés et ont
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retenu I'attention de certains chercheurs. Une revue de littérature rapporte ainsi que la cynarine (ou
acide dicaféylquinique, un polyphénol aux propriétés antioxydantes) a été isolée des les années 50,
afin d’étre utilisée pour traiter I’hypercholestérolémie. Toutefois, son effet pour cette application a
été remise en cause quelques décennies plus tard (Heckers, H. et al. 1977) et un nouveau constituant
appelé lutéoline, un flavonoide, a été mis en évidence et jouerait un réle crucial dans I'inhibition de la

synthése de cholestérol induite par I'artichaut (Gebhardt, R. 1997; Ben Salem, M. et al. 2015).

L'artichaut est aussi I'un des légumes parmi les plus riches en acide chlorogénique, un acide-phénol
qgue l'on retrouve aussi notamment dans les graines de tournesol et le café et qui présente des
propriétés antioxydantes (Marinova, E. M. et al. 2009), anti-inflammatoires ainsi qu’une action
bénéfique sur la régulation du métabolisme glucidique et lipidique (Tajik, N. et al. 2017), placant ce
groupe de molécules comme des candidats de choix dans la lutte et la prévention de nombreuses
pathologies, notamment le DT2 (Paynter, N. P. et al. 2007). L’abondance naturelle de I'artichaut en
composés phénoliques et en flavonoides rend probablement difficile la discrimination de I'un ou
I'autre d’entre eux pour expliquer les effets bénéfiques observés (détaillés dans la partie suivante), et

il est probable que ces derniers soient dus a la synergie de I'ensemble de ces composés.

4.4.2.3. Implications thérapeutigues dans le cadre du DT2

Effet sur la dyslipidémie

La consommation d’artichaut ou d’extraits d’artichaut semble stimuler I’élimination du cholestérol.
Une revue récente rapporte que les effets cholérétiques et anti-hypercholestérolémie sont connus
depuis le milieu du XX®™ siécle (Ben Salem, M. et al. 2015), et semble confirmée par certaines données
cliniques sur patients DT2, qui ont vu leurs taux de triglycérides, cholestérol total, cholestérol LDL
baisser et leur taux de cholestérol HDL augmenter aprés 90 jours de supplémentation avec un extrait
d’artichaut (Nazni, P. et al. 2006). L’organisation Cochrane? s’est intéressée dés 2002 aux potentiels
effets de I'artichaut sur la dyslipidémie dans une revue systématique (Pittler, M. H. et Ernst, E. 2002)
mise a jour en 2009 (Wider, B. et al. 2009) et en 2013 qui concluait finalement que les 3 études
clinigues qui évaluaient I'effet d’extraits de feuilles d’artichaut pour le traitement de
I’hypercholestérolémie laissaient penser qu’un potentiel existait, mais que de nouvelles études

seraient nécessaires pour disposer de preuves convaincantes (Wider, B. et al. 2013).

Le foie est responsable de la production de bile, qui est stockée dans la vésicule biliaire puis déversée

dans le duodénum, ou elle exerce une action émulsive sur les lipides notamment, lors du passage du

2 Cochrane est une organisation a but non lucratif indépendante qui regroupe plus de 28 000 volontaires dans
plus de 100 pays qui a pour but de regrouper des données scientifiquement validées a travers la publication de
revues systématiques (et de méta-analyses) d'essais randomisés controlés d'interventions en santé.
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bol alimentaire. Elle est indispensable aux fonctions digestives. Cette bile contenant naturellement du
cholestérol, son excrétion via celle-ci s’est rapidement imposée comme une hypothese explicative
vraisemblable, et a été confirmée sur modeéle animal (Saenz Rodriguez, T. et al. 2002). Certaines
données in vitro suggerent également que d’autres mécanismes pourraient étre en jeu, tels que
I'inhibition dans le foie de la 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoA

réductase), une enzyme responsable de la synthése du cholestérol (Gebhardt, R. 1998).
Effet sur le contréle glycémique

Plusieurs études sur un modeéle animal du diabéte de type 1, rendu insulino-dépendant via l'injection
d’une drogue qui détruit les cellules béta du pancréas (streptozotocine ou alloxane), ont montré un
effet hypoglycémiant de la complémentation en artichaut (Ahmadi, M. et al. 2008; Heidarian, E. et
Soofiniya, Y. 2011; Aberomand, M. et al. 2013). Une étude clinique a confirmé cet effet sur la glycémie
a jeun et la glycémie postprandiale de sujets DT2 non traités avec de I'insuline (Nazni, P. et al. 2006).
Dans une expérimentation récente sur rats rendus insulino-dépendants via une injection d’alloxane,
Ben Salem et son équipe suggerent que les effets bénéfiques de I'artichaut sur la glycémie pourraient
étre associés a son activité inhibitrice sur I'a-amylase (une enzyme impliquée dans la digestion des
sucres complexes), observée dans ce travail a la fois in vitro et in vivo, ou bien a un effet sur la sensibilité
a I'insuline via I'activité antioxydante de I'artichaut, mesurée également chez ce modéle (Ben Salem,

M. et al. 2017).

4.4.3. Camomille d’or

4.4.3.1. Généralités

La camomille d’or (Chrysanthellum indicum subsp. afroamericanum B.L. Turner) fait partie de
la famille des Asteraceae, une famille qui regroupe prés de 23 000 especes. Ce sont des arbrisseaux ou
des plantes herbacées aux feuilles alternes et aux fleurs de couleur jaune groupées en petits capitules,

)S‘*_-‘THT‘- lg:,i— I | pour I'espéce qui nous occupe. Cette plante

> ‘: :J/ 3 7% est originaire du Pérou et de Bolivie mais
- elle est également commune en Afrique,
continent sur lequel elle est principalement
cultivée de nos jours (Lievre, H. et Guillot, B.
1984). On retrouve également une variété
proche en Asie, ou la plante porte le nom de

camomille d’Inde ou camomille de Chine.
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Figure 10 : Camomille d'or (Chrystanthellum indicum)

On lui préte de nombreuses vertus

thérapeutiques, généralement attribuées a
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sa richesse en flavonoides (Jung, S. 2005), le chrysanthellum est d’ailleurs utilisé en médecine

traditionnelle chinoise (Zou, P. 2016).

4.4.3.2. Composés présents

Parmi les différents constituants isolés a partir de cette plante, sont considérés actuellement comme
constituants actifs : 2 saponosides ou saponines (appelées chrysanthellines A et B), 6 flavonoides (dont
la lutéoline) et 3 acides phénoliques (acide caféique, acide chlorogénique et acide isochlorogénique)
(Gaspar, T. 1994; Jung, S. 2005). Les effets bénéfiques attribués a la consommation de chrysanthellum
proviennent probablement de flavonoides et des acides phénoliques, donc certains décrits plus hauts
sont présents dans d’autres plantes. On retrouve ainsi les acides caféiques et chlorogéniques dans
I'artichaut (également présent dans la technologie T-63) mais aussi dans d’autres produits de
consommation courante, comme le café, et dont on a déja documenté les potentiels avantages en
termes de santé (cf. paragraphe §4.4.2 : Artichaut). Les saponines (facteurs tensio-actifs), également
présents dans la plante, sont des composés d’origine végétale ayant des propriétés moussantes. lls
sont ainsi capables d’agir sur la perméabilité des membranes cellulaires, et pourraient faciliter le
passage des flavonoides a travers la membrane cellulaire, augmentant ainsi leur biodisponibilité, mais

ils pourraient également avoir un role spécifique dans les effets bénéfiques observés (Jung, S. 2005).

4.4.3.3. Implications thérapeutigues dans le cadre du DT2

La littérature scientifique est peu fournie en ce qui concerne les effets de la camomille d’or sur la santé,
en rapport avec le sujet qui nous occupe. La recherche de revues de synthése sur le Chrysanthellum
indicum sur Pubmed ne renvoie par exemple aucun résultat. En élargissant la recherche aux
publications expérimentales, on retrouve quelques données récentes issues d’études in vitro ou sur
modeéle animal, centrées principalement sur les actions antioxydantes et anti-inflammatoires de la
plante (Yoo, K.-Y. et al. 2016; Dong, M. et al. 2017; Yang, H.-M. et al. 2017), ce qui présente un intérét
dans le cadre de la lutte contre le DT2. Il faut toutefois noter que ces études ont été réalisées sur des
modeles pathologiques divers (arthrose, tumeurs, toxicité neuronale, ...) mais aucun de ceux-ci ne sont
en rapport avec le diabete, ou méme I'obésité. Une autre étude réalisée in vitro a montré un effet
inhibiteur du Chrysanthellum indicum sur certaines enzymes intestinales responsables de la
dégradation des glucides (Adisakwattana, S. et al. 2012). Comme indiqué précédemment, ces enzymes
(telles que l'a-glucosidase) sont la cible de médicaments antidiabétiques oraux (cf. paragraphe
§4.2.1.3 : Composés non-insulinosécréteurs), leur inhibition présente donc un intérét dans le cadre de

la lutte contre le développement de la pathologie.

On retrouve également dans la thése défendue par Séverine Jung en 2005, centrée sur l'intérét de

certaines plantes dans la lutte contre I’hypercholestérolémie (Jung, S. 2005), la trace de travaux
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réalisés par une équipe Frangaise dans les années 80, qui ont montré une action hépatoprotectrice et
anti-inflammatoire chez le rat (Lievre, H. et Guillot, B. 1984). La méme équipe a également conduit une
étude clinique, en complémentant des sujets dyslipidémiques avec un extrait concentré de
chrysanthellum indicum. Les auteurs montrent ainsi une réduction du cholestérol total et des
triglycérides circulants (Lievre, H. et al. 1984), ce qui constitue un résultat encourageant, méme si

I’étude souffre de I'absence de groupe contréle par placebo.

Enfin, si peu d’études existent a ce jour sur les effets de la camomille d’or dans un contexte de DT2 ou
d’insulinorésistance, la plante apparait dans des articles référencant les plantes efficaces pour le
traitement des symptomes du DT2 (Bailey, C. J. et al. 1986), et beaucoup d’études se sont attachées a
caractériser les effets de flavonoides et polyphénols présents en grande quantité dans la plante et

communs a d’autres végétaux, |'acide chlorogénique, I'acide caféique et la lutéoline en téte.

4.4.4. Myrtille

4.4.4.1. Généralités

Les myrtilles (Vaccinium myrtillus) sont des fruits produits par diverses espéces du genre Vaccinium.
Ce sont de petites baies comestibles de couleur bleu-violacé. Elles sont tres pauvres en énergie, avec
moins de 60 kcal pour 100 grammes de baies crues (ANSES 2016), mais sont classées parmi les aliments

les plus riches en antioxydants, dont la vitamine C et certains flavonoides. On lit souvent qu’elle aurait

\ -3 été servie aux pilotes d’avions de I'armée royale
britannique, durant la seconde guerre mondiale, afin
d’améliorer leur vue la nuit, mais il semble que ces
récits soient au mieux invérifiables, au pire infondés,
et une revue de littérature récente a finalement
conclu que les preuves scientifiques étaient
insuffisantes pour avancer qu’un effet de ces baies
existe sur la vue (Canter, P. H. et Ernst, E. 2004). La
myrtille a été également historiquement utilisée
pour traiter le diabéte, par consommation de ses
fruits ou des feuilles (Cignarella, A. et al. 1996). Ainsi,
la partie qui suit propose de rassembler les

connaissances scientifiques existantes quant aux

Figure 11 : Myrtille (Vaccinium myrtillus)

effets bénéfiques de la myrtille sur cette pathologie.
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4.4.4.2. Composés présents

La myrtille contient une variété importante de composes phénoliques, incluant notamment des
flavonoides divers (quercétine, catéchines), des tannins et des acides phénoliques, mais ce sont les
anthocyanes (des pigments appartenant a la famille des flavonoides, responsables de la couleur bleue
et violette de ces baies) qui constituent la plus grande partie des molécules bioactives présentes dans
le fruit (Seeram, N. P. 2008). Les anthocyanes possedent un potentiel antioxydant important, prouvé
in vitro (De Rosso, V. V. et al. 2008) et sont donc probablement responsables de I'effet antioxydant
attribué a la myrtille. Les anthocyanes pourraient également stimuler la sécrétion d’insuline et de GLP-
1, d’aprés les résultats d’une étude in vitro (Kato, M. et al. 2015), posséderaient un effet anti-

inflammatoire via I'inhibition de NF-kB (Karlsen, A. et al. 2007).

4.4.4.3. Implications thérapeutiques dans le cadre du DT2

Une revue de littérature récente a référencé 11 études sur modele animaux du DT2, induit soit par
génie génétique ou un régime riche en graisse. Les mesures incluaient la glycémie a jeun, la sensibilité
a l'insuline (évaluée par un test de tolérance a I'insuline ou un score d’insulinorésistance HOMA) ou la
tolérance aux glucides (Stull, A. J. 2016). Les auteurs concluent que malgré certains résultats
encourageants, les données restent conflictuelles probablement a cause de la diversité des modéles

animaux, des mesures et du faible nombre de publications.

Toujours dans cette méme étude de synthése, les auteurs référencent 6 études cliniques sur sujets
diabétiques, insulinorésistants ou obéses atteints du syndrome métabolique. Les résultats, ici encore,

restent divergents :

- Trois études rapportent un effet bénéfique sur le score d’insulinorésistance HOMA (Li, D. et
al. 2015), la tolérance aux glucides (Hoggard, N. et al. 2013) ou encore la réponse a un clamp
hyperinsulinémique euglycémique (Stull, A. J. et al. 2010).

- Deux études ne trouvent aucun effet significatif sur le score d’insulinorésistance HOMA (Basu,
A. et al. 2010) ou sur la réponse a un test de tolérance a I'insuline (Stull, A. J. et al. 2015)

- Une étude démontre un effet bénéfique significatif sur la tolérance aux glucides, mais pas sur

le score d’insulinorésistance HOMA (Rebello, C. J. et al. 2015)

Les effets bénéfiques sont plus souvent observés lorsque les sujets étaient supplémentés en extrait de
myrtilles plutét qu’en muyrtilles entieres, suggérant que l'irrégularité de la teneur des fruits en
composés actifs est une variable fondamentale. La difficulté a reproduire ces résultats chez I'lhomme
in vivo provient donc peut-étre en partie du fait de la variabilité de 'abondance en anthocyanes des

myrtilles utilisées lors des études cliniques (Chu, W. K. et al. 2011). Ainsi, un extrait de myrtille
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standardisé en anthocyane pourrait permettre une meilleure reproductibilité des résultats. Les auteurs
de la revue concluent donc qu’a l'instar des données précliniques disponibles, les résultats sont
encourageants, mais que de nouvelles études sont nécessaires pour assoir les preuves (Stull, A. J.

2016).

Plusieurs pistes mécanistiques ont été envisagées pour expliquer les adaptations obtenues, en
particulier, un potentiel anti-inflammatoire des myrtilles a été décrit dans plusieurs études sur I’'animal
(DeFuria, J. et al. 2009; Vendrame, S. et al. 2013; Mykkanen, O.T. et al. 2014), mais aussi chez le patient
hypercholestérolémique (Zhu, Y. et al. 2013). Plus précisément, les données sur I'animal indiquent une
diminution de I'expression de NF-kB, IL-6 et TNF-a dans le foie et le tissu adipeux, et des concentrations
d’IL-6, TNF-a et de protéine réactive C dans le plasma de rats Zucker obéses (Vendrame, S. et al. 2013).
Ces facteurs sont des marqueurs de I'inflammation grandement impliqués dans I'insulinorésistance
systémique (cf. paragraphe §4.1.5.2 et paragraphe §4.1.6.3), l'inhibition de celle-ci pourrait donc
permettre une amélioration de la sensibilité a I'insuline. En ce qui concerne I'étre humain, les données
cliniques existantes restent conflictuelles, avec peut-étre en cause, encore une fois, I'hétérogénéité
des préparations (myrtilles entiéres ou extraits standardisés) et des populations étudiées, un niveau
d’inflammation élevé a la base étant peut-étre requis pour espérer observer des adaptations (Stull, A.

J.2016).

L'effet antioxydant de la myrtille est également suspecté de jouer un role important. Tout comme
I'inflammation chronique, on retrouve des niveaux de stress oxydant élevés chez les patients
insulinorésistants, et ce déreglement pourrait jouer un réle important dans le développement de la
pathologie (cf. paragraphe §4.1.5.4). Le fruit est naturellement riche en composés phénoliques connus
pour leurs bénéfices antioxydants, et cet effet a par ailleurs été démontré sur des modeles in vitro et
animaux. Chez 'homme, en revanche, il n’a pour le moment pas pu étre mis en évidence, chez des
sujets sains présentant un risque plus élevé d’accident cardiovasculaire (Karlsen, A. et al. 2007). Selon
Chu et ses collaborateurs, I'action antioxydante de composés phytochimiques pourrait ne se
manifester qu’en présence d’autres molécules bioactives, ou encore seulement sous des conditions
redox particuliéres, ce qui rendrait difficile la confirmation de ces données in vitro ou précliniques chez

I’étre humain (Chu, W. K. et al. 2011).

Une autre piste envisagée est I'activation du facteur de transcription PPAR, qui a été observée in vitro
et sur des modeles animaux (Xia, M. et al. 2005; Scazzocchio, B. et al. 2011; Vendrame, S. et al. 2014),
mais également dans le muscle squelettique et le tissu adipeux chez I’étre humain (Seymour, E. M. et

al. 2011). La famille PPAR est impliquée dans la régulation du métabolisme glucidique et lipidique, et
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les agonistes de PPAR représentent méme une famille de traitements pharmacologiques qui

améliorent la sensibilité a l'insuline (cf. paragraphe §4.2.1.3).

Enfin, ont été décrits de maniéere plus sporadique des effets de la myrtille sur I'inhibition de I'a-
glucosidase (McDougall, G. J. et al. 2008), et I'activation de I’AMPK (Takikawa, M. et al. 2010) ou

d’autres voies de signalisation impliquées indirectement dans la captation du glucose sanguin.

4.4.5. Feuilles d’olivier

4.4.5.1. Généralités

Si I'olive (Olea europaea) et son huile sont universellement reconnues pour leurs saveurs et leurs
bienfaits, 'utilisation de la feuille d’olivier en gastronomie ou dans un objectif de bénéfices pour la
santé est plus marginale. Pourtant, certaines études présentent la feuille d’olivier comme une version
concentrée des composés phénoliques
présents dans le fruit et I'huile, avec
jusqu’a 1450 mg de polyphénols pour
100 grammes de feuilles fraiches contre
seulement 110 mg pour 100 grammes de
fruits et 23 mg pour 100 ml d’huile
d’olive vierge extra (Silva, S. et al. 2006;

Kountouri, A. M. et al. 2007).

Les oliviers ont une longévité

exceptionnelle qui dépasse

fréguemment le millénaire, certains

Figure 12 : Feuilles d'olivier (Olea europaea)

spécimens du bassin méditerranéen ont
un age estimé a plus de 2000 ans (Carabott, S. 2016). De maniére remarquable, ces arbres continuent

a produire des fruits.

4.4.5.2. Composés présents

Les composés les plus abondants retrouvés dans les feuilles d’olivier sont le verbascoside, I'apigenin-
7-glucoside, la lutéoline-7-glucoside, I'hydroxytyrosol, le tyrosol et I'oleuropéine (Petkov, V. et
Manolov, P. 1972). L’hydroxytyrosol est en fait un précurseur de I'oleuropéine, et le verbascoside un
glucoside conjugué de I’hydroxytyrosol et de I’acide caféique, les classant ainsi comme des molécules
apparentées. (El, S. N. et Karakaya, S. 2009). L’oleuropéine est un composé phytochimique responsable
notamment de I'amertume caractéristique de I'huile d’olive, et la découverte de ses propriétés

antioxydantes I'ont placé au centre de nombreuses études portées sur ses effets pharmacologiques
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(Omar, S. H. 2010). L'oleuropéine ou ses molécules apparentées représentant les composés
majoritairement présents dans l'olive et les feuilles d’olivier - jusqu’a 73% des composés totaux

identifiés (Liakopoulos, G. et al. 2006) - la plupart des bienfaits sur la santé observés leur sont attribués.

4.4.5.3. Implications thérapeutigues dans le cadre du DT2

Un effet hypoglycémiant d’'une complémentation en oleuropéine ou en extrait de feuille d’olivier a été
décrit sur des modeles animaux du diabéte insulino-dépendant (Gonzalez, M. et al. 1992; Al-Azzawie,
H. F. et Alhamdani, M. S. 2006). Chez I’'homme, une étude a évalué I'effet d’'une supplémentation avec
500 mg d’extraits de feuille d’olive chez le sujet DT2, et a conclu a une baisse de HbAl. et de
I'insulinémie a jeun (Wainstein, J. et al. 2012). De maniére intéressante, une autre étude réalisée chez
des sujets présentant un prédiabéte caractérisé par une hyperglycémie a jeun (cf. paragraphe §3.2.1:
Evolution du diabete de type 2), rapporte que les feuilles d’olivier ont réduit le pic de glycémie
postprandiale consécutif a I'ingestion d’une charge en amidon, suggérant un effet de celles-ci sur
I'inhibition de I'a-amylase (Komaki, E. et al. 2003). Cette protéine fait partie d’'un groupe d’enzymes
impliquées dans la digestion des glucides, qui constituent d’ailleurs la cible de I'une des classes de
traitements antidiabétiques oraux (cf. paragraphe §4.2.1: Classes de médicaments et mécanismes

d’action).

Outre ce potentiel mécanisme, l'effet antioxydant de l'oleuropéine et des autres composés
phénoliques présents dans la feuille d’olivier est souvent mis en avant pour expliquer les améliorations
observées sur la glycémie (El, S. N. et Karakaya, S. 2009; Vogel, P. et al. 2014), le stress oxydant étant,
on le rappelle, un dysfonctionnement courant retrouvé chez le sujet insulinorésistant contribuant
potentiellement a la pathogéneése (cf. paragraphe §4.1 : Physiopathologie du diabéte de type 2). Dans
une étude réalisée chez le lapin diabétique insulinodépendant, un marqueur de stress oxydant (taux
circulants de malondialdehyde) était diminué et I'activité de plusieurs enzymes anti-inflammatoires
plasmatiques était restaurée suite a 16 semaines de traitement a I'oleuropéine (Al-Azzawie, H. F. et

Alhamdani, M. S. 2006).

D’autre part, une étude sur des rats rendus obéses par un régime riche en graisse a montré une
réduction de la quantité de tissu adipeux chez le groupe traité a I'oleuropéine, grace a une
augmentation de la thermogénine (UCP-1)* dans le tissu adipeux brun via la sécrétion de

catécholamines (Oi-Kano, Y. et al. 2008). Il en résultait une dépense énergétique augmentée, ce qui

3 La thermogénine, ou UCP-1, est une protéine stimulant la thermogénése par découplage mitochondrial, ce qui
entraine une hausse de la dépense énergétique grace a une hausse de I'énergie consommeée pour produire de
la chaleur.
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peut présenter un intérét dans le cadre du DT2 d( a un exces d’apports énergétiques (cf. paragraphe

§4.1 : Physiopathologie du diabéte de type 2).

Enfin, de maniére annexe, une action hypocholestérolémiante et hypotensive a été décrite dans les
revues de littératures consacrées aux effets de la feuille d’olivier, sur le sujet humain (El, S. N. et
Karakaya, S. 2009; Vogel, P. et al. 2014), I'hypercholestérolémie et I'hypertension étant des

complications métaboliques fréquemment associées au DT2.

4.4.6. Poivre noir

4.4.6.1. Généralités

Le poivre noir (Piper nigrum) est le fruit d’une liane de la famille des pipéracées, qui une fois séché,
produit I'une des épices les plus échangées au
monde. Le poivrier noir produit une baie verte,
noire ou rouge en fonction du degré de maturité de
celle-ci. Les poivres que I'on retrouve en cuisine
§ sont en fait tous de la méme espece, seuls le stade

de récolte et la préparation different :

oo Le poivre vert est une baie immature
conservée dans une saumure

I - Le poivre noir est obtenu a partir de baies
: presque mdres, fermentées puis séchées

- Le poivre rouge est la baie parvenue a
maturité

- Le poivre blanc est constitué de baies mdres
débarrassées de leur enveloppe, puis séchées.

- Le poivre gris n’existe qu’en poudre, et

, correspond a du poivre noir séché et broyé avec le
péricarpe.

Figure 13 : Liane de poivre noir (piper nigrum)

Comme d’autres épices, le poivre a été utilisé aussi bien en cuisine qu’en médecine traditionnelle, avec

des effets qui sont documentés dans les parties qui suivent.

4.4.6.2. Composés présents

Le poivre noir contient une quantité variable d’alcaloides responsables du go(t piquant de la baie ainsi
que des effets bénéfiques sur la santé. Au moins 25 ont été identifiés (Dawid, C. et al. 2012), dont la
pipérine, composé phytochimique le plus représenté avec a 50 a 100 mg par gramme de poivre noir
(R. Jansz, E. et V. Packiyasothy, E. 1983). C’'est donc le principe actif le plus étudié, et la littérature

révele aujourd’hui un large spectre de bénéfices potentiels de cette molécule : antioxydant, anti-
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inflammatoire, antidépresseur et un effet amplificateur sur la biodisponibilité d’autres molécules
(Derosa, G. et al. 2016). Cet effet a été tres étudié, notamment sur la biodisponibilité de la curcumine
(un composé bioactif présent dans le curcuma) qui est multipliée par 20 chez I'homme, en présence
de pipérine (Shoba, G. et al. 1998), mais d’autres composés bioactifs sont également concernés tels
que le sélénium, la vitamine B6, le béta-caroténe, entre autres (Derosa, G. et al. 2016). Les mécanismes
impliqués incluent la stimulation de transporteurs dans la lumiére intestinale, I'inhibition d’enzymes
hépatiques telles que les isoformes CYP3A du cytochrome P450 (responsables de la dégradation dans
le foie de nombreuses molécules), I'inhibition de la glycoprotéine P (une pompe ATP-dépendante de
la membrane cellulaire qui expulse certaines substances exogenes hors des cellules) et I'inhibition de
la glucuronidation (réduisant ainsi I’excrétion urinaire)*. Ces propriétés renforcent donc l'intérét de sa
présence dans la composition d’'un complément nutritionnel, afin de garantir la biodisponibilité des
composés présents. De plus, des bénéfices propres du poivre noir sur la santé ont été rapportés et

pourraient avoir un intérét thérapeutique dans le cadre de la prévention et du traitement du DT2.

4.4.6.3. Implications thérapeutigues dans le cadre du DT2

Des données sur modeles animaux suggerent un effet bénéfique d’une supplémentation a la pipérine
sur la tolérance au glucose, évaluée par OGTT chez des rats (Diwan, V. et al. 2013) ou de souris (Choi,
S. et al. 2013), tous nourris avec un régime riche en graisse. De la méme maniére, une équipe a noté
une baisse de la glycémie a jeun chez un modele de diabéte de type 1 murin (Atal, S. et al. 2012), tandis
gue le score HOMA était réduit chez la souris obése nourrie avec un régime riche en graisse, suite a
une complémentation avec de la pipérine (Jwa, H. et al. 2012; Choi, S. et al. 2013). Ces équipes ont
avancé quelques hypothéses mécanistiques qui impliqueraient une production accrue d’adiponectine
par le tissu adipeux, entrainant dans le foie une augmentation de la phosphorylation d’Akt dépendante
de I’'AMPK et de S6K1 ainsi qu’une une translocation des transporteurs Glut2 vers la membrane (Choi,
S. et al. 2013). Une inhibition de la phosphorylation d’IRS-1 sur ses résidus sérine a également été

décrite par une autre équipe, avec des conséquences sur Akt et Glut2 similaires (Jwa, H. et al. 2012).

En parallele, d’autres données sur modele animal suggerent un effet bénéfique de la pipérine ou d’un
extrait de poivre noir sur le stress oxydant et I'inflammation, deux facteurs largement impliqués dans
la physiopathologie du DT2 (cf. 4.1 : Physiopathologie du diabéte de type 2). L'équipe d’'Umar a montré

que I'administration de 100 mg/kg de pipérine réduisait les taux circulants de plusieurs cytokines pro-

% La glucuronidation est un processus hépatique qui consiste en I’ajout d’'une molécule, la glucuronide,
aux composés exogenes. Ce procédé constitue un marquage qui signale les molécules qui seront

ensuite excrétées par voie urinaire.
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inflammatoires (IL-1B, TNF-a, PGE2) et améliorait le statut oxydatif de rats Wistar affectés par
I'arthrose (Umar, S. et al. 2013). Des données corroborantes sur le stress oxydant ont été rapportées
par I'équipe de Diwan, sur un modele de rat rendu obése par un régime riche en graisse, avec une
diminution de la quantité d’espéeces réactives de I'oxygene et amélioration du statut antioxydant total
(Diwan, V. et al. 2013). Egalement, la pipérine pourrait augmenter I'activité d’enzymes protectrices

contre le stress oxydant telles que SOD, CAT et GPx (Vijayakumar, R. S. et Nalini, N. 2006).

De maniere intéressante, les études citées plus tét rapportent également chez les animaux testés une
perte significative de poids corporel, avec ou sans modification de la prise alimentaire (Jwa, H. et al.
2012; Choi, S. et al. 2013; Diwan, V. et al. 2013). Il est difficile de conclure quant a un éventuel effet de
la pipérine sur la diminution de la prise alimentaire chez ces animaux, celle-ci a été rapportée de
maniere irréguliére, indépendamment du mode d’administration (molécule incorporée dans la
nourriture des animaux ou par gavage oral) et de la dose. On peut suspecter que le go(t piquant de la
molécule géne les animaux et/ou que la pipérine pourrait activer des voies de suppression de I'appétit.
Dans ces études, la perte de masse corporelle était concomitante avec une amélioration du profil
lipidique évaluée a travers des parameétres sériques tels que la diminution des taux de cholestérol
totaux et du LDL cholestérol et la baisse du taux de triglycérides circulants (Jwa, H. et al. 2012; Choi, S.
et al. 2013). Ces données ont été confirmées en utilisant un extrait de poivre noir en comparaison avec
la pipérine seule (Vijayakuma, R. et al. 2002). D’autres auteurs ont comparé les effets d’une
supplémentation en pipérine en comparaison avec des statines® (atorvastatine et simvastatine), et ont
conclu que les effets sur le profil lipidiques étaient comparables entre les deux types de molécules (Jin,

Z. et al. 2009) (Vijayakumar, R. et Nalini, N. 2006).

En conclusion, ces données semblent intéressantes et potentiellement prometteuses mais souffrent
de I'absence d’études réalisées sur I'étre humain pour confirmer I'éventuel intérét de I'utilisation de
cet ingrédient dans le cadre du DT2. Pourtant le nombre d’études cliniques ayant testé le poivre noir
ou la pipérine est important, mais ses propriétés liées a I'augmentation de la biodisponibilité de

nombreux phytochimiques font qu’il est a ce jour exclusivement utilisé en combinaison avec d’autres

> Les statines sont une classe de molécules pharmaceutiques hypocholestérolémiantes parmi les plus
communément utilisées pour lutter contre des taux de cholestérol élevés. Elles agissent en inhibant la
HMG-CoA réductase, une enzyme présente dans le foie et I'intestin, responsable de I'une des étapes

de la synthése du cholestérol.
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produits a I'’étude, chez I'homme, dans le cadre de problématiques liées au DT2 ou pour d’autres

questions.

4.4.7. Actions potentielles de Totum-63

Le schéma suivant (Figure 14 : Principaux composés phytochimiques et effets attendus de Totum-63)
propose de récapituler de maniére synthétique les principaux composés phytochimiques actifs connus
contenus dans les plantes qui composent Totum-63, d’apres les références rapportées dans la revue

de littérature ci-dessus.
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Figure 14 : Principaux composés phytochimiques et effets attendus de Totum-63 dans un contexte de DT2

A. Caféique : acide caféique ; A. chloro : acide chlorogénique. Références :

1. Karlsen, A. et al. (2007) ; 2. DeFuria, J. et al. (2009); 3. Vendrame, S. et al. (2013) ; 4. Mykkanen, O. T. et al. (2014) 5.De Rosso, V. et al. (2008) ; 6. Li, D. et al.(2015 ) ; 7. Hoggard, N. et al. (2013) ; 8. Stull, A. J. et al. (2010 ) ; 9. Rebello, C. J. et
al. (2015 ) ; 10. McDougall, G. J. et al. (2008) ; 11. Umar, S. et al. (2013) ; 12. Diwan, V. et al. (2013) ; 13. Vijayakumar, R. S. et al. (2006). 14. Choi, S. et al. (2013) ; 15. Jwa, H. et al. (2012) ; 16. Vijayakuma, R. et al. (2002) ; 17. Jin, Z. et al. (2009) ;
17. Derosa, G. et al. (2016) ; 18. Shoba, G. et al. (1998) ; 19. Tajik, N. et al. (2017) ; 20. Marinova, E. M. et al. (2009) ; 21. Ben Salem, M. et al. (2017) ; 22. Nazni, P. et al. (2006) ; 23. Pittler, M. H. et al. (2002) ; 24. Wider, B. et al. (2009) ; 25. Wider,
B. et al. (2013) ; 26. Yoo, K.-Y. et al. (2016); 27. Dong, M. et al. (2017) ; 28. Yang, H.-M. et al. (2017) ; 29. Jung, S. (2005) ; 30. Liévre, H. et al. (1984) ; 31. Adisakwattana, S. et al. (2012) ; 32. Al-Azzawie, H. F. et al. (2006) ; 33. El, S. N. et al. (2009)
; 34. Vogel, P. et al. (2014) ; 35. Gonzalez, M. et al. (1992) ; 36. Wainstein, J. et al. (2012) ; 37. Komaki, E. et al. (2003)
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L'ensemble des végétaux sélectionnés présentent ainsi des effets anti-inflammatoires et antioxydants,
et une action bénéfique sur le profil lipidique ou le contréle glycémique (directe ou via une
amélioration de la sensibilité a I'insuline). Les mécanismes mis en jeu sont divers, mais certains
impliquent peut-étre l'inhibition de certaines enzymes digestives. Enfin, en plus de ses bénéfices
propres, la pipérine contenue dans le poivre noir présente une qualité unique d’augmentation de la
biodisponibilité de nombreux autres composés, renforcant I'intérét potentiel de sa présence pour

assurer l'efficacité des autres ingrédients de la formulation d’'un complément nutritionnel tel que

Totum-63.
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5. OBJECTIFS ET HYPOTHESES DE TRAVAIL

Plusieurs points importants ressortent de cette revue de littérature :

Le DT2 est une pathologie multifactorielle qui touche de nombreux organes (Knowler, W. C. et al.
1995), et dont les traitements souvent colteux peuvent s’accompagner d’effets indésirables pour les
patients. La progression du DT2 est préoccupante, et les projections pour les années a venir sont

pessimistes (IDF 2015)

Le prédiabete est un stade bien défini (E.C.D.C.D.M. 2003; A.D.A. 2017), il représente une étape clef
de I'évolution de la physiopathologie du DT2, pour les acteurs impliqués dans les stratégies de

prévention, pour deux raisons importantes :

- Cet état est prédicteur du DT2, dans 70 a 90% des cas, si aucune action n’est réalisée (Tabak, A.
G.etal 2012; Tuso, P. 2014)
- Cet état est réversible, notamment grace a des interventions basées sur le mode de vie, qui

présentent une efficacité remarquable (Knowler, W. C. et al. 2002).

Dans l'objectif d’empécher la progression du DT2, cibler le prédiabete apparait donc comme une
stratégie prometteuse et les interventions hygiéno-diététiques (basées sur le mode de vie) se placent
comme un outil de choix. L’objectif de cette these est d’approfondir les connaissances dans ce champ
en étudiant les effets de deux méthodes d’intervention basées sur le mode vie, I'activité physique et
I'utilisation d’'un complément nutritionnel, Totum-63, développé par la société Valbiotis. Ces deux
points constituent les objets respectifs des deux études qui constituent cette thése, et seront

investigués sur des modeles précliniques du prédiabéte :

Etude 1 : Effets de deux programmes d’entrainement sur le développement du diabéte de type 2 de

jeunes souris db/db.

Objectif : Mesurer les effets de deux méthodes d’entrainement en endurance préconisées par les
sociétés savantes, MICT et HIIT, sur le contrdle glycémique et la fonction mitochondriale de jeunes

souris db/db.

Hypothése : HIIT améliore le contrbéle glycémique de maniere plus importante que MICT. Ces
adaptations sont expliquées en partie par un développement plus important de la fonction

mitochondriale chez HIIT.
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Etude 2 : Effet du complément Totum-63 sur le développement du diabéte de type 2 de jeunes souris

diabétiques db/db et de jeunes souris nourries avec un régime riche en graisse.

Objectif : Mesurer les effets de Totum-63 sur le contréle glycémique de 2 modeéles du prédiabéte, la
jeune souris diabétique db/db et la souris nourrie avec un régime riche en graisse. Elucider les

mécanismes qui sous-tendent ces adaptations.

Hypothése : Totum-63 retarde I'apparition du DT2 dans ces modeéles, via 'amélioration la sensibilité a
I'insuline et du controle glycémique. Les effets de Totum-63 interviennent de maniére pléiotrope dans

plusieurs tissus impliqués dans le développement de la pathologie.
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6. MATERIEL ET METHODES
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6.1. ANIMAUX

Toutes les procédures réalisées sur les animaux ont fait I'objet au préalable d’'une approbation par le
comité éthique régional (CE2A-02, Auvergne, France). Les souris étaient fournies par JANVIER LABS
(France), hébergées (sauf mention contraire) en cages individuelles avec un cycle de jour de 8:00 —

20:00 alterné avec un cycle de nuit.

6.1.1.  Souris BKS(D)-Leprdb/JOrIRj (db/db)

Les souris mutantes db/db (BKS(D)-Leprdb/JOrlRj) présentent une altération du récepteur a la leptine
(OB-R), induisant un déreglement de la signalisation cellulaire de cette derniére. Les récepteurs a la
leptine sont hautement exprimés au niveau de I’hypothalamus, et la fixation de cette hormone sur ses
récepteurs provoque une réponse de suppression de I'appétit et de déclenchement de signaux de
satiété (ElImquist, J. K. et al. 1999). Ainsi, les souris présentant une mutation de ces récepteurs ne
peuvent pas réguler efficacement leurs stocks énergétiques. Il en résulte une prise de masse grasse
rapide, entrainant une insulinémie élevée deés les premiers jours de la vie (10 — 14 jours), et une obésité
a partir de 3 a 4 semaines avec une augmentation de la glycémie. Ces souris sont insulinorésistantes,
hypertriglycéridémiques, et intolérantes au glucose (Coleman, D. L. 1978). Elles présentent ainsi
I’avantage d’une évolution rapide des symptomes et sont couramment utilisées pour I'étude de
I'insulinorésistance et du diabéte car elles présentent une physiopathologie similaire a celle de

I’'homme (Kennedy, A. J. et al. 2010).

Dans les travaux qui seront présentés ci-apres, nous avons utilisé des animaux agés de 6 semaines en
début d’expérimentation. Elles présentent a cet age un surpoids et un début d’hyperglycémie avec
hyperinsulinémie compensatoire. Ces animaux sont donc dans une phase de développement de la
pathologie, ce qui en fait un modele intéressant du prédiabéete. De plus, ce modele affiche un
développement des symptomes extrémement rapide, les souris passant d’une glycémie normale a des
taux 6 fois supérieurs en 5 a 6 semaines, ce qui renforce son intérét pour des expériences de screening

d’ingrédients, car les résultats sont obtenus trés rapidement.

6.1.2.  Souris C57BL/6 nourrie avec un régime riche en graisse

La souris wild-type C57BL/6 nourrie avec un régime riche en graisse présente l'intérét d’offrir un
modele plus physiologique du syndrome métabolique, puisque n’étant pas basé, au contraire de la
souris db/db, sur une mutation génétique mais plutot sur I'induction d’une prise de masse grasse

consécutive a I'exposition a un régime gras.
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Ces souris soumises a un régime riche en graisse développent des les premieres semaines une
résistance a l'insuline d’abord hépatique, puis musculaire, avant que le reste des complications liées

au surpoids ne surviennent a leur tour (inflammation, stress oxydant, ...) (Turner, N. et al. 2013).

Pour nos expérimentations, les animaux agés de 6 semaines étaient soumis a 16 semaines de régime

riche en graisse.

6.1.3. Régimes

Deux régimes de base ont été utilisés pour I'alimentation de nos animaux, un régime riche en graisse
correspondant a un régime 260HF (Safe-Diets, France), et un régime standard A03, également fourni
par Safe-Diets, avec une adaptation pour les souris db/db qui consistait en un enrichissement en huile

de mais a hauteur de 3%. La composition des régimes est détaillée dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Composition des régimes

A03 260 HF

Glucides  51,7%  367%

Protéines 21,4 % 20,0 %

Lipides 5,0% 36,0 %
Minéraux 5,7 % 4,5 %

Fibres 4,0 % <0,5%
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6.2. PROCEDURES IN VIVO

6.2.1.  Prise alimentaire, poids et composition corporelle

Les animaux faisaient I'objet d’une surveillance quotidienne et étaient pesés chaque semaine afin de
controler leur croissance et I'effet de nos interventions. La prise alimentaire était généralement
mesurée chaque semaine, sauf pour les régimes riches en graisse (260HF) nécessitant une
conservation au froid, auquel cas ils étaient changés et contrdlés tous les 2 a 3 jours. La composition
corporelle était évaluée par imagerie quantitative par résonnance magnétique (EchoMRI, Echo

Medical Systems, Houston, Texas).

6.2.2. Estimation de la dépense énergétique par calorimétrie indirecte

Le volume d’oxygéne consommé (VO,) et le volume de dioxyde de carbone rejeté (VCO,) étaient
mesurés chez nos animaux avec un systéme de cages calorimétriques TSE PhenoMaster/LabMaster
(Bad Homburg, Allemagne), a 22°C. La dépense énergétique était calculée en utilisant I’équation de
Weir (Weir, J. B. d. V. 1949) a partir des mesures d’échanges gazeux monitorés pour chaque cage a
partir de données recueillies toutes les 5 minutes. Le Quotient Respiratoire (Qr) était calculé a partir
du rapport VCO,/VO,. Les animaux bénéficiaient de 24h d’habituation dans la cage avant le début de

la collecte des mesures. Les données étaient ensuite enregistrées pendant 24h.

6.2.3.  Estimation de I'efficacité apparente d’absorption énergétique

Les selles des souris étaient récoltées par intervalle de 48h jusqu’a obtenir environ 1 gramme
d’échantillon par animal, avant d’étre pesées précisément, séchées a I'étuve (60°C) pendant 72h puis
pesées de nouveau. L'énergie restante dans les selles était évaluée en duplicata a partir d’un
échantillon d’environ 300 mg de selles séches, a partir de mesures de calorimétrie directe fournies par
un appareil IKA C200 (IKA, Allemagne), puis normalisée par la production nette de selles par 24h.
L'efficacité apparente d’absorption énergétique (EAAE) était définie selon la formule suivante,
I’énergie contenue dans les urines étant négligée car considérée comme inférieure a 2% de la balance

totale (Moir, L. et al. 2011) :

Energie ingérée (k] /j) — Energie restante dans les selles (k] /j
EAAE (%) = gie ingérée (kJ/j) g &I/

Energie ingérée (k] /j)
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6.2.4. Mesure de la glycémie

Les mesures de glycémie étaient réalisées en condition nourrie ou a jeun, par un prélevement d’une
goutte de sang a lI'extrémité de la queue des animaux. La glycémie était évaluée a l'aide d’un
glucometre Stat Strip Xpress® (Nova Biomedical, Royaume-Uni) disposant d’une plage d’utilisation de

02 900 mg/dL.

6.2.5. Test de tolérance intrapéritonéal a l'insuline (ITT)

La glycémie était monitorée chez nos souris a I'aide d’'un glucomeétre Stat Strip Xpress® (Nova
Biomedical, Royaume-Uni), apres l'injection intrapéritonéale d’insuline humaine isophane (NPH) et a
partir d’'un prélévement de sang réalisé au bout de la queue de I'animal (0,6 pL). Pour les doses et les

temps de mesure, se référer aux parties méthodologiques spécifiques de chaque étude.

6.2.6. Test oral de tolérance aux glucides (OGTT)

La glycémie des souris était monitorée chez nos souris a I'aide d’'un glucometre Stat Strip Xpress® (Nova
Biomedical, Royaume-Uni), apres administration par gavage gastrique de glucides (glucose ou amidon)
et a partir d'un prélevement de sang réalisé au bout de la queue de I'animal (0,6 uL). Pour les doses et

les temps de mesure, se référer aux parties méthodologiques spécifiques de chaque étude.
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6.3. PROCEDURES EX VIVO

6.3.1. Incubation de muscles

Les muscles soléaires intacts des deux jambes étaient soigneusement disséqués et incubés pendant 30
minutes dans un tampon bicarbonate Krebs-Henselheit (Dardevet, D. et al. 2000), dont la composition

est décrite dans le tableau ci-dessous :

Tableau 2 : Composition du tampon Krebs-Henselheit

Composant Concentration (mM) ’

NacCl 120
KCI 4,8
NaHCO; 25
KH2PO4 1,2
MgSO0, 1,2
Hepes 5
Glucose 5
ABS 0,1%

Une phase gazeuse composée de 95% d’O; et 5% de CO, était maintenue a la surface du milieu. Aprés
30 minutes de pré-incubation, les muscles appariés étaient transférés vers un milieu frais de
composition identique en présence ou absence de 12 nM d’insuline pour une nouvelle incubation de

30 minutes, avant d’étre immédiatement congelés dans de I'azote liquide puis stockés a -80°C.

6.3.2.  Respiration mitochondriale haute résolution sur fibres perméabilisées

6.3.2.1. Préparation des milieux

Dans cette partie sont détaillés les 2 milieux (conservation : BIOPS ; et respiration : MiR05) qui ont été

utilisés, ainsi que les réactifs chimiques.
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Tableau 3 : Composition du milieu de conservation BIOPS

Solution Concentration finale (mM)

CaK;EGTA (Stock 100 mM) 2,77
K,EGTA (Stock 100 mM) 7,23
NaATP 5,77
MgCl,.6H.0 6,56
Taurine 20
Na,-Phosphocréatine 15
Imidazole 68,1
DTT 0,5
MES hydrate 50

A partir des solutions stock suivantes :

- K;EGTA 100 mM (100 mM EGTA et 200 mM KOH, pH = 7)
- CaK2EGTA 100 mM (100 mM EGTA, 200 mM CaCO; et 200 mM KOH, pH = 7, dissoudre le

carbonate de calcium a 80°C).

Le milieu de conservation BIOPS était aliquoté et conservé a -20°C jusqu’a usage.

Tableau 4 : Composition du milieu de respiration MiR05

Solution Concentration Stock (mM)

EGTA 0,5
MgCl2.6H20 3
K-lactobionate (Stock 500 mM) 60
Taurine 20
KH2PO, 10
HEPES 20
D-Sucrose 110
ASB 1g/l

A partir de la solution suivante :
- K-lactobionate 500 mM (Acide lactobionique 500 mM, KOH pour ajustement du pH a 7).
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Le milieu de respiration MiRO5 était aliquoté et conservé a -20°C jusqu’a usage, ou il était alors

supplémenté avec 20 mM de créatine, le milieu ainsi supplémenté était appelé Mir05Cr.

Tableau 5 : Réactifs

Solution Concentration Précaution

stock (mM)
Palmitoyl-carnitine 10 Stockage -20°C
Malate 800 Neutraliser avec du 5N KOH. Stocker a -20°C
ADP 500 Neutraliser avec du 5N KOH. Stocker a -80°C
MgCl, 500
Pyruvate 2000 Préparer frais
Succinate 1000
Cccp 1 Dissoudre dans DMSO, stocker a -20°C dans tubes en verre
Roténone 1 Dissoudre dans de I’éthanol, protéger de la lumiere
Antimycine A 5 Dissoudre dans de I’éthanol

6.3.2.2. Traitement des fibres musculaires

Immédiatement apres la mise a mort de I’'animal, un morceau de muscle gastrocnémien était prélevé
dans sa partie rouge, puis déposé dans un tube contenant 5 mL de milieu de conservation BIOPS placé
dans de la glace (Pesta, D. et Gnaiger, E. 2012). La composition est décrite en paragraphe §6.3.2.1 dans

le Tableau 3 : Composition du milieu de conservation BIOPS.

De retour au laboratoire, un petit morceau de fibre (maximum 5 mg) était dilacéré pendant un temps
standardisé de 4 minutes, a 'aide de 2 pinces fines. La manipulation s’effectuait dans une coupelle

posée sur de la glace contenant 1 ou 2 ml de BIOPS.

A l'issue de la dilacération, le paquet de fibres était perméabilisé chimiquement dans 2 ml de solution
de saponine (50ug/ml) dissoute dans du BIOPS, sous agitation a 4°C, pendant 30 min. Le paquet de
fibres était récupéré et transféré dans un tube neuf contenant 2 ml de solution de respiration MiR05
(composition décrite en paragraphe §6.3.2.1: Tableau 4 : Composition du milieu de respiration
MiR05), pendant 10 mn. Cette opération de ringcage était répétée une fois, puis les fibres étaient
séparées en 2 paquets d’environ 1 a 3 mg de fibres mouillées, pesées précisément puis transférées

dans les chambres de respirométrie pour analyse en duplicata.
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6.3.2.3. Respirométrie haute résolution

Les mesures de respiration mitochondriale sur fibres perméabilisées étaient réalisées sur un Oxygraph-
2k (Oroboros, Autriche), dans 2mL de MiRO5Cr (cf. paragraphe §6.3.2.1). Les chambres individuelles
étaient oxygénées a 450 nmol.ml* avec de I'oxygéne pur et calibrées avant I’ajout des réactifs et fibres.
Un temps de stabilisation était laissé apres chaque ajout de réactif ou de fibres dans la chambre, et le
plateau de consommation d’O, pour chaque condition était enregistré (pour le protocole, voir
paragraphe §7.3.4). La consommation résiduelle d’oxygéne (ROX) était évaluée apres ajout de 2,5uM
d’antimycine A et cette valeur soustraite de toutes les mesures. L'oxygénation du milieu était
maintenue au-dessus de 250 nmol.ml™? par une réoxygénation a 'O, pur a chaque fois que la valeur
d’O, atteignait ce seuil, selon les recommandations de certains auteurs (Pesta, D. et Gnaiger, E. 2012).
Le flux d’oxygéne pour chaque étape, dans sa phase stable, était normalisé par la masse de tissu

mouillé et corrigé par le bruit de fond instrumental.
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6.4. DOSAGES BIOCHIMIQUES

6.4.1.  Quantification du niveau d’abondance des protéines par western Blot

6.4.1.1. Extraction des protéines

Foie ou muscle gastrocnémien

Environ 50mg de tissu congelé (foie, muscle) étaient pesés précisément et placés dans 20 volumes de
tampon NP-40 (Tris HCl 50mM, pH=7.4, NaCl 150 mM, NaF 1mM, Na3vVO4 1mM, Nonidet P-40 1%,
Sodium deoxycholate 0,25%) en présence d’un cocktail inhibiteur de protéases (1L pour 100uL de
tampon, P8340, Sigma Aldrich) et de tablettes inhibitrices de phosphatases (1 tablette pour 10mL de
tampon, #88667 Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis). Les tissus étaient homogénéisés dans la glace
au moyen d’un potter en verre, puis incubés 1h a 4°C sous agitation avant d’étre centrifugés a 14000
g pendant 10 minutes a 4°C pour récupérer le surnageant. Le contenu en protéines du surnageant était
dosé par kit DC™ Protein Assay (Bio-Rad, Etats-Unis), selon la méthode décrite en paragraphe §6.4.4.1,
puis tous les échantillons étaient ramenés a la méme concentration avant d’étre dilués une seconde
fois dans du tampon Laemmli 2X, puis chauffés pendant 5 minutes a la température conseillée par le

fabriquant de I’anticorps (cf. Tableau 6 : Anticorps et spécificités méthodologiques).
Muscle soléaire

Pour le muscle soléaire, la quantité de tissu prélevée sur souris étant largement inférieure, le protocole

décrit ci-dessus était appliqué avec les modifications suivantes :

Le muscle soléaire congelé entier était pesé précisément et placé dans un tube Ependorf en présence
de 20 volumes de tampon NP-40 (Tris HCI 50mM, pH=7.4, NaCl 150 mM, NaF 1mM, Na3vV04 1mM,
Nonidet P-40 1%, Sodium deoxycholate 0,25%) en présence d’un cocktail inhibiteur de protéases (1L
pour 100uL de tampon, P8340, Sigma Aldrich) et de tablettes inhibitrices de phosphatases (1 tablette
pour 10mL de tampon, #88667 Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis). Le muscle était d’abord lacéré a
I'aide d’un petit ciseau avant d’étre homogénéisé au moyen d’un micro potter adapté a la forme du

tube Ependorf. La suite du protocole était similaire a la description ci-dessus.
Tissu adipeux blanc ou brun
Pour le tissu adipeux, le protocole décrit ci-dessus était appliqué avec les modifications suivantes :

Environ 100mg de tissu adipeux étaient pesés précisément et placés dans 2 volumes de tampon NP-

40 (Tris HClI 50mM, pH=7.4, NaCl 150 mM, NaF 1mM, Na3vV0O4 1mM, Nonidet P-40 1%, Sodium
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deoxycholate 0,25%) en présence d’un cocktail inhibiteur de protéases (1uL pour 100uL de tampon,
P8340, Sigma Aldrich) et de tablettes inhibitrices de phosphatases (1 tablette pour 10mL de tampon,
#88667 Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis). Le tissu était homogénéisé a I'aide d’un Ultra-Turrax (IKA,
Allemagne) dans un tube adapté gardé dans de la glace. 'homogénat était laissé a incuber 1h a 4°C
sous agitation, avant d’étre centrifugé 10 minutes a 4°C a 14000 g. Le mélange présentait alors 3

phases :

- Un culot dur au fond de I'aliquot (débris)

- Une phase liquide au milieu (protéines solubilisées)

- Une phase lipidique en haut (acides gras contenus dans I'adipocyte)

La phase liquide du milieu était prélevée avec précaution en utilisant une seringue avec aiguille 25G,
en évitant de remuer le culot et de prélever la phase lipidique. La phase liquide était déposée dans un
nouvel aliquot puis centrifugé a nouveau a 4°C pendant 10 minutes a 14000 g. La suite du protocole

était similaire a celui des autres tissus décrits plus haut.
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Tableau 6 : Anticorps et spécificités méthodologiques

Marque

Référence

Température de

dénaturation

des échantillons

Isotype

Concentration

utilisée

Akt (pan) (C67E7) Cell Signaling #4691 90°C Rabbit  1:1000°
Akt p (Sera73) (D9E) Cell Signaling = #4060 90°C Rabbit  1:1000°
Akt p (thr308) Cell Signaling #9275 90°C Rabbit  1:1000°
AMPKa (D63G4) Cell Signaling = #5832 90°C Rabbit 1:1500¢
AMPKa p (Thr172) (40H9) Cell Signaling #2535 90°C Rabbit  1:1500°
COX IV (4D11-B3-E8) Cell Signaling = #11967S 50°C Mouse 1:1000¢
GSK-3B (27C10) Cell Signaling  #9315S  90°C Rabbit  1:1000°
GSK-3B p (S9) (D85E12) Cell Signaling  #55585  90°C Rabbit  1:2000°
Glut4 (IF8) Santa Cruz sc-53566  50°C Mouse 1:200¢

MFN2 (NIAR164) Abcam ab124773 | 90°C Rabbit 1:1000¢
SAPK/INK Cell Signaling #9252 90°C Rabbit 1:1000¢
SAPK/INK p (Thr183/Tyr185) (G9) Cell Signaling = #9255 90°C Mouse 1:750¢°

Total OXPHOS Abcam ab110413 50°C Mouse 1:1000¢
UCP-1 Abcam Ab23841  50°C Rabbit 1:9000¢
UCP-2 Biolegend #615901 50°C Rabbit 1:500¢

6.4.1.2. Blotting

Pour chaque test, une échelle de poids moléculaire (Precision Plus Protein™ WesternC™ Standard, Bio-
Rad, Etats-Unis) et un contréle interne choisi parmi les échantillons du groupe contréle de I'étude,
étaient déposés a coté de 15ug de chaque échantillon sur un gel a gradient en polyacrylamide (4—-15%
Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Gel, Bio-Rad, Etats-Unis). Les protéines migraient sous un courant de
300V pendant 18 a 20 minutes dans un tampon d’électrophorese (Tris 25 mM, Glycine 192 mM, SDS
0,1%) avant que les protéines ne soient transférées sur membrane PVDF grace a un systéme de
transfert semi-liquide (Transblot, Bio-Rad, Etats-Unis) par un courant continu de 25V a 2,5A pendant 7
minutes. Pour les protéines issues de tissu adipeux, une membrane nitrocellulose était utilisée a la
place de la membrane PVDF. Pour blocage des sites de fixation aspécifiques, les membranes étaient
alors incubées dans un tampon Tween — Tris saline (TTBS : 50 mM Tris base pH: 7,5, 150 mM NaCl, and
0,01% Tween 20) enrichi avec 5% de BSA pendant 1 heure a température ambiante. Les membranes

étaient ensuite rincées au TTBS puis incubées pendant la nuit a 4°C avec I'anticorps primaire dirigé
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contre la protéine d’intérét, dilué dans du TTBS + BSA 5% a la concentration décrite dans le Tableau 6
: Anticorps et spécificités méthodologiques. Aprés l'incubation, les membranes étaient a nouveau
lavées 3 fois au TTBS puis exposées a un anticorps secondaire correspondant a l'isotype décrit dans le
Tableau 6. La concentration de I'anticorps secondaire était égale a la moitié de celle utilisée pour
I'anticorps primaire, et les membranes étaient incubées pendant 1h a température ambiante. Les
membranes étaient ensuite lavées 3 fois dans du TTBS avant d’étre exposées a une solution de
chimiluminescence (Clarity Western ECL; Bio-Rad, Etats-Unis) pendant 1 minute. Les membranes
étaient alors scannées sur un systéme Bio-Rad Chemidoc® et I'intensité des bandes mesurées a 'aide

du logiciel d’analyse d’'image fourni (ImagelLab V4.1, Bio-Rad, Etats-Unis).

6.4.2. Analyse de I’'expression des génes par RT-qPCR

6.4.2.1. Extraction de I’ARN

Afin de réaliser I'extraction des ARN, 50ug de tissus étaient placés dans un tube contenant 1ml de
TRIzol® (Thermo Fisher Scientific). 'homogénéisation était réalisée a I'aide d’un appareil de dispersion
haute performance Ultra-Turrax®(IKA, Chine) pendant 20 secondes, puis 'lhomogénat était laissé a
incuber pendant 5 minutes a température ambiante, avant d’étre transféré dans un tube Eppendorf
dans lequel on ajoutait 200uL de chloroforme. Aprés 15 secondes passées au vortex, 'homogénat
reposait pendant 5 minutes a température ambiante avant d’étre centrifugé pendant 15mn a 12000
tours/minute, a +4°C. Environ 500puL du surnageant (phase translucide) étaient alors collectés et placés
dans un nouveau tube en présence d’un volume égal d’isopropanol. Aprés un passage au vortex, le
mélange était laissé a incuber a -20°C pendant 15 mn pour le foie, 2h pour le muscle et au moins 6h
pour le tissu adipeux. Une nouvelle centrifugation pendant 10 mn a 12000 tours/mn a 4°C permettait
de précipiter un culot, lequel était récupéré aprés s’étre débarrassé par pipetage de la fraction soluble

surnageante.

Afin de sécher la pelote d’ARN, 250 pL d’éthanol préalablement refroidit a +4°C (75% vol.) était ajouté
dans le tube, avant une nouvelle centrifugation pendant 5 mn a 12000 tours/mn, a 4°C, I'éthanol était
alors éliminé puis on répétait 2 fois de plus cette étape, avec de I’éthanol 75% pour la 1% répétition,
de I’éthanol absolu (lui aussi refroidit a +4°C) pour la derniére. L’éthanol absolu était alors retiré et la

pelote d’ARN était laissée sous hotte jusqu’a séchage complet, et moyenne 10 a 15 mn.

Enfin, la pelote était resuspendue dans de I’eau ARNase free (100uL pour les échantillons de foie, 50uL
pour les échantillons de muscle et 25 a 30uL pour les échantillons de tissu adipeux blanc) par allers-
retours dans le cone de pipette. Dans le cas ol la pelote ne se dissolvait pas facilement, I’échantillon
pouvait étre incubé au bain-marie pendant 10 mn, a 55°C-60°C, avant d’étre resuspendu. A ce stade,

les échantillons étaient stockés a -80°C.
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6.4.2.2. Quantification des ARN

La quantité d’ARN des échantillons était dosée avec un fluorimétre Quantus™ équipé avec un systéme

ARN Quantifluor® (Promega, France), en fonction des instructions fournies avec 'appareil.

6.4.2.3. Rétrotranscription

De I’ADN complémentaire (ADNc) était retranscrit a partir de 2ug d’ARN extrait des échantillons avec
un kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit fourni par Applied Biosystem (Thermo Fisher

Scientific, Etats-Unis), en fonction des instructions fournies par le fabricant.

Brievement, les ARN extraits étaient mélangés avec un volume égal de mélange « master mix » de
rétrotranscription contenant les composants décrits dans le tableau ci-dessous, basé sur les indications

du manuel du fournisseur (exemple pour un volume final de mélange réactionnel de 10uL) :

Tableau 7 : Composition du master mix de rétrotranscription

Composant Volume (pL)

Tampon 10X Reverse Transcript 2
25X dNTP (100mM) 0,8
10X Reverse Transcript Random Primers 2
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1
Inhibiteur d’ARNase 0,5
H.O ARNase-free 3,7
Total par réaction 10

Le mélange master mix + ARN était alors incubé dans un thermocycleur CFX connect™ Real-time
system (Bio-Rad, Etats-Unis) pendant 10 minutes a 25°C, puis 120 minutes a 37°C, puis 5 minutes a
85°C, avant de se redescendre a 4°C. Cette étape catalyse ainsi la rétrotranscription d’ADNc, qui était

conservé a -20°C avant I'étape suivante

6.4.2.4. Mesure quantitative de la réaction en chaine par polymérase en temps réel

Les échantillons d’ADNc étaient dilués dans 8 volumes d’eau ARNase-free, puis mis en présence du
mélange pour la réaction en chaine par polymérase et d’une sonde Tagman (Applied Biosystems,
Australia) congue de sorte a s'hybrider avec une région d'ADN spécifique amplifiée par une paire de
d'amorces spécifiques, tel que décrit dans le tableau ci-dessous (exemple pour un dép6t de 9,5 L en

duplicata) :
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Tableau 8 : Composition du mix pour la réaction en chaine par polymérase

Composant Volume (uL) ‘
ADNCc dilué 10
Sonde (cf. Tableau 9 : Sondes Tagman utilisées) 1

Master Mix 10

Tableau 9 : Sondes Tagman utilisées

Gene ciblé Référence

Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) Mm99999915 gl

Mitochondrial transcription factor A (TFam) Mm00447485 m1
Nuclear respiratory factor 1 (NRF1) MmO01135606_m1
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (Ppar-a) Mm00440939_m1
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (Ppar-y) Mm00440940_m1

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC1-a) Mm01208835_m1

La réaction en chaine par polymérase était initiée dans un thermocycleur CFX connect™ Real-time
system (Bio-Rad, Etats-Unis) par 2 minutes d’activation des enzymes a 50°C, 10 minutes de
dénaturation suivies d’'une minute d’élongation. 40 cycles étaient réalisés en tout. L’expression des
ARNm était alors estimée avec la méthode par comparaison des cycles de transcription (AACt).
L’expression génique était normalisée en utilisant GAPDH comme géne de ménage, les données sont

présentées en utilisant leur valeur Rq normalisée par le groupe controle, définie telle que :

Rq — 2—AACt
Avec : ACt = Ct (gene cible) — Ct (GAPDH)

Et : AACt = ACt (échantillon) — ACt (moyenne groupe controle)

6.4.3. Activités enzymatiques

Environ 25 mg de tissu (muscle, foie) congelé étaient homogénéisés mécaniquement dans un potter
en verre dans 20 volumes de tampon (KCl 175 mM, EDTA 2 mM et Triton 100X 0,1% ; pH: 7,4), soumis
a 3 cycles de congélation-décongélation, afin d’opérer un éclatement mécanique de la membrane
mitochondriale (Stephenson, E. J. et al. 2012) avant d’étre redilués dans 4 volumes de ce méme

tampon. Les échantillons étaient alors congelés a -80°C jusqu’a utilisation.
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6.4.3.1. Citrate Synthase (CS)

Ce protocole est adapté de la méthode mise au point par Srere (Srere, P. A. 1969).

Un tampon de réaction enzymatique était préparé tel que décrit dans le tableau ci-dessous, ici un
exemple pour environ 20 mL de tampon (soit la quantité nécessaire pour une plague 96 puits

compléte) :

Tableau 10 : tampon de réaction enzymatique CS

Solution Diluant Concentration Volume
meére final
Tris-HCI; pH8,1  HO  725mM  19,005mL
Acétyl-CoA H.0 30 mM 210 pL
DTNB Ethanol 1mM 210 pL

Remarque : la solution de DTNB est sensible a la lumiere.
Cing microlitres d’échantillon préparé comme indiqué plus haut étaient déposés en duplicata sur une
plaque 96 puits (300 uL, fond plat) en présence de 185 pL du tampon décrit dans le Tableau 10. Puis
une cinétique d’absorbance a 412 nm correspondant au bruit de fond expérimental était enregistrée

pendant 3 minutes, appelée Actpruit.

10 ul d’une solution d’acide Oxaloacétique (OA, 10 mM, dissout dans du buffer Tris-HCI) étaient ajoutés
dans tous les puits rapidement a 'aide d’une pipette multicanaux, afin de déclencher la réaction

enzymatique dans tous les puits en méme temps.

L’enzyme CS catalyse la réaction entre I'acétyl-CoA et I'acide OA pour former de I'acide citrique. Le
produit de cette réaction résulte en la formation de CoA avec un groupement thiol, lequel réagit avec
le DTNB présent pour former de I’acide 5-thio-2-nitrobenzoique (TNB) de couleur jaune, quantifiable

en mesurant I'absorbance a 412 nm.

Acétylcoq + Acide OA — Citrate + CoA — SH + HY + H,0

Et: CoA—SH + DTNB - TNB + CoA—S—-S—TNB

Une nouvelle cinétique d’absorbance était ainsi enregistrée appelée activité totale (Actiotale)
immédiatement apres ajout de I'acide OA, et I'activité nette (Actnette) de la CS était calculée telle que,

en pmoles/min :
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Actpette = AClorale — AClpryit

Avec: Act = mVdil
eNMy],
Et:
m (unité par minute) =  pente de la droite de la cinétique d’absorbance (en unité par minute)
V(mL) = volume total de la réaction (ici : 0,2 mL)
™ (mMt.cm?) = coefficient d’extinction du TNB a 412 nm (ici : 13,6)
L (cm) = longueur d’onde pour la mesure d’absorbance (ici : 0,552)

La valeur nette d’activité de CS est normalisée par rapport a la quantité de muscle mouillé (w.t.)
présente, ou a la quantité de protéines totales (cf. paragraphe § 6.4.4.1 : Protéines totales) injectée

dans un micro-puits. Les données finales sont exprimées en nmol.mn™.

6.4.3.2. B-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (6-HAD)

Un tampon de réaction enzymatique était préparé tel que décrit dans le tableau ci-dessous, ici un
exemple pour environ 7 ml de tampon (soit la quantité nécessaire pour un tiers de plaque 96 puits,

soit 16 échantillons en duplicata) :

Tableau 11 : tampon de réaction enzymatique 3-HAD

Solution Diluant Concentration meére

Tris-HCl — EDTA, pH 7 H.0 50 mM —-2mM 7 mL

NADH, forme réduite, Tris HCI - EDTA 10 mM 186,2 uL

dissodium salt

A préparer frais !
Cing microlitres d’échantillon préparé comme indiqué plus haut étaient déposés en duplicata sur une
plague 96 puits (300 uL, fond plat) en présence de 185 pL du tampon décrit dans le Tableau 11. Puis
une cinétique d’absorbance a 355 nm correspondant au bruit de fond expérimental était enregistrée

pendant 3 minutes, appelée Actpruit.

Dix microlitres d’une solution d’acétoacétyl CoA (2 mM, dissout dans de |'eau) étaient ajoutés dans
tous les puits rapidement a l'aide d’une pipette multicanaux, afin de déclencher la réaction

enzymatique dans tous les puits en méme temps.

Attention : la réaction est sensible a la concentration d’acétoacétyl CoA injectée, il est ainsi préférable

de travailler avec une pipette P10 dans un souci de reproductibilité.

L'enzyme B-HAD catalyse la réaction entre l'acétoacétyl-CoA et le NADH pour former du B-

Hydroxybutyryl-CoA + 3-NAD.
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AcétoAcétylc,, + NADH — Hydroxybutyryl — CoA + BNAD

La disparition du NADH est mesurée a une longueur d’ondes de 355 nm lors d’une nouvelle cinétique
d’absorbance appelée Actwte immédiatement apres ajout de l'acétoacétyl-CoA. L'activité nette

(Actnetre) de la B-HAD était calculée telle que, en pmoles/min :

Actpette = ACliotate — AClpryit

Avec: Act = ";;‘I/n*f;l
Et:
m (unité par minute) =  pente de la droite de la cinétique d’absorbance (en unité par minute)
V(mL) = volume total de la réaction (ici : 0,2 mL)
™ (mM*.cm™) = coefficient d’extinction du NADH & 355 nm (ici : 6,22)
L (cm) = longueur d’onde pour la mesure d’absorbance (ici : 0,552)

La valeur nette d’activité de B-HAD est normalisée par rapport a la quantité de muscle mouillé (w.t.)
présente, ou a la quantité de protéines totales (cf. paragraphe § 6.4.4.1 : Protéines totales) injectée

dans un micro-puits. Les données finales sont exprimées en nmol.mn™.

6.4.4. Dosages colorimétriques

6.4.4.1. Protéines totales

Le contenu en protéines totales des homogénats de tissus était évalué grace a un kit DC™ Protein Assay
(Bio-Rad, Etats-Unis), adapté de la méthode de Lowry (Lowry, O. H. et al. 1951). Une gamme étalon
était préparée a partir d’albumine de sérum bovin (ASB) diluée dans de I'eau et la lecture de
I’absorbance était réalisée a 750 nm grace a un spectrophotometre PowerWave XS2 (BioTek, Etats-
Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Les échantillons étaient déposés en duplicata et ceux

dont le coefficient de variation excédait 10% étaient dosés a nouveau.

6.4.4.2. Insuline

Les taux d’insuline plasmatique des souris étaient évalués a I'aide d’un kit Mouse Ultrasensitive Insulin
ELISA (Référence #80-INSMSU-EQ1, Alpco Diagnostics, Etats-Unis), selon les instructions du manuel.
Les échantillons de plasma étaient déposés en duplicata, sur une plaque 96 puits enduite d'un
anticorps monoclonal ciblant spécifiquement linsuline. Un détecteur d’anticorps monoclonal
secondaire marqué a la peroxydase de raifort (HRP) est alors ajouté. Aprés un temps d’incubation, la
plague de microtitration est lavée afin d’éliminer les anticorps non liés marqués a I'enzyme. Une
solution tétraméthylbenzidine (TMB)-H,0, est ajoutée et incubée, générant une couleur directement

proportionnelle a la concentration d’insuline dans I’échantillon d’origine. La réaction est arrétée avec
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un acide et la plaque de microtitration est lue par spectrophotométrie a 450 nm grace a un PowerWave
XS2 (BioTek, Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Le kit était calibré grace a une dilution
en série d’une solution d’insuline standard. Les échantillons dupliqués dont le coefficient de variation

excédait 20% étaient dosés a nouveau.

6.4.4.3. Acides Gras Non Estérifiés

Les taux d’acides gras non estérifiés (AGNE) étaient évalués selon la méthode développée par Wako
(kit NEFA-HR 2, Wako, Allemagne), selon le protocole préconisé par le fabriquant. Quatre microlitres
d’échantillon de plasma dilué ou non étaient déposés sur une plaque 96 puits avant ajout des réactifs.
Le kit met en jeu la réaction de I’Acyl-CoA synthétase qui en présence de coenzyme A et d’ATP,
transforme les AGNE en Acyl-CoA, AMP et acide pyrophosphorique. Grace a I’Acyl-CoA oxydase, I'Acyl-
CoA obtenu est oxydé et libere du 2,3-trans-Enoyl-CoA et du H,0,. Ce dernier est transformé en un
pigment bleu-violet par condensation oxydative avec la 3-Méthyl-N-Ethyl-(B-Hydroxéthyl)-Aniline et la
4-amino-antipyrine, en présence de peroxydase. L’absorbance en 2 points (546 nm et 660 nm) était
mesurée apres 10 mn d’incubation a 37°C nm grace a un spectrophotométre PowerWave XS2 (BioTek,
Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Le kit était calibré avec une dilution en série d’'une
solution standard fournie. Les échantillons dupliqués dont le coefficient de variation excédait 20%

étaient dosés a nouveau.

6.4.4.4. Triglycérides plasmatiques

Les taux de triglycérides plasmatiques des souris étaient évalués a I'aide d’un kit Triglycerides
Enzymatic Assay fournit par MaxDiscovery (référence #5603-01, Bioo Scientific Corporation, Etats-
Unis), selon les instructions du manuel. Les échantillons de plasma étaient dilués dans du tampon PBS
(NaCL 137 mM ; KCI 2,7 mM ; Na;HPO4 10mM et KH,PO4 1,76 mM) a raison de 1:1 et déposés en
duplicata. L'absorbance était lue a 520 nm grace a un spectrophotométre PowerWave XS2 (BioTek,
Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Le kit était calibré grace a une dilution en série
d’une solution standard de triglycérides. Les échantillons dupliqués dont le coefficient de variation

excédait 20% étaient dosés a nouveau.

6.4.4.5. Triglycérides hépatiques

Le contenu en triglycérides hépatiques des souris était évalué a I'aide d’un kit colorimétrique pour
triglycérides (référence #K622-100, Biovision Inc., Etats-Unis), selon les instructions du manuel. Cent
mg de foie congelé étaient homogénéisés dans 1mL de tampon composé de 5% de Nonidet P40 dans
de I'’eau. Afin de solubiliser les triglycérides présents, les échantillons subissaient 2 cycles de chauffage
a 90°C pendant 2 a 5 minutes suivi d'un refroidissement a température ambiante avant d’étre

centrifugés a 2000g pendant 2 minutes a température ambiante. Le surnageant était prélevé et dilué
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10 fois avec de I'eau. Quinze microlitres d’homogénat étaient déposés sur une plaque 96 puits en
duplicata, et le volume total de chaque puits était alors ajusté a 50uL avec le tampon fournit par le
fabricant. Aprés ajout des réactifs, I'absorbance était lue a 570 nm grace a un spectrophotométre
PowerWave XS2 (BioTek, Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Le kit était calibré grace
a une dilution en série d’une solution standard de triglycérides. Les échantillons dupliqués dont le

coefficient de variation excédait 20% étaient dosés a nouveau.

6.4.4.6. Cholestérol total

Les taux de cholestérol plasmatiques des souris étaient évalués a I'aide d’un kit Cholesterol Enzymatic
Assay fournit par MaxDiscovery (référence #3460-06, Bioo Scientific Corporation, Etats-Unis), selon les
instructions du manuel. Les échantillons de plasma étaient dilués dans du tampon PBS a raison de 1:1
et déposés en duplicata. Les esters de cholestérol sont convertis dans un premier temps en cholestérol
et acides gras grace a la présence d’une enzyme. Le cholestérol est alors oxydé pour former du
cholesten-3-one + H,0;, lequel réagit avec du 4-aminoantipyrine et de I'acide 4-hydroxybenzoique
(PHBS) pour produire de la quinonéimine, de couleur rouge. L’absorbance était lue a 520 nm gréce a
un spectrophotometre PowerWave XS2 (BioTek, Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Le
kit était calibré grace a une dilution en série d’une solution de cholestérol standard (200mg/dl). Les

échantillons dupliqués dont le coefficient de variation excédait 20% étaient dosés a nouveau.

6.4.4.7. Cholestérol LDL

Les taux de cholestérol LDL plasmatiques étaient évalués a I'aide d’un kit Mouse LDL-cholesterol fournit
par Crystal Chem (référence #79980, Crystal Chem, Etats-Unis), selon les instructions du manuel. Les
échantillons de plasma étaient dosés purs. Les fractions LDL, VLDL et chylomicrons présentes dans
I’échantillon réagissent avec une solution d’acide sulfonique polyvinyle et d’éther de glycol
polyéthylene, résultant en I'inaccessibilité de ces fractions tandis que le cholestérol HDL réagit avec le
cocktail enzymatique présent pour former du H,0; lequel est quantifié par réaction de Trinder dans
une 1% mesure. L’ajout d’un détergent spécifique permet de relarguer le cholestérol LDL du complexe
acide sulfonique polyvinyle - éther de glycol polyéthylene, permettant a cette fraction de réagir a son
tour avec I'enzyme présente pour produire a nouveau du H,0,. Ce dernier est quantifié a nouveau et
soustrait de la mesure précédente afin d’estimer les niveaux de cholestérol LDL. Le changement
d’absorbance suite a I'ajout du dernier réactif était mesure a 600 nm grace a un spectrophotométre
PowerWave XS2 (BioTek, Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Le kit était calibré grace
a une dilution en série d’une solution de cholestérol LDL standard. Les échantillons dupliqués dont le

coefficient de variation excédait 20% étaient dosés a nouveau.
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6.4.4.8. Cholestérol HDL

Les taux de cholestérol HDL plasmatiques étaient évalués a I'aide d’'un kit Mouse HDL-cholesterol
fournit par Crystal Chem (référence #79990, Crystal Chem Inc., Etats-Unis), selon les instructions du
manuel. Les échantillons de plasma étaient dosés purs. Les fractions non HDL (LDL, VLDL et
chylomicrons) présentes dans I’échantillon réagissent avec une solution d’acide sulfonique polyvinyle
et d’éther de glycol polyéthyléne, résultant en I'inaccessibilité de ces fractions tandis que le cholestérol
HDL réagit avec le cocktail enzymatique présent pour former du H,0,, lequel est quantifié par réaction
de Trinder. Le changement d’absorbance suite a I'ajout du dernier réactif était mesuré a 600 nm grace
a un spectrophotometre PowerWave XS2 (BioTek, Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis).
Le kit était calibré grace a une dilution en série d’une solution de cholestérol HDL standard. Les

échantillons dupliqués dont le coefficient de variation excédait 20% étaient dosés a nouveau.

6.4.4.9. Hémoglobine glyguée

Les taux de d’hémoglobine glyquée (HbA1.) étaient évalués a I'aide d’un kit Hemoglobin Alc assay
fournit par Crystal Chem (référence #80310, Crystal Chem Inc., Etats-Unis), selon les instructions du
manuel. Le dosage s’effectuait sur sang total additionné de 1ul d’EDTA 0,1M pour 20uL de sang total,
afin d’éviter la coagulation. Les échantillons étaient soumis a une digestion extensive par une protéase,
ce qui entrainait un relargage d’acides aminés dont des valines glyquées provenant des chaines
d’hémoglobine béta. Ces valines glyquées servaient ensuite de substrats pour une oxydase spécifique
pour la fructosyl-valine. Cette enzyme clive spécifiquement les valines terminal-N produisant ainsi du
H,0, de maniere proportionnelle a la quantité d’hémoglobine glyquée présente. Le changement
d’absorbance suite a I'ajout du dernier réactif était mesuré a 700 nm grace a un spectrophotomeétre
PowerWave XS2 (BioTek, Etats-Unis), et le logiciel Gen5 (BioTek, Etats-Unis). Le kit était calibré grace
a deux solutions de HbA1. standard. Les échantillons dupliqués dont le coefficient de variation excédait

20% étaient dosés a nouveau.
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6.5. STATISTIQUES

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne (SEM).

Les analyses statistiques étaient réalisées a |'aide du logiciel Prism V6 et V7 (GraphPad software, USA).
La normalité des valeurs était controlée par le test de Kolmogorov-Smirnov et ’lhomogénéité des
variances était déterminée avec le F-Test de Bartlett. Quand les deux conditions de normalité et
d’homogénéité des variances étaient respectées, les groupes étaient comparés entre eux par un test t
de Student pour échantillons non appariés (2 groupes a comparer) ou, lorsqu’il y avait plus de 2
groupes a comparer, une ANOVA a une, deux ou trois voies. Lorsque les données a comparer étaient

réparties sur plusieurs temps de mesure, une ANOVA a mesures répétées était appliquée.

Un test post-hoc de Tukey était réalisé lorsque 'ANOVA s’avérait significative. Lorsque seul I'effet
groupe était significatif, un test post-hoc de Newman-Keuls ou de Bonferroni par colonne était
appliqué. Quand I'homogénéité des variances n’était pas respectée, '’ANOVA était appliquée avec la
correction de Greenhouse-Geisser. Quand les conditions de normalité n’étaient pas respectées, un test
de Kruskal-Wallis était appliqué a la place de ’ANOVA, avec un test post-hoc de Dunn lorsque le seuil

de significativité était atteint.

Le seuil de significativité était fixé a p<0,05.
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7. ETUDE1 :

EFFETS DE DEUX PROGRAMMES D’ENTRAINEMENT SUR LE CONTROLE
GLYCEMIQUE ET LA FONCTION MITOCHONDRIALE DU MUSCLE

SQUELETTIQUE DE JEUNES SOURIS DB/DB
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7.1. PREAMBULE

Cette premiere étude a fait I'objet d’'une publication dans la revue Scientific Reports en mars 2016,
I'article est intégralement disponible en annexe dans sa version originale. Ce qui suit est une traduction

en langue Francaise dudit article.
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7.2. INTRODUCTION

L'activité physique apparait comme une stratégie efficace pour la prévention mais également le
traitement du DT2 (Sanz, C. et al. 2010). De nombreuses études ont démontré |'effet bénéfiques des
interventions basées sur I'activité physique pour améliorer la sensibilité a I'insuline, la tolérance au
glucose et le contréle glucidique a long terme (Avery, L. et al. 2012; Roberts, C. K. et al. 2013; Umpierre,
D. et al. 2013). Les recommandations actuelles en terme d’exercice pour les patients diabétiques sont
de l'ordre de 150 mn d’exercice modéré a vigoureux par semaine (A.D.A. 2004). Cependant,
I’adhérence a long terme des individus aux protocoles d’activité physique reste problématique (Chen,
Y. et al. 2015). De plus, de récents travaux ont montré un phénomeéne de résistance aux effets
bénéfiques de I'activité physique chez certains patients (Stephens, N. A. et Sparks, L. M. 2015). Ainsi,
I'identification de modalités d’activité physique présentant une meilleure adhérence et/ou efficacité

apparait comme un défi majeur pour améliorer les bénéfices sur la santé des patients atteints de DT2.

Il a été démontré que I'adhérence des patients a I'activité physique était globalement meilleure pour
I’entrainement intermittent de haute intensité (High Intensity Interval Training, HIIT) (Jung, M. E. et al.
2015; Kong, Z. et al. 2016), et de nombreuses études récentes ont également montré des améliorations
sur le controle glycémique consécutif a un HIIT (Trapp, E. G. et al. 2008; Gillen, J. B. et al. 2012; Shaban,
N. et al. 2014; Fex, A. et al. 2015; Francois, M. E. et Little, J. P. 2015; Madsen, S. M. et al. 2015;
Marcinko, K. et al. 2015; Cassidy, S. et al. 2016; Denou, E. et al. 2016; Steckling, F. M. et al. 2016). Les
effets du HIT sur la glycémie pourraient étre en partie dus a I'amélioration de la fonction
mitochondriale musculosquelettique, ainsi que I'ont suggéré certains auteurs (Little, J. P. et al. 2011).
En effet, le HIIT semble étre un puissant activateur de la biogénése mitochondriale, potentiellement
via la stimulation de I'expression de PGC1-a (Little, J. P. et al. 2011; Gibala, M. J. et al. 2012; Hoshino,
D. et al. 2013; Cochran, A. J. et al. 2014). En outre, la dysfonction mitochondriale semble liée a la
résistance a l'insuline (Szendroedi, J. et al. 2011). Ainsi, améliorer la fonction mitochondriale pourrait
participer a lever I'inhibition sur la voie de signalisation de I'insuline, caractéristique du DT2 (Hesselink,

M. K. et al. 2016).

A ce jour, aucune étude n’a comparé les effets du HIIT avec ceux d’un entrainement continu a intensité
modéré (Moderate Intensity Continuous Training, MICT), plus traditionnel, sur les adaptations
mitochondriales musculosquelettiques dans un contexte de DT2. Ainsi, I'objectif de ce travail était de
comparer les effets de 10 semaines d’HIT et de MICT sur I'homéostasie glucidique, la voie de

signalisation de I'insuline et la fonction mitochondriale de souris diabétiques. Notre hypothése était
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qgue I’entrainement de type HIT aurait de plus grands bénéfices sur le controle glycémique en raison

d’amélioration plus marquée de la fonction mitochondriale.
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7.3. MATERIEL ET METHODES

7.3.1. Animaux

Trente souris db/db méles dgées de 5 semaines ont été sélectionnées pour I'étude parmi 46 souris, a
I'issue d’un test initial de course sur tapis roulant. Les caractéristiques des animaux, de leurs conditions
d’hébergement et de leurs régimes sont décrites en paragraphe §6.1. Aprés une semaine
d’acclimatation, les animaux ainsi sélectionnés étaient répartis dans les groupes controle (CON), MICT
ou HIIT. Aprés 10 semaines d’entrainement, les animaux étaient mis a jeun pour la nuit puis mis a mort

par décapitation, avant dissection.

7.3.1.1. Test de performance

Le protocole de test de performance était adapté de précédents travaux (Kemi, O. J. et al. 2002; Lee,

S.etal 2011; Ostler, J. E. et al. 2014), avec les adaptations suivantes :

Les souris du groupe MICT étaient placées sur le tapis roulant et s’échauffaient pendant 5 minutes a
une vitesse de 6 m/mn. La vitesse était ensuite augmentée par paliers de 2 m/mn toutes les 2 minutes
jusqu’a ce que la souris ne soit plus capable de continuer malgré une stimulation légere a I'aide d’'une
baguette en bois. Les souris du groupe HIIT réalisaient un test de performance sur un tapis roulant
avec une pente de +20°. Les tests de performances avaient lieu au début du protocole et aprés 5

semaines d’entrainement afin de réajuster I'intensité de celui-ci.

7.3.1.2. Entrainement

Les protocoles d’exercice chroniques étaient adaptés de précédents travaux (Stolen, T. O. et al. 2009;
Lee, S. et al. 2011; Ostler, J. E. et al. 2014), avec les modifications suivantes (cf. Figure 15 : Design de

I'étude 1) :

Les souris du groupe MICT courraient pendant 80 mn a une intensité correspondant a 50-60% (pente :
0°) de la vitesse maximale atteinte lors du dernier test de performance réalisé. Les souris du groupe
HIIT réalisaient un entrainement intermittent a haute intensité qui consistait en 13 séries de 4 mn de
course en pente (+20°) a une intensité correspondant a 85-90% de la vitesse maximum atteinte lors du
dernier test de performance a +20° en date. Les séries d’exercice étaient séparées par des périodes de

repos de 2 mn.

Pour permettre I’"habituation des animaux, I'intensité de I’exercice était graduellement augmentée sur

les trois premiéres semaines sur pente nulle, ou a +20°, dans le but d’atteindre les objectifs décrits plus
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haut. Les souris des deux groupes étaient exposées a 10 semaines d’entrainement a raison de 5

sessions par semaine.

7.3.2. Procédures in vivo

7.3.2.1. Composition corporelle

La masse maigre et la masse grasse étaient évaluées en début et fin de protocole, selon la méthode

décrite en paragraphe §6.2.1.

7.3.2.2. Test de tolérance a I’'amidon et a l'insuline.

Les tests étaient réalisés en fin de protocole selon les méthodes décrites en paragraphe §6.2.5 et
§6.2.6. La glycémie était monitorée pendant les 2 heures suivant une injection intrapéritonéale
d’insuline (2 U/kg de poids de corps) ou un gavage oral d’une solution d’amidon de mais (3g/kg de
poids de corps) sur les souris préalablement mises a jeun sur la nuit. La glycémie était mesurée avant

intervention, puis 30, 60, 90 et 120 minutes aprés.

7.3.3.  Collecte du sang et paramétres sériques

Le sang total était recueilli immédiatement aprés la mise a mort de la souris et une petite portion
destinée au dosage d’HbA1. (20uL) était collectée dans un tube traité avec 1uL d’EDTA (0,1), puis
laissée dans de la glace jusqu’a analyse. Le reste du sang était collecté dans un tube sec et laissé a
coaguler a température ambiante pendant 45 mn avant d’étre centrifugé pendant 10 mn a 2000g. Le

sérum surnageant était alors pipeté et congelé a -80°C jusqu’a analyse.

L'insuline sérique et le taux d’"HbA1. étaient mesurés selon les méthodes décrites respectivement en

paragraphe §6.4.4.2 et paragraphe §6.4.4.9.

7.3.4. Incubations de muscles

Les muscles soléaires intacts des deux jambes étaient soigneusement disséqués et incubés selon la
méthode décrite en paragraphe §6.3.1 : Incubation de muscles, en présence ou absence de 12 nM

d’insuline.
7.3.5.  Activités enzymatiques

Vingt-cing mg de muscle gastrocnémien étaient homogénéisés dans 20 volumes de buffer, tel que
décrit en paragraphe §6.4.3, afin d’évaluer I'activité des enzymes CS et B-HAD, selon le protocole décrit

en paragraphe §6.4.3.
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7.3.6.  Respiration mitochondriale sur fibres perméabilisées

La respirométrie haute résolution était réalisée dans un Oxygraph-2k (Oroboros, Autriche) sur une
petite portion de fibres de gastrocnémien, perméabilisées selon la méthode décrite en paragraphe

§6.3.2.2.

Aprés calibration, oxygénation et stabilisation du signal, du palmitoyl-carnitine (0,02 mM) et du malate
(2 mM) étaient ajoutés dans les chambres. Le paquet de fibres perméabilisé était alors ajouté et le
plateau de consommation d’0; en absence de stimulation par I’ADP, appelé leak state était enregistré.
2,5 mM d’ADP et 1,5 mM de MgCl, étaient alors ajoutés dans la chambre pour la mesure de respiration
maximale stimulée par un acide gras. Le reste du protocole consistait en I'enregistrement séquentiel

du plateau de consommation d’O; pour :

- Complexe | : (addition de 5 mM de pyruvate)

- Complexe | + Il (addition de 10 mM de succinate)

- Complexe Il (addition de 0,5 uM de roténone)

- Complexe Il découplé (ajouts successifs de paliers de 0,05 uM de CCCP jusqu’a ce que le
plateau de consommation d’0; soit atteint)

- Consommation résiduelle (addition de 2,5 uM d’antimycine)

La température était maintenue a +37°C. Le protocole détaillé et la composition des milieux utilisés

est disponible en paragraphe §6.3.2.

7.3.7. Western-Blot

Les protéines des muscles soléaires et gastrocnémien étaient extraites selon le protocole décrit en
paragraphe §6.4.1.1. Pour le western blot, 15 ug de protéines étaient déposées. Le protocole et les
spécificités des anticorps sont décrits en paragraphe §6.4.1 : Quantification du niveau d’abondance

des protéines par western Blot.

7.3.8.  Analyse de I’expression des génes par RT-qPCR

Le protocole complet ainsi que le détail des sondes utilisées est décrit dans la méthodologie générale

en paragraphe §6.4.2 : Analyse de I'expression des genes par RT-qPCR.

7.3.9. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + erreur standard a la moyenne. Le détail du

choix des tests statistiques est explicité en paragraphe §6.5: Statistiques.
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Figure 15 : Design de I'étude 1

— 9 SEMAINES: 5 JOUrS ey
par semaine
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7.4. RESULTATS

7.4.1.  Composition corporelle

Aucun effet significatif de I'entrainement n’a été mis en évidence que ce soit sur le poids corporel, la

masse grasse ou maigre en comparaison a CON (cf. Tableau 12 : Caractéristiques des souris avant et

apres entrainement).

Tableau 12 : Caractéristiques des souris avant et aprés entrainement

N=

Poids corporel, semaine 1 (g)
Masse grasse, semaine 1 (%)
Masse grasse, semaine 10 (%)
Masse maigre, semaine 1 (%)
Masse maigre, semaine 10 (%)
Masse du foie (g)

Masse du foie (%)

Masse du gastrocnémien (mg)
Masse du gastrocnémien (%)

39,89+0,79
47,46 £ 0,76
52,96 +0,78
49,66 + 0,74
44,91 + 0,62
1,70 £0,09
4,27 +0,19
51,75+ 2,80
0,13 +0,01

39,04 +1,43
46,48 + 0,74
53,11+0,75
50,81 +0,97
44,95 + 0,66
1,68 £ 0,07
4,35+ 0,25
51,50 + 3,58
0,13 +£0,01

35,19+ 3,19
48,96 + 0,50
48,14 £ 4,31
48,67 £ 0,54
50,27 + 4,18
1,48 £ 0,07
4,54 + 0,06
49,87 £ 4,28
0,15+ 0,01

7.4.2.  Glycémie et réponse aux tests de tolérance a I'amidon et a l'insuline

0,232
0,060
0,920
0,250
0,710
0,093
0,875
0,920
0,372

Aprés 10 semaines d’entrainement, la glycémie a jeun était significativement plus basse dans le groupe

HIT (18,0 + 3,0 mmol.I"!) comparé au groupe MICT (26,0 + 1,5 mmol.l"}, p<0,05) et au groupe CON

(30,0 £ 1,5 mmol.I"t, p<0,01) (cf. Figure 16a). De méme, les niveaux d’HbA1. étaient significativement

réduits dans le groupe HIIT (6,0 £ 0,4 %) en comparaison au groupe CON (7,5 + 0,3 %, p<0,05) (Figure

16b). L'insuline a jeun n’était pas différente entre les groupes (Figure 16c). ANOVA a mesures

répétées réalisée sur les tests de tolérance a I'insuline (Figure 16d) et a 'amidon (Figure 16e) révele

des différences significatives entre les groupes a plusieurs temps de mesure. Toutefois, étant donné

que I’AUC net (i.e. I'aire sous la courbe exprimée aprés soustraction du niveau de base de glycémie) ne

différe pas entre les groupes (données non présentées), nous concluons ici que les différences notées

refletent simplement les différences basales de glycémie.
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Figure 16 : Glycémie, insulinémie, OGTT et ITT

Effets de 10 semaines de MICT ou HIIT sur la glycémie a jeun (a). ANOVA a 2 voies suivie d’un test post-
hoc de Tukey. HbA1. (b), et insuline sérique a jeun (c). ANOVA a 1 voie suivie d’un test post-hoc de
Tukey. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001. Evolution de la glycémie en réponse a un test de tolérance
a l'insuline (d) ou a I'amidon (e). ANOVA a mesures répétées suivie d'un test post-hoc de Tukey
* significativement différent de CON (p<0,05); $ significativement différent de MICT (p<0,05). Données
présentées telles que moyenne t erreur standard.

7.4.3.  Métabolisme oxydatif musculosquelettique

Dans le muscle gastrocnémien, I'analyse par western-blot de I'abondance des protéines OXPHOS a
révélé une augmentation modeste mais significative de la quantité totale de protéines des complexes
de la chaine respiratoire pour le groupe HIIT vs. MICT et CON (p<0,0001, Figure 17b). L'AMPK est connu
comme étant un important activateur des adaptations mitochondriales induites par I'entrainement,
notamment via la régulation de PGC1-a (Marcinko, K. et Steinberg, G. R. 2014). Ici, nos résultats
montrent que le rapport p-AMPK Thr172/AMPK n’a pas été affecté par I'exercice (Figure 17c). En
accord avec cela, aucun effet de I'entrainement n’a été noté sur les niveaux d’ARNm de PGC1l-a ou
d’autres régulateurs connus de la biogénése mitochondriale (Tfam, PPAR-a, PPAR-y, NRF-1. Figure
17e). De méme, les niveaux d’abondance de mitofusine-2 (MFN2), un marqueur de fusion
mitochondriale qui est connu pour étre réprimé dans un contexte de diabéete et augmenté suite a
I’exercice (Zorzano, A. 2009), n’étaient pas modifié par nos protocoles MICT ou HIIT (Figure 17d). En

accord avec ces résultats concernant I'expression de génes associés a la biogénése mitochondriale,
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nous n’avons pas mis en évidence de modification de I'activité de la CS et de la B-HAD suite aux 10

semaines d’entrainement (Figure 18c et d).
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Figure 17 : Métabolisme oxydatif musculosquelettique

(a) Images représentatives des western-blots. Les membranes sont présentées découpées autour de
la bande d’intérét. (b) Abondance en protéines des complexes de la chaine respiratoire, évaluée par
western-blot. ANOVA a 2 voies suivie d’'un test effet groupe de Newman-Keuls, **** p<0.0001. (c)
Ratio p-AMPKa Thri172/total-AMPK. (d) Abondance en mitofusine-2, évaluée par western-blot. ANOVA
a 1 voie. (e) Expression de 'ARNm de génes associés a la biogénése mitochondriale, ANOVA a 2 voies.
Les données sont exprimées telles que moyenne * erreur standard.

Nous avons également mesuré la consommation d’O; en absence d’ADP (appelé leak state ou V) et la
respiration maximale (Vmax) sur du gastrocnémien perméabilisé. Aucune différence n’a été mise en
évidence entre les groupes concernant le flux d’O, stable apres I'ajout séquentiel de palmitoyl-
carnitine (Vo PalC-M), d’ADP (Vmax PalC-M), de pyruvate (Vmax PalC-PM), de succinate (Vmax PalC-PMS)
et de CCCP (ETS) (Figure 18b).
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Figure 18 : Respirométrie et activités enzymatiques

(a) La concentration en O, (tracé bleu) et le flux d’O; (tracé rouge) en fonction du temps étaient
enregistré pendant le protocole de titrations décrit en paragraphe §7.3.6, sur des fibres perméabilisées
de gastrocnémien. 0,02 mM de palmitoyl-carnitine (Pal-C) et 2 mM de malate (M) étaient ajoutés dans
les chambres avant I'ajout des fibres. (ADP : 2,5 mM d’adénosine diphosphate, P : 5 mM de pyruvate,
S : 10 mM de succinate, U : 0,1uM de CCCP, Rot : 0,5uM de roténone, AmA : 2,5 uM d’antimycine A).
(b) Effets de MICT et d’HIIT sur la respiration mitochondriale. ANOVA a 2 voies. (c) activité de la CS et
de la B-HAD (d), ANOVA a 1 voie. Les données sont exprimées telles que moyenne + erreur standard.

7.4.4.  Voie de signalisation de I'insuline et contenu en Glut4 dans le muscle squelettique

La phosphorylation d’Akt sur ses résidus phosphorylés Ser473 et thr308 était mesurée sur les muscles
soléaires appariés incubés en présence ou absence de 12 nM d’insuline. ANOVA a montré un effet
significatif de I'exercice (p<0,05) et une interaction significative exercice*insuline (p<0,05). L’analyse
post-hoc a révélé un état de phosphorylation supérieur dans le groupe HIIT en comparaison au groupe
MICT et CON (p<0,05) (Figure 19b). Le contenu en Glut4 était significativement plus élevé dans le
groupe HIIT en comparaison au groupe CON dans le gastrocnémien (environ 2,5 fois, p<0,01) et le
soléaire (environ 2 fois, p<0,05) (Figure 19c et d). Le contenu en Glut4 du soléaire était également

significativement augmenté dans le groupe HIIT en comparaison au groupe MICT (Figure 19d, p<0,05).
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Figure 19 : Voie de signalisation de I'insuline et Glut4

(a) Images représentatives des western-blots. Les membranes sont présentées découpées autour de
la bande d’intérét. (b) Rapports Aktseraza/Aktiota €t Aktinrsos /Aktiotal €n conditions basale et stimulée par
I'insuline dans le muscle soléaire. ANOVA a 3 voies suivie d’un test post hoc effet groupe de Newman-
Keuls, **p<0,01. Détail complet des statistiques disponible en paragraphe §11.1: Statistiques
complétes étude 2a Figure 19. (c) Contenu en Glut4 estimé par western Blot dans le muscle
gastrocnémien et (d) soléaire. ANOVA a 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey, *p<0,05, **p<0,01.
Les données sont exprimées telles que moyenne * erreur standard.
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7.5. DISCUSSION

Les résultats de cette étude tendent a confirmer I’hypothese selon laquelle I'entrainement de type
HIIT améliore le métabolisme du glucose d’'une maniere supérieure au MICT. Nous n’avons pas observé
de changements majeurs dans la fonction mitochondriale des groupes entrainés, ce qui suggére que
les adaptations mitochondriales ne sont pas impliquées dans l'effet observé. Dans le muscle
squelettique, la voie de signalisation de I'insuline et le contenu en Glut4 étaient améliorés uniquement
dans le groupe HIIT, ce qui suggere que la sensibilité a I'insuline serait plus facilement modulable par
le HIIT comparé au MICT. Ceci pourrait en partie expliquer I’amélioration de I’'homéostasie glucidique

suite au programme HIIT.

Nous avons choisi dans ce travail de comparer les effets de deux modalités d’entrainement chez la
souris db/db. Ces animaux affichent rapidement une importante obésité entrainant le développement
d’un DT2 en raison d’une mutation sur le géne codant pour le récepteur a la leptine (Boquist, L. et al.
1974). Le fait est qu’il n’y a pas de modéle parfait pour étudier le DT2. La pathologie est trés complexe
de par la multiplicité de ses déterminants génétiques et environnementaux (Jin, W. et Patti, M. E.
2009). Ainsi, bien que ce modéle monogénique du diabéte ne soit naturellement pas représentatif de
I’ensemble des formes de la maladie, celui-ci reste parmi les modeles les plus souvent utilisés et
largement acceptés pour la recherche expérimentale sur le traitement du diabéete (Leiter, E. H. 2009).
La résistance a la leptine est une caractéristique courante du DT2 lié a I'obésité (Ceddia, R. B. et al.
2002), les souris db/db représentent ainsi un modeéle intéressant qui partage la plupart des anormalités
métaboliques observées chez le sujet humain (Leiter, E. H. 2009). Par ailleurs, il a déja été démontré
que les adaptations mitochondriales consécutives a I'exercice peuvent se retrouver inhibées en
absence de leptine (Li, L. et al. 2011). Dans ce contexte, on peut émettre I'hypothése que les
adaptations mitochondriales a I'exercice dans le muscle squelettique sont peut-étre difficiles a mettre
en évidence chez la souris db/db. De maniére similaire, il a été montré que les patients diabétiques
qualifiés de « résistants a I'exercice » (ceux qui n’améliorent pas leur HbAl. en réponse a un
programme d’entrainement) affichent une incapacité concomitante a stimuler la biogénése
mitochondriale (Stephens, N. A. et Sparks, L. M. 2015; Stephens, N. A. et al. 2015). Ainsi, la souris db/db
se positionne comme un bon candidat pour I'étude des effets de I'entrainement dans un contexte
difficile, représentatif des patients diabétiques résistants a I'exercice. Toutefois, la réalisation de ce
protocole sur un modéle du DT2 ne présentant pas cette particularité génétique pourrait s’avérer

intéressant pour confirmer ou non nos résultats.
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Nous avons observé une glycémie a jeun plus basse, confirmée par un taux d’HbA1l. diminué dans le
groupe HIIT, malgré I'absence d’effets sur la composition corporelle, alors qu’aucune amélioration
n’était observée dans le groupe MICT. A notre connaissance, cette étude était la premiére a comparer
les effets d’HIIT et de MICT sur la fonction mitochondriale musculosquelettique dans un contexte de
DT2. La revue des différents travaux déja publiés témoigne de la difficulté a obtenir des changements
bénéfiques induits par I'activité physique chez la souris db/db. Deux équipes de recherche ont testé
HIT sur ce modele, en utilisant un protocole similaire. Ostler et al. ont observé des améliorations
modestes sur la tolérance au glucose et la phosphorylation basale d’Akt sur son résidu sérine 473
(Ostler, J. E. et al. 2014). Stglen et al. ont noté une amélioration du profil lipidique (Stolen, T. O. et al.
2009). Cependant, aucune de ces équipes n’a observé de baisse de la glycémie a jeun. Parmi les auteurs
ayant testé I’entrainement MICT sur la souris db/db, Lee et al. ont noté une amélioration de la
tolérance a I'insuline (Lee, S. et al. 2011; Lee, S. et al. 2011) sans changements sur la glycémie a jeun,
en utilisant un protocole d’entrainement continu proche du ndtre. D’autres études sur ce modele ont
abouti a une absence d’amélioration du contréle glycémique, avec ce type de protocole (Sennott, J. et
al. 2008; Broderick, T. L. et al. 2012; Trask, A. J. et al. 2012). Ainsi, notre travail confirme que les
adaptations sur I’homéostasie glucidique consécutives a I'exercice sont difficiles a obtenir chez la
souris db/db, renforgant I'idée que ces animaux se placent comme un potentiel modéle de résistance
a I'exercice, dans le cas particulier de ces adaptations. Malgré cela, nos résultats montrent des effets
positifs d’HIIT sur 'homéostasie glucidique dans ce contexte, consolidant I'intérét d’étudier les effets
ce mode d’entrainement dans un contexte de DT2 et placant cette modalité d’exercice comme un bon

candidat pour combattre I’état de résistance a I’exercice.

Peu de changements sont intervenus suite a 10 semaines d’HIIT, concernant les parametres
mitochondriaux du muscle squelettique. Nous avons observé uniquement une augmentation de la
guantité totale de protéines OXPHOS sans incidence sur la capacité oxydative fonctionnelle estimée ex
vivo via la respiration mitochondriale de fibres musculaires perméabilisées. De maniére similaire, les
activités CS et B-HAD et I'expression d’ARNm de génes liés a la biogénése mitochondriale n’étaient pas
affectés par le HIIT ou le MICT. Chez la souris wild-type, |'exercice chronique est un activateur bien
connu d’AMPK, qui a son tour déclenche une réponse biogénique mitochondriale par I'induction de
PGC1-a (Li, L. et al. 2011), ce mécanisme a également été confirmé chez I'Homme (Lee-Young, R. S. et
al. 2009). Ces nouvelles données montrent que ce modéle de souris mutantes du DT2 n’a pas répondu
aux effets stimulateurs de I'exercice chronique sur aucun des parametres mesurés, suggérant que
certaines étapes de la voie de signalisation pourraient étre défectueuses. Comme il a déja été suggéré
lors d’expériences sur des souris ob/ob, un signal intact de la voie de la leptine est peut-&tre nécessaire

pour les adaptations induites par I’exercice via AMPK et PGC1-a dans le muscle (Li, L. et al. 2011; Ostler,

120



J. E. et al. 2014), ceci pourrait donc expliquer la quasi absence d’adaptations de la fonction
mitochondriale suite a I’entrainement, dans notre étude. Ces résultats obtenus avec des souris db/db
sont également cohérents avec certaines observations faites chez ’'Homme. En effet il a aussi été
démontré que I'augmentation de PGC1-a et Mfn2 liée a I'exercice chronique est parfois inhibée chez
les jeunes sujets diabétiques de type 2 (Hernandez-Alvarez, M. I. et al. 2010). Il est également
important de spécifier que tous les tests réalisés sur muscle squelettique dans I'étude qui nous occupe
ont été réalisées sur des tissus récoltés 72h apres la derniére session d’exercice, pour éviter le biais
d’un potentiel effet aigu de I'exercice (Siu, P. M. et al. 2003). Ainsi, on ne peut pas écarter la possibilité
gu’une élévation transitoire de I’activation d’AMPK et de PGC1-a se soit produite aprés chaque session
d’entrainement. Un tel effet pourrait expliquer la légere augmentation de la quantité de protéines de
la chaine respiratoire dans le groupe HIIT. Cependant, le fait que les mesures de respiration
mitochondriales ne montrent aucune amélioration dans les groupes entrainés tend plutét a indiquer
qgue les adaptations mitochondriales fonctionnelles consécutives a I'entrainement ont été mineures
voire nulles. Ainsi, ces nouvelles données ne sauraient remettre en question l'implication des
adaptations mitochondriales dans les effets bénéfiques observés sur le contréle glycémique suite au

HIIT.

Bien gu’il semble plausible que les adaptations mitochondriales soient mises en jeu dans une partie
des effets bénéfiques de I'activité physique, dans un contexte de DT2 (Little, J. P. et al. 2011), cette
nouvelle étude suggere que des mécanismes indépendants de la fonction mitochondriale pourraient
étre impliqués pour expliquer les améliorations du controle glycémique suite au HIIT. Nous avons mis
en évidence une augmentation significative de la phosphorylation d’Akt sur ses résidus Serd73 et
Thr308 dans le groupe HIIT, par rapport au groupe CON. De maniére intéressante, la baisse de
phosphorylation d’Akt sur I'un ou I'autre de ces sites est une des caractéristiques principales du défaut
de signalisation de la voie de I'insuline chez les patients DT2 (Karlsson, H. K. R. et al. 2005; Morino, K.
et al. 2005). Ainsi, 'amélioration de ce parameétre chez nos souris pourrait refléter une diminution de
I'insulinorésistance et pourrait expliquer en partie les effets positifs dans le groupe HIIT sur la glycémie
a jeun. De plus, le contenu en Glut4 dans le soléaire et le gastrocnémien était significativement plus
élevé dans le groupe HIIT, par rapport au groupe CON. De maniéere intéressante, les Glut4 jouent un
role important dans la régulation de I’homéostasie glucidique de I’organisme. Plusieurs études utilisant
des souris Glut4-KO ont montré que I’absence de cette protéine pouvait conduire a une hyperglycémie
(zisman, A. et al. 2000) ou a une intolérance au glucose chez la souris (Kim, J. K. et al. 2001; Fam, B. C.
et al. 2012). De la méme maniere, les études traitant de I'effet d’une session unique d’exercice sur des
souris déficientes en Glut4 concluent toutes que Glut4 est le facteur majeur responsable de la

captation du glucose lors de I'exercice (Zierath, J. R. et al. 1998; Ryder, J. W. et al. 1999; Howlett, K. F.
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et al. 2013). Réciproquement, la surexpression de Glut4 chez la souris saine et diabétique (db/db)
améliore a la fois la glycémie a jeun et nourrie, I'action de I'insuline et la disparition du glucose sanguin
lors d’un test de tolérance au glucose (Gibbs, E. M. et al. 1995; Ren, J. M. et al. 1995; Leturque, A. et
al. 1996; Brozinick, J. T. et al. 2001). Par ailleurs, durant un exercice aigu, les souris surexprimant Glut4
semblent préférablement utiliser les glucides plutot que les lipides comme source d’énergie, sans qu’il
n’y ait d’impact sur la dépense énergétique globale (Bao, S. et Garvey, W. T. 1997). Ce postulat est
toutefois remis en question par une étude plus récente utilisant du 2-Deoxy-[3H]glucose, qui n’a
montré aucune différence entre les souris wild-type et des souris transgéniques sur la captation du
glucose par le muscle a I'exercice (Fueger, P. T. et al. 2004), suggérant qu’un contenu normal en Glut4
est suffisant pour 'augmentation de la captation du glucose a I'exercice. Dans une autre étude,
Ikemoto et son équipe ont démontré que I'exercice chronique résultait en une expression protéique
de Glut4 augmentée chez la souris wild-type et transgénique surexprimant Glut4. Les auteurs ont ainsi
prouvé que I'amélioration du contréle glycémique était cumulative et concomitante de 'augmentation
du contenu en Glut4, que ce soit suite a une manipulation génétique, I'entrainement ou les deux en
méme temps (lkemoto, S. et al. 1995). Ainsi, dans notre étude, 'augmentation du contenu en Glut4
musculaire induite par HIIT est vraisemblablement responsable, tout au moins en partie, de la

meilleure capacité du muscle a capter le glucose sanguin.

Les mécanismes qui sous-tendent les bénéfices supérieurs du HIIT par rapport au MICT sur
I"amélioration de la voie de signalisation de I'insuline et le contenu en Glut4 restent a élucider. Une
étude récente chez la souris saine et chez la souris obése a évalué I'impact de I'intensité de I'exercice
sur les adaptations physiologiques a I'entrainement (Cunha, V. N. et al. 2015). Cette étude a montré
gu’une intensité d’exercice plus élevée entrainait de plus grandes améliorations du contenu en Glut4
musculosquelettique et du contrdle glycémique chez les animaux obéses. De plus, certaines voies de
signalisation semblent particulierement sensibles a I'intensité de I'exercice. Par exemple, Egan et al.
ont montré sur le muscle squelettique humain que la phosphorylation d’HDAC, un activateur bien
connu de la transcription de Glut4 (McGee, S. L. et Hargreaves, M. 2011), était augmentée suite a une
session d’exercice a 80% du pic de VO, mais pas aprés une session a 40% du pic de VO, (Egan, B. et al.
2010). De nouvelles études seront nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires
qui menent aux différences observables entre HIIT et MICT sur les adaptations du contenu en Glut4 et
de la voie de signalisation de I'insuline, chez la souris db/db. Enfin, il est important de rappeler que
I’exercice est un stimulus puissant du turnover de I’ATP. Dans cette étude, bien que les sessions
d’exercice aient eu laméme durée dans les groupes HIIT et MICT, nous n’avons pas pu, pour des raisons
techniques, mesurer la dépense énergétique pendant I’entrainement. Nous ne pouvons donc pas

exclure que le débit énergétique supérieur induisant un plus grand turnover de I’ATP dans le groupe
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HIIT ne constitue pas un autre facteur important impliqué dans I'effet sur la glycémie a jeun, dans ce

groupe.

En conclusion, nous montrons dans ce travail que le HIIT a permis une meilleure amélioration du
contrdle glycémique que le MICT, chez la souris db/db. Cet effet n’est pas associé dans cette étude a
des améliorations de la fonction mitochondriale musculosquelettique. Seul I’entrainement
intermittent a haute intensité a permis d’améliorer la voie de signalisation de I'insuline et le contenu
en Glut4 dans le muscle squelettique. Dans leur ensemble, ces nouvelles données viennent renforcer
I'intérét du HIIT dans la prise en charge des patients DT2. En de la meilleure adhésion des patients pour
cette modalité d’entrainement, HIIT pourrait également entrainer des effets bénéfiques supérieurs sur
le contréle glycémique. De nouvelles études seront nécessaires pour confirmer ces effets et pour

élucider les mécanismes a I'origine de telles adaptations.
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8. ETUDE 2 :

EFFET DE TOTUM-63 SUR LE DEVELOPPEMENT DU DT2 DE

JEUNES SOURIS DB/DB ET DE JEUNES SOURIS NOURRIES AVEC

UN REGIME RICHE EN GRAISSE
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8.1. INTRODUCTION GENERALE

La progression du DT2 est préoccupante : en 2015, 415 millions de personnes dans le monde étaient
touchées tandis que 318 millions de plus présentaient un prédiabéte, un stade défini comme a haut
risque de développer la pathologie, mais encore réversible. Les recommandations hygiéno-diététiques
(activité physique et alimentation) constituent la premiere ligne d’intervention dans le cadre de la lutte
contre I'apparition du DT2. Dans ce contexte, les compléments nutritionnels a base de plantes offrent
de nouvelles perspectives de prise en charge, non en remplacement mais en ajout des stratégies
préventives hygiéno-diététiques classiques et toujours en amont de I'approche pharmacologique. En
effet, certains végétaux mis en évidence par des travaux ethno-épidémiologiques ont scientifiquement
prouvé leur efficacité dans le cadre des pathologies métaboliques (Graf, B. L. et al. 2010), faisant d’eux
des outils a la disposition des thérapeutes, au sein des premiéres lignes de traitement que constituent
les interventions hygiéno-diététiques. La société Valbiotis a développé Totum-63, un complément
nutritionnel a base d’extraits de 5 plantes (composition décrite en paragraphe §4.4.1), avec I'objectif
d’une obtention d’allégation propriétaire article 14.1a, selon le réglement CE n°1924/2006 (détail de
cette ambition en paragraphe §4.4.1). La premiéere étape de ce projet était de constituer une preuve
de concept quant a l'utilisation potentielle de Totum-63 pour prévenir le développement du
prédiabéte en DT2, et de dégager des pistes mécanistiques pouvant étre a I'origine des adaptations
observées. Les travaux préliminaires ayant permis de mettre au point la combinaison de 5 extraits (Test
des extraits un a un, deux a deux, etc. Tests de différentes doses, ...) ont été réalisées en amont de
cette thése et ne seront pas présentés ici, nous nous intéresserons seulement a I'effet de la

combinaison aboutie.

L’application a I’étre humain restant notre objectif final, nous avons choisi d’explorer les effets de la
supplémentation avec Totum-63 sur plusieurs modeles du prédiabete, ce qui est recommandé par
certains auteurs, afin de représenter la diversité de la pathologie que I'on rencontre également chez
I’étre humain (King, A. J. F. 2012). Ainsi, la technologie sera testée sur 2 modeles du prédiabéte, la
jeune souris db/db (qui constitue un modéle commun avec I'étude 1 de cette thése, sur I'activité
physique) et la souris nourrie avec un régime riche en graisse (souris HF). Un schéma (Figure 20) permet
de visualiser 'agencement chronologique des différentes expérimentions de I'étude 2 de cette these

et des travaux préliminaires déja cités qui lui sont associés.

Le modele de souris db/db présente I'avantage d’un développement rapide et radical de la pathologie,
les souris passant d’un stade non-pathologique a une insuffisance pancréatique en quelques semaines,

en passant par le développement de I'insulinorésistance caractéristique de la physiopathologie du
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prédiabéte. Le second modele, la souris HF, présente une évolution plus lente et nécessite une durée
d’exploration plus longue, ne permettant généralement pas d’atteindre le stade
d’insulinodépendance. C’est un modele de souris non-mutant, plus physiologique, et centré sur le
développement de la résistance périphérique des tissus a l'insuline (King, A. J. F. 2012; Islam, M. S. et

Venkatesan, V. 2016).

L'objectif de ces expérimentations était de confirmer les effets bénéfiques de Totum-63 sur ces 2
modeles a travers des criteres communs (masse grasse, glycémie et insulinémie a jeun), et d’explorer

guelques hypothéeses mécanistiques qui pourraient sous-tendre les effets observés.
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Figure 20 : Schéma chronologique des expérimentations de I'étude 2
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8.2. ETUDE 2A : SOURIS DB/DB

8.2.1. Contexte

Les données présentées dans ce travail constituent une premiére tentative d’exploration mécanistique
issue d’une série d’expérimentations sur le modéle de jeunes souris db/db (6 semaines). Ce modeéle
nous parait parfaitement adapté pour le développement d’un produit ciblant le prédiabéte, ainsi que
cela avait été développé en paragraphe §6.1.1 et §6.1.2. Pour rappel, a cet age, ces jeunes souris se
situent dans une période de début de développement des symptdémes du DT2, lequel se développe
trés rapidement en quelques semaines. Les jeunes souris db/db représentent ainsi pour nous un bon
modele préclinique du prédiabéte, permettant d’obtenir des résultats rapidement, ce qui était un

atout dans certaines étapes du développement du produit (choix des ingrédients, doses, ...).

Comme expliqué plus haut, de nombreuses expériences ont été nécessaires afin de mettre au point la
combinaison finale Totum-63, et I'efficacité de celle-ci sur la glycémie a jeun des souris a ainsi déja été
prouvée au cours d’expérimentations précédentes, sur le méme modeéle. Par conséquent, une grande
partie des données obtenues, notamment sur les paramétres de base constituant les criteres
d’évaluation d’efficacité primaires (masse, glycémie, prise alimentaire, ...), sont redondantes. Dans un
souci de cohérence, nous ne présenterons ici que les résultats d’une seule expérimentation, mais une
référence aux résultats obtenus précédemment pourra étre faite lorsque celle-ci sera nécessaire pour

la discussion.

L'objectif de ce travail était d’évaluer I'effet d’'une complémentation avec Totum-63 pendant 6
semaines sur le développement du diabéte de jeunes souris db/db, et de mettre a jour une partie des
mécanismes potentiellement impliqués dans les améliorations constatées. Spécifiquement, il s’agissait
de mesurer I'effet d’une complémentation avec Totum-63 sur la prise de masse et la sensibilité a
I'insuline systémique et tissulaire de 2 organes impliqués dans la physiopathologie : le muscle et le

foie.

8.2.2. Méthode

8.2.2.1. Animaux

40 souris db/db males dgées de 5 semaines ont été utilisées pour cette étude, les caractéristiques des
animaux, de leurs conditions d’hébergement et de leurs régimes sont décrites en paragraphe §6.1.
Aprés une semaine d’acclimatation, les animaux étaient répartis dans les groupes contréle (CON,

régime standard tel que décrit en paragraphe §6.1.3 : Régimes, n=20) ou T63 (régime standard
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supplémenté avec 2,7% de Totum-63, n=20). Les souris étaient nourries ad libitum pendant 6
semaines, avant d’étre mises a jeun pendant 6h puis mises a mort par décapitation. Dix minutes avant
la mise a mort, les animaux recevaient une injection intrapéritonéale d’insuline (4,6 U/kg de masse
maigre) ou un volume similaire de véhicule (NaCl 0,9%). Les tissus étaient alors prélevés

(gastrocnémien, foie) et congelés dans de I'azote liquide immédiatement aprés dissection.

8.2.2.2. Procédures in vivo

Masse et prise alimentaire
La masse et la prise alimentaire des animaux étaient mesurées chaque semaine.
Composition corporelle

La masse maigre et la masse grasse étaient évalués en début (Semaine 0) et fin (Semaine 6) de

protocole, selon la méthode décrite en paragraphe §6.2.1.
Glycémie et insulinémie

La glycémie et I'insulinémie étaient mesurées chaque semaine, aprés une mise a jeun de 6h, selon les

méthodes décrites respectivement en paragraphe §6.2.4 et paragraphe §6.4.4.2.
Test oral de tolérance au glucose (OGTT)

L'OGTT était réalisée en fin de protocole selon la méthode décrite en paragraphe §6.2.6 : Test oral de
tolérance aux glucides (OGTT). La glycémie était monitorée pendant les 2 heures suivant un gavage
oral d’une solution de glucose (4,6 g/kg de masse maigre) sur les souris préalablement mises a jeun
depuis 6 heures. La glycémie était mesurée avant intervention (0), puis 15, 30, 60, 90 et 120 minutes
apres, grace a un prélevement de sang total réalisé au bout de la queue de I'animal. L'insulinémie était
mesurée avant (0) puis 15 et 60 minutes aprés le gavage, grace a un prélévement de sang total réalisé
au bout de la queue de I'animal. Le sang total était récupéré dans un tube Microvette® (Starstedt,
Allemagne) traité a I'EDTA puis centrifugé a 2000g pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant (plasma)

était récupéré et congelé a -80°C jusqu’a analyse, selon le protocole décrit en paragraphe §6.4.4.2.

8.2.2.3. Collecte de sang et paramétres plasmatiques

Apres décapitation, le sang total était recueilliimmédiatement apres la mise a mort de la souris et une
petite portion destinée au dosage d’HbA1. (20uL) était collectée dans un tube traité avec 1uL d’EDTA
(0,1), puis laissée dans de la glace jusqu’a analyse. Le reste du sang était collecté dans un tube
Microvette® (Starstedt, Allemagne) traité a I'EDTA puis centrifugé a 2000g pendant 10 minutes a 4°C.

Le surnageant (plasma) était récupéré et congelé a -80°C jusqu’a analyse.
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Les triglycérides plasmatiques et le taux d’HbA1l. étaient mesurés selon les méthodes décrites

respectivement en paragraphe §6.4.4.4 et paragraphe §6.4.4.9.

8.2.2.4. Triglycérides hépatiques

Le contenu en triglycérides hépatiques était évalué a partir de morceaux de foie congelés, selon Ia

méthode décrite en paragraphe §6.4.4.5.

8.2.2.5. Western-Blot

Les protéines des muscles gastrocnémien et du foie étaient extraites selon le protocole décrit en

paragraphe §6.4.1.1.

Pour le western blot, 15 pg de protéines étaient déposées. Le protocole et les spécificités des anticorps

sont décrits dans le Tableau 6, en paragraphe §6.4.1.2.

8.2.2.6. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes * erreur standard a la moyenne. Le détail du

choix des tests statistiques est explicité en paragraphe §6.5: Statistiques.
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T63 :

Régime Standard + Totum-63 2,7%

SO S1 s2 S3 sS4 S5
p A

~

Masse et prise alimentaire
Glycémie et insulinémie a jeun

Figure 21 : Design de I'étude 2a

Procédures in vivo
OGTT (cinétique glycémie et insulinémie)
Composition corporelle (Echo MRI)
Injection insuline (4,6 U/kg MM) 10’
avant abattage

Dosages biochimiques :
HbA1c, triglycérides plasmatiques et
hépatiques
Voies de signalisation de I'insuline (Foie,
Gastrocnémien)
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8.2.3. Résultats

8.2.3.1. Prise énergétique

Contrairement aux données issues des expérimentations préalables réalisées sur le méme modele (cf.
paragraphe §8.2.1 : Contexte), Totum-63 a significativement diminué la prise alimentaire des souris
(24,60 + 0,4453 kcal/j vs. 21,71 + 1,124 kcal/j en moyenne, p<0,05, Figure 22 A et B). La variabilité de
la prise énergétique était trés importante dans le groupe T63. Afin de vérifier I'effet de T63 dans un
contexte isoénergétique, les souris du groupe T63 ont été divisées en 2 sous-groupes : T63+ (souris
ayant consommé en moyenne plus de 20 kcal/j, n=10) et T63- (souris ayant consommé en moyenne
moins de 20 kcal/j, n=8), de sorte qu’aucune différence significative n’existait entre CON et T63+ (24,60
+ 0,4453 kcal/j vs. 25,04 + 1,069 20 kcal/j, respectivement). La prise énergétique moyenne dans le
groupe T63- était inférieure a CON et a T63+ d’environ 30% (17,55 + 0,7609 kcal/j, p<0,0001 ; Figure
22 Cet D).

8.2.3.2. Composition corporelle

Les animaux des groupes T63+ et T63- affichent une masse significativement inférieure au groupe CON,
deés la 2® semaine de supplémentation (respectivement 30,89 + 0,68 g et 29,39+ 0,73 g vs. 35,10+ 0,82
g; p<0,05 et p<0,01, respectivement Figure 22 E). Aucune différence significative n’a été mise en
évidence pendant toute la durée de supplémentation entre les masses des souris des groupes T63+ et
T63-. Aprés 6 semaines de supplémentation, les souris des groupes T63+ et T63- affichent un gain de
masse significativement inférieur aux souris du groupe CON (respectivement 7,91 + 0,99 g et 6,363 +
1,12 gvs. 12,89 + 1,29 g, p<0,01 ; Figure 22 F). La encore, aucune différence significative n’existe entre
les groupes T63+ et T63-, suggérant un effet de T63 sur la prise de masse des souris indépendant de la

prise alimentaire.

Cet effet est principalement expliqué par une moindre prise de masse grasse dans les groupes T63+ et
T63- en comparaison au groupe CON (respectivement, aprés 6 semaines : 18,40 + 0,68 g et 16,86 +
0,93 gvs. 22,80 + 1,03 g, p<0,01 ; Figure 22 G). La masse grasse n’étant affectée significativement que
dans le groupe T63- (14,73 + 0,44 g), en comparaison aux groupes T63+ (16,31 + 0,37 g, p<0,05) et CON
(16,66 £ 0,32 g, p<0,01) (Figure 22 H).
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Figure 22 : Etude 2a - Prise alimentaire et composition corporelle

Evolution de la prise alimentaire (a) et prise alimentaire moyenne sur les 6 semaines d’expérimentation
(b), groupes CON et T63 entier. Evolution de la prise alimentaire (c) et prise alimentaire moyenne sur
6 semaines (d) aprés séparation du groupe T63 en 2 : T63+ et T63-. (e) Evolution du poids des animaux.
(f) Gain de masse total des animaux aprés 6 semaines. Masse grasse (g) et masse maigre (h), apres 6
semaines. (a) (c) et (e) : ANOVA a mesures répétées suivie d’'un test post-hoc de Tukey. (b) Test t de
student. (d) (f) (g) et (h) : ANOVA a 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey. Sur les courbes a 3 groupes
(cete): * significativement différent de CON (p<0,05) ; S significativement différent de T63+ (p<0,05) ;
# significativement différent de T63- (p<0,05). Sur les autres graphiques (a, b, d, f, g, h) : * p<0,05 ; **
p<0,01 ; *** p<0,001; **** p<0,0001. Les données sont présentées telles que moyenne * erreur
standard.
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8.2.3.3. Glycémie, insulinémie et HbA1.

La glycémie a jeun des souris des groupes T63+ et T63- était significativement plus basse que celle des
souris du groupe CON, dés 3 semaines de supplémentation (respectivement 171,00 + 23,68 mg/dl et
215,63 + 39,74 mg/dl vs. 324,70 + 27,16 g, p<0,05 et p<0,01 respectivement ; Figure 23 A). Cette
différence était maintenue pendant toute la durée restante d’expérimentation entre les groupes T63+
et T63- vs. CON, sans qu’aucune différence ne soit relevée, a aucun moment, entre les groupes T63+
et T63- (Figure 23 A). De maniere similaire, le pourcentage d’hémoglobine glyquée était
significativement diminué dans les groupes T63+ et T63- en comparaison au groupe CON
(respectivement 6,60 + 0,39 % et 7,22 + 0,48 % vs. 9,53 + 0,25 %, p<0,0001 et p<0,001 ; Figure 23 C).

Aucune différence significative n’existait entre T63+ et T63-.

L'insulinémie a jeun des souris des 3 groupes évoluait globalement a la baisse aprés une hausse a
semaine 1. Il n’existait pas de différence significative entre les groupes a la fin des 6 semaines

d’expérimentation (Figure 23 B).
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Figure 23 : Etude 2a — Controle glycémique

Evolution de la glycémie a jeun (a) et de linsulinémie a jeun (b). (c) Taux d’HbAl. en fin
d’expérimentation (6 semaines). (d) Réponse glycémique brute en réponse a I'OGTT. (e) Réponse
glycémique nette (soustraction de la valeur de glycémie de départ). (f) Aire sous la courbe (AUC) de la
glycémie nette. (g) Réponse insulinémique des 3 groupes en réponse a I'OGTT. (h) Réponse
insulinémique a 'OGTT, avec fusion des groupes T63+ et T63-. (i) Aire sous la courbe (AUC) de I'insuline.
(a) (b) (d) (e) (g) et (h) : ANOVA a mesures répétées suivie d’'un test post-hoc de Tukey. (c) et (f) : ANOVA
a 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey. (i) : Test t de student. Sur les courbes a 3 groupes (a, b, d,
e et g) : * significativement différent de CON (p<0,05) ; $ significativement différent de T63+ (p<0,05)
; # significativement différent de T63- (p<0,05). Sur les autres graphiques (c, f, h et i) : * p<0,05 ; ***
p<0,001 ; **** p<0,0001. Les données sont présentées telles que moyenne * erreur standard.

8.2.3.4. Réponses a 'OGTT

Suite a un gavage oral en glucose, aucune différence significative n’était relevée entre les 3 groupes
en ce qui concerne I'évolution de la glycémie (valeurs brutes, Figure 23 D, ou nettes, Figure 23 E) ou
son aire sous la courbe brute (données non présentées) ou nette (Figure 23 F). L’évolution de
I'insulinémie semble tendre vers une hausse de la sécrétion d’insuline, en réponse au gavage oral en
glucose, dans les groupes T63+ et T63-, sans toutefois atteindre le seuil de significativité (ANOVA 2
voies a mesures répétées, interaction : p=0,075 ; Figure 23 G). En regroupant les deux groupes T63+ et
T63- ensemble (groupe T63), une différence significative est mise en évidence sur I'aire sous la courbe

de l'insuline, avec une quantité supérieure d’insuline produite dans le groupe T63 en comparaison au
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groupe CON, en réponse au gavage en glucose (463 + 77,24 ng.mn.mlvs. 239,80 + 77,24 ng.mn.ml?,

p<0,05 ; Figure 23 Het I).

8.2.3.5. Triglycérides hépatiques et plasmatiques

La supplémentation avec Totum-63 tend a diminuer la quantité de triglycérides présents dans le foie,
en comparaison au groupe CON (20,33 + 3,01 mmol/mg de tissu vs. 27,54 + 2,11 mmol/mg de tissu,

p=0,054 ; Figure 24 A). Aucun effet n’a été mis en évidence sur les triglycérides plasmatiques.
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Figure 24 : Etude 2a - Triglycérides hépatiques et plasmatiques

Triglycérides hépatiques (a) et plasmatiques (b). Test t de Student. Les données sont présentées telles
gue moyenne t erreur standard.

8.2.3.6. Voie de signalisation de l'insuline dans le foie et le muscle squelettique

Dans le foie

L'injection intrapéritonéale d’insuline exogéne 10 minutes avant I'abattage des animaux n’a pas permis
de mettre en évidence une différence au niveau des rapports de phosphorylation p-Akt/Aktiotal
stimulés par I'insuline, entre les deux groupes (sur les résidus phosphorylés étudiés : sérine 473 et

thréonine 308 ; Figure 25 a).

De la méme maniere, le rapport de phosphorylation p-GSK3B/ GSK3B:.ti n’affichait pas de différence

entre les groupes suite a une stimulation par l'insuline (Figure 25 b).
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Dans le gastrocnémien :

Pas de différence n’a été mise en évidence au niveau du rapport de phosphorylation p-Akt/Aktiotar (sur
le résidu sérine 473), que ce soit en condition stimulée par I'insuline (Figure 25 e) ou basale (Veh, Figure

25c).
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Figure 25 : Etude 2a — Voie de signalisation de I'insuline

Dans le foie : (a) Rapports p-Aktserazs/Aktiotal €t p-Aktsinrzos/Aktioral €n conditions basale (Veh) et stimulée
par une injection intrapéritonéale d’insuline exogéne (Ins). (b) Rapports p-GSK3B/GSK3p en conditions
basale (Veh) et stimulée par une injection intrapéritonéale d’insuline exogéne (Ins). Dans le
gastrocnémien : (c) Rapports p-Aktsera7s/Aktioraien conditions basale (Veh) et stimulée par une injection
intrapéritonéale d’insuline exogene (Ins). (a) ANOVA a 3 voies. (b) et (c) ANOVA a 2 voies. Les données
sont exprimées telles que moyenne * erreur standard.

8.2.4. Discussion

Nous avons observé lors de cette étude un effet sur la prise alimentaire (diminution) des souris du
groupe T63, caractérisé par une importante variabilité (plus de la moitié des souris semblaient
non-répondantes a cet effet et affichaient une prise énergétique non-différente de celle du groupe
CON) et qui n"avait jamais été constaté lors des expériences précédentes. Il reste ainsi difficile de
conclure quant aux raisons de I'apparition de cet effet et nous aurons soin de controler la prise
alimentaire des animaux lors des expérimentations réalisées sur d’autres modéles (développées ci-

apres).
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Afin de vérifier I'effet de T63 dans un contexte isoénergétique, les souris du groupe T63 ont été divisées
en 2 sous-groupes : T63+ (isoénergétique : consommation non différente de CON, N=10) et T63-
(consommation réduite d’environ 30% en moyenne, par rapport aux groupes CON et T63+). La
complémentation avec Totum-63 a ainsi limité significativement la prise de masse des jeunes souris
db/db en impactant fortement la prise de masse grasse, sans différence entre les sous-groupes T63+
et T63-, ce qui suggere un effet sur la prise de masse grasse indépendant de la prise énergétique. L’effet
de T63 sur la prise de masse est apparu, dans cette expérimentation, dés la 2° semaine de
supplémentation, suggérant une action rapide de la combinaison. La masse maigre était seulement
diminuée dans le groupe T63- (vs. CON et vs. T63+). L’absence d’impact significatif sur la masse grasse
(notamment) d’une réduction de 30% de I'apport énergétique cumulé a la prise de Totum-63 (groupe
T63-), en comparaison au groupe T63+ peut s’avérer surprenant, la restriction énergétique étant un
moyen efficace et bien connu de limiter la prise de masse grasse sur ce modeéle et chez ’lhomme. Une
explication possible est que, dans le cas qui nous occupe, cet effet ait été compensé par I'absorption

d’une dose plus importante de Totum-63 dans le groupe T63+°.

Parallelement, la hausse de la glycémie et de I'HbA1,, caractéristiques du développement du DT2 chez
ce modele, étaient fortement limitées chez les deux sous-groupes T63+ et T63-, sans différence entre

eux, ce qui renforce la thése d’un effet de Totum-63 indépendant de la prise énergétique.

Ces données sont corroborées par celles obtenues lors d’expérimentations précédentes, et viennent
renforcer les conclusions déja établies quant a I'effet de Totum-63 sur la masse grasse et la glycémie a

jeun, sur ce modele.

L'OGTT n’a pas permis de mettre en évidence d’effet sur la réponse glycémique de Totum-63, mais
I'aire sous la courbe de linsulinémie était significativement supérieure dans le groupe T63.
Contrairement au groupe CON, les souris du groupe T63 ont réagi a la charge en glucose par une
stimulation de la production d’insuline, destinée a réguler le pic de glycémie. En comparaison, la
courbe insulinémique du groupe CON ne présente qu’une augmentation faible voire quasi-nulle de
I'insulinémie basale, en réponse a I'OGTT. Ce résultat a déja été rencontré par d’autres équipes
travaillant avec ce modéle de souris db/db. Par exemple, I’équipe de Du rapportait en 2012 une plus
grande sécrétion d’insuline lors de la 1% phase de réponse a une charge intrapéritonéale de glucose
sur des souris db/db de 12 semaines ayant suivi un traitement a la rhéine’ (Du, H. et al. 2012). La méme
année, et toujours sur ce modele, I'équipe de Zhong retrouvait ce résultat en traitant les animaux avec

une molécule destinée a inhiber I'absorption du cholestérol (Zhong, Y. et al. 2012). Dans ces 2 travaux,

6 Le mélange d’extraits de plantes Totum-63 est directement incorporé dans I'alimentation des animaux. La
guantité de complément absorbée est donc directement proportionnelle a la quantité de nourriture ingérée.
7 La rhéine est un composé phytochimique issu de la rhubarbe.
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les auteurs avaient mesuré une masse de cellules-béta plus importante dans le groupe traité qui
expliquait la capacité de sécrétion préservée. Ainsi, dans notre travail, I'aire sous la courbe de I'insuline
(en réponse a 'OGTT) augmentée dans le groupe T63 traduit peut-étre une capacité de production de
celle-ci préservée dans les cellules-béta du pancréas (Du, H. et al. 2012; Zhong, Y. et al. 2012). De
maniere intéressante, I'épuisement de la fonction sécrétoire de ces cellules est l'une des
caractéristiques du développement de la physiopathologie du DT2. Elle figure parmi les derniéres
étapes de ce développement, et correspond a l'instauration définitive de I'insulinodépendance des
patients et donc du diabéte proprement dit (cf. paragraphe § 3.2.1 : Evolution du diabéte de type 2 et
paragraphe §4.1.4.1 : Caractérisation de la dysfonction des cellules béta). La supplémentation avec
Totum-63 a peut-étre donc retardé I'apparition définitive du DT2 en préservant I'épuisement de la
fonction pancréatique, chez ce modele de souris db/db. Cela pourrait étre expliqué par la glycémie
plus basse dans le groupe T63, la glucotoxicité étant, on I'a vu, un facteur connu de dysfonction
pancréatique (cf. 4.1.4.1 :Caractérisation de la dysfonction des cellules béta). Une moindre
accumulation de lipides (moindre lipotoxicité) et un effet anti-inflammatoire sont également des

hypotheses privilégiées, qui feront I'objet d’'une étude spécifique sur le pancréas.

Dans un souci de puissance statistique et en raison de I'absence de différence entre les sous-groupes
T63+ et T63- sur les critéres précédents qui laisse penser a une absence d’effet de la prise alimentaire

sur les paramétres observés, les questions suivantes ont été adressées en gardant le groupe T63 entier.

Aucune différence n’était notée entre les groupes en ce qui concerne les triglycérides circulants, en
revanche, dans le foie, nous avons observé une tendance a la diminution des triglycérides hépatiques
chez T63. L'accumulation de triglycérides dans le foie est un élément déterminant de I'instauration
d’une stéatose hépatique (Reddy, J. K. et Sambasiva Rao, M. 2006), qui expose notamment a un risque
accru de développer une stéatohépatite. De maniere intéressante, la présence d’une stéatose dans le
foie représente une cause reconnue de l'instauration de la résistance a l'insuline dans ce tissu
(Matsuzaka, T. et Shimano, H. 2011; Perry, R. J. et al. 2014). Le foie est I'un des organes insulino-
sensibles parmi les plus impliqués dans les causes de I’hyperglycémie chronique, étant notamment le
site principal de la de production hépatique de glucose (cf. paragraphe §4.1.6), la tendance
d’amélioration de la stéatose hépatique a pu étre I'un des mécanismes contributeurs des
améliorations observées sur I"hyperglycémie a jeun des souris du groupe T63. Cibler la stéatose
hépatique pour améliorer la sensibilité a I'insuline est d’ailleurs déja considéré comme une piste
thérapeutique sérieuse par certains auteurs (Fruci, B. et al. 2013). Les mécanismes sous-tendant ces
possibles améliorations restent a explorer. Plusieurs pistes sont envisagées, notamment une réduction
du flux d’acides gras dans le cadre du dialogue tissu adipeux — foie, ou bien un impact de Totum-63 sur

le stockage lipidique d{ a la diminution de I'inflammation ou du stress oxydant : Des pistes plausibles

139



au vu de la composition de Totum-63. Des travaux récents ont en en effet déja montré le lien existant
entre la diminution de I'inflammation hépatique et du stockage lipidique de I'organe, via notamment,
I"activation des PPARs ou des récepteurs nucléaires des oxystérols (Liver X receptors), un facteur de

transcription proche des PPARs (El Kamouni, S. et al. 2017).

L'injection aigue d’insuline exogéne dans ce modeéle n’a pas permis de mettre en évidence une
activation supérieure de protéines de la voie de signalisation de l'insuline grace a Totum-63, en
comparaison au groupe CON, dans les deux organes explorés (foie et gastrocnémien). Ces mesures ne
permettent donc pas d’expliquer la baisse de I'hyperglycémie dans le groupe T63. Il donc que d’autres
organes soient impliqués dans cette adaptation, par exemple le tissu adipeux ou bien un muscle de
phénotype lent (soléaire). Il est également possible, en raison du développement extréme de la
pathologie dans ce modeéle, que ces organes aient bénéficié d’'une amélioration plus tot dans le

protocole.

En conclusion, nous montrons ici que la supplémentation avec Totum-63 a permis une diminution de
la masse grasse et une baisse de I'hyperglycémie a jeun, chez la souris db/db. Un effet variable de
Totum-63 sur la prise alimentaire des souris a également été observé. Cette potentielle action de la
combinaison reste a éclaircir car elle n’existait pas lors des expérimentations préliminaires et qu’elle
reste trés variable d’un individu a I'autre dans ce travail, avec la présence d’individus répondants (n=8)
et non-répondants (n=10) a cet effet. Les prochaines expérimentations devront s’attacher a élucider
cette question. Egalement, Totum-63 pourrait avoir permis de préserver la capacité sécrétoire du
pancréas, de diminuer la présence de triglycérides hépatiques. D’autres organes devront étre mis a
I’étude (tissu adipeux, muscle au phénotype lent) sur ce modéle. De nouveaux sur des modéles
différents seront nécessaires pour confirmer ces effets et pour élucider les mécanismes physiologiques

impliqués.
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8.3. ETUDE 2B : SOURIS HF

8.3.1. Contexte

L’expérimentation décrite précédemment sur le modeéle de jeunes souris diabétiques db/db constituait
une preuve de concept d’efficacité de Totum-63 sur la réduction d’'un facteur de risque de
développement du DT2 : I’hyperglycémie. Egalement I'action de Totum-63 suggérait une préservation
de la fonction sécrétoire des cellules béta du pancréas, chez ce modele au développement
pathologique extréme. L'exploration des bénéfices de Totum-63 sur I’hyperglycémie était significative
des 2 semaines de supplémentation, suggérant également une action sur les stades précoces du
développement pathologique du DT2. Ce nouveau travail propose donc une exploration du prédiabéte,
caractérisé par une résistance a l'insuline périphérique et une hyperinsulinémie compensatoire. Nous
avons choisi d’évaluer I'effet de cette complémentation a base de plantes sur le développement du
DT2 d’un modele murin non-mutant : la souris C57BL6 nourrie avec un régime riche en graisse (souris
HF). Les caractéristiques de ce modéle ont été détaillées en paragraphe §6.1.2. Brievement, ces
animaux développent une insulinorésistance due a un surplus énergétique entrainant une prise de
masse grasse, ce qui en fait un bon modele d’étude du prédiabéte, fidéle au développement
physiopathologique retrouvé chez I'étre humain. La pathologie se développe et s’aggrave avec
I'allongement de la durée de I'exposition au régime pathogéene (Turner, N. et al. 2013). C'est donc un
modéle complémentaire du modeéle de souris diabétiques db/db. L'évolution est plus lente, ce qui
laisse la possibilité d’observer des changements qui auraient pu étre occultés par la rapidité du
développement pathologique, chez le modéle diabétique db/db, notamment au niveau de la phase
clef d’intervention thérapeutique qui suscite notre intérét : le prédiabéte, qui constitue, rappelons-le,

un stade réversible (Tuso, P. 2014).

Ainsi, I'objectif de ce travail était d’évaluer les effets d’'une supplémentation avec Totum-63 sur le
développement des symptomes associés au prédiabéte chez la souris HF. Les ébauches d’explications
mécanistiques qui constituaient les hypothéses mécanistiques des expérimentations précédentes
étaient investiguées a nouveau. Il s’agissait notamment de tenter d’expliquer les effets constatés sur
la moindre prise de masse grasse et sur 'amélioration de ’homéostasie glucidique sur ce nouveau

modele.
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8.3.2. Méthodes

8.3.2.1. Animaux

A leur arrivée, les souris C57BL6 agées de 5 semaines fournies par Janvier Labs étaient placées en cages
individuelles et laissées 1 semaine pour familiarisation avec leur nouvel environnement. Les
caractéristiques détaillées des animaux et de leurs conditions d’hébergement sont décrites en
paragraphe §6.1 Suite a I'acclimatation, les animaux étaient répartis dans les groupes CON (Controéle,
régime standard AO3, SAFE Diets, France), HF (Régime riche en graisse 260HF, SAFE Diets, France) et
HF-T63 (Régime riche en graisse 260HF supplémenté avec 2,7% de Totum-63). Le détail de la
composition des régimes est détaillé en paragraphe §6.1.3. Plusieurs groupes d’animaux ont été

utilisés pour tenter de répondre aux différentes questions de recherches :

- Une expérimentation d’une durée de 16 semaines (HF-16S) incluait 36 animaux répartis dans
3 groupes tels que CON (n=12), HF (n=12) et HF-T63 (n=12).

- Une deuxiéme expérimentation d’'une durée de 4 semaines (HF-4S) incluait 24 animaux
répartis dans 3 groupes tels que CON (n=6), HF (n=9), HF-T63 (n=9).

- Enfin, une troisieéme expérimentation d’une durée de 13 semaines (HF-ON/OFF) incluait 42
animaux répartis tels que CON (n=6), HF (n=12), HF-T63 (n=12) et HF-T63-ON/OFF (n=12).
Pour cette derniére, le groupe HF-T63-ON/OFF présentait la particularité de se voir
interrompre la supplémentation aprés 7 semaines (OFF) pour une durée de 3 semaines, avant

une reprise de celle-ci (ON) pour une durée de 3 semaines.

Une représentation schématique des expérimentations est proposée en Figure 26, avec les différents
tests qui ont été réalisés. Le rationnel de I'enchainement de ces différentes expérimentations
s’explique par les résultats successifs obtenus au cours de chaque phase, qui a amené successivement
des questions de recherches nouvelles. Ainsi, c’est dans la partie « résultats » que les objectifs
spécifiques et leurs rationnels associés seront détaillés. La présentation chronologique des études

reste disponible en Figure 20.

Les animaux bénéficiaient d’un acceés a I'eau et a la nourriture ad libitum, avant d’étre mis a jeun
pendant 6h puis mis a mort par décapitation. Les tissus étaient alors soigneusement prélevés
(gastrocnémien, soléaire, foie, tissu adipeux sous cutané inguinal) et congelés dans de I'azote liquide

immédiatement apres dissection.
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8.3.2.2. Procédures in vivo

Masse et prise alimentaire
La masse et la prise alimentaire des animaux étaient mesurées chaque semaine.
Composition corporelle

La masse maigre et la masse grasse étaient mesurés par imagerie quantitative par résonnance
magnétique (EchoMRI, Echo Medical Systems, Houston, Texas), selon la méthode décrite en

paragraphe §6.2.1
Glycémie et insulinémie

La glycémie et I'insulinémie étaient mesurées apres une mise a jeun de 6h, a partir d'un prélevement
de sang au bout de la queue. Le glucose était dosé directement a partir de 0,6l de sang total a I'aide
d’un glucometre Stat Strip Xpress® (Nova Biomedical, Royaume-Uni), selon la méthode décrite en
paragraphe §6.2.4 : Mesure de la glycémie. Pour le dosage de l'insuline, environ 30uL de sang total
était récupéré dans un tube Microvette® (Starstedt, Allemagne) traité a I'EDTA puis centrifugé a 2000g
pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant (plasma) était récupéré et congelé a -80°C jusqu’a analyse.
L'insuline était dosée grace a un kit ELISA fourni par Alpco (Alpco Diagnostics, Etats-Unis) selon le

protocole décrit en paragraphe §6.4.4.2.
Score HOMA-IR

Le score du modele d’évaluation homéostasique de la résistance a l'insuline (HOMA-IR) était adapté
de la méthode de Matthews et al. (1985), réalisée a partir de mesures de glycémie et d’insulinémie sur

du plasma. Dans notre travail, I'insulinémie était mesurée sur plasma et la glycémie sur sang total. Le

Insuline (mU.1"*)*Glucose (mg.dl™")

score HOMA-IR était ainsi défini tel que : HOMA — IR = 0

Cette méthode permet le calcul d’un score corrélé au degré d’insulinorésistance systémique, chez
I’étre humain (Matthews, D. R. et al. 1985). Ce modele a également été validé chez I'animal, et permet
la comparaison de groupes entre eux (Cacho, J. et al. 2008). L’ utilisation du sang total au lieu du plasma
pour la mesure de glycémie entraine une sous-estimation, par rapport a la glycémie plasmatique,
d’environ -13% (Holtkamp, H. C. et al. 1975). Ceci constitue une dérive qui influe sur la valeur brute du

score, mais qui laisse toujours la possibilité de comparer les animaux entre eux-mémes.
Test oral de tolérance a l'insuline (ITT)

L'ITT était réalisé selon la méthode décrite en paragraphe §6.2.5 : Test de tolérance intrapéritonéal a

Iinsuline (ITT). La glycémie était monitorée pendant 60 minutes suivant une injection intrapéritonéale
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d’une solution d’insuline (0,75 U/kg de masse maigre) sur les souris préalablement mises a jeun depuis
6 heures. La glycémie était mesurée avant intervention (0), puis 15, 30, et 60 minutes aprés, grace a
un préléevement de sang total réalisé au bout de la queue de I’'animal. Pour s’affranchir de I'effet d’une
glycémie basale différente entre les groupes, les valeurs de glycémie sont exprimées nettes, c’est-a-

dire aprés soustraction a chaque temps de mesure de la valeur basale.
Test oral de tolérance au glucose (OGTT)

L'OGTT était réalisé selon la méthode décrite en paragraphe §6.2.6 : Test oral de tolérance aux glucides
(OGTT). La glycémie était monitorée pendant les 2 heures suivant un gavage oral d’une solution de
glucose (2,3 g/kg de masse maigre) sur les souris préalablement mises a jeun depuis 6 heures. La
glycémie était mesurée avant intervention (0), puis 15, 30, 60, 90 et 120 minutes apres, grace a un
prélevement de sang total réalisé au bout de la queue de I'animal. L'insulinémie était mesurée avant
(0) puis 15 et 60 minutes apres le gavage, grace a un préléevement de sang total réalisé au bout de la
gueue de I'animal. Le sang total était récupéré dans un tube Microvette® (Starstedt, Allemagne) traité
a I'EDTA puis centrifugé a 2000g pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant (plasma) était récupéré et

congelé a -80°C jusqu’a analyse, selon le protocole décrit en paragraphe §6.4.4.2.

Pour s’affranchir de I'effet d’une glycémie basale différente entre les groupes, les valeurs de glycémie
sont exprimées nettes, c’est-a-dire apres soustraction a chaque temps de mesure de la valeur basale.
L'insulinémie est affichée en valeurs brutes (sans soustraction de la valeur basale). L’aire sous la courbe
(AUC) brute de l'insuline produite en réponse a I'OGTT était calculée a I'aide du logiciel Prism V7.0

(GraphPad software, USA).
Mesure de I'énergie résiduelle restante dans les selles

L’énergie résiduelle restante dans les selles était évaluée selon la méthode décrite en paragraphe
§6.2.3 : Estimation de I'efficacité apparente d’absorption énergétique, grace a un appareil IKA C200
(IKA, Allemagne). L’efficacité apparente d’absorption énergétique (EAAE) était définie selon la formule
suivante, I'énergie contenue dans les urines étant négligée car considérée comme inférieure a 2% de

la balance totale (Moir, L. et al. 2011) :

Energie ingérée (kJ/j) — Energie restante dans les selles (k] /j)

EAAE (%) =
(%) Energie ingérée (k] /j)

Mesure de la dépense énergétique sur 24h

La dépense énergétique était évaluée a partir des mesures du volume d’oxygéne consommé (VO,) et

du volume de dioxyde de carbone rejeté (VCO,), mesurés chez nos animaux avec un systeme de cages
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calorimétriques TSE PhenoMaster/LabMaster (Bad Homburg, Allemagne), a 22°C. La méthode

compléte est décrite en en paragraphe §6.2.2.
Injection aigue d’insuline avant mise a mort

Dans I'expérimentation qui durait 16 semaines les animaux recevaient une injection intrapéritonéale
d’insuline (4,6 U/kg de masse maigre) ou un volume similaire de véhicule (NaCl 0,9%) 10 minutes avant
la mise a mort, afin d’activer les voies de signalisation de I'insuline dans les tissus cibles. Ceux-ci étaient

récoltés et congelés immédiatement, tel que décrit plus haut.

8.3.2.3. Collecte de sang et parametres plasmatiques

Apres décapitation, le sang total était recueilli immédiatement aprés la mise a mort de la souris,
collecté dans un tube Microvette® (Starstedt, Allemagne) traité a 'EDTA puis centrifugé a 2000g

pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant (plasma) était récupéré et congelé a -80°C jusqu’a analyse.

Les triglycérides plasmatiques, triglycérides hépatiques et acides gras non-estérifiés plasmatiques
étaient mesurés selon les méthodes décrites respectivement en paragraphe §6.4.4.4, paragraphe

§6.4.4.5 et paragraphe §6.4.4.3.

8.3.2.4. Mesures de 'activité enzymatique CS et 8-HAD

Vingt-cing mg de tissu adipeux sous-cutané inguinal étaient homogénéisés dans 20 volumes de buffer,
tel que décrit en paragraphe §6.4.3, afin d’évaluer 'activité des enzymes CS et B-HAD, selon le

protocole décrit en paragraphe §6.4.3.
8.3.2.5. Western-Blot

Les protéines des muscles gastrocnémien, soléaire, foie ou tissu adipeux sous-cutané étaient extraites
selon le protocole décrit en paragraphe §6.4.1.1. Pour le western blot, 10 ug de protéines étaient
déposées. Le protocole et les spécificités des anticorps sont décrits en paragraphe §6.4.1:

Quantification du niveau d’abondance des protéines par western Blot.

8.3.2.6. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + erreur standard a la moyenne. Le détail du

choix des tests statistiques est explicité en paragraphe §6.5: Statistiques.
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Figure 26 : Design de I’étude 2b

8.3.3.  Résultats Expérimentation HF-16S

Afin de vérifier I'effet de Totum-63 sur ce modéle de souris HF, cette premiere expérimentation était
réalisée sur une durée de 16 semaines et comprenait des tests de composition corporelle, un
monitoring de la glycémie et de I'insulinémie a jeun, des tests de tolérance au glucose et a I'insuline,
et une injection aigue d’insuline 10 minutes avant I'abattage afin d’explorer les voies de signalisation

de I'insuline dans les tissus cibles par western-blot (cf. Figure 26 : Design de I'étude 2b).
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8.3.3.1. Prise énergétique et composition corporelle

Le régime riche en graisse (HF) a entrainé un gain de masse par rapport au groupe CON, nourri avec
un régime standard (43,78 1,39 g vs. 30,27 £ 0,92 g aprées 16 semaines d’expérimentation ; p<0,0001).
La supplémentation du régime HF avec T-63 a fortement limité cette prise de poids, en comparaison a
HF (33,91 + 1,95 vs. 43,78 + 1,39 g aprés 16 semaines d’expérimentation ; p<0,001) (Figure 27 C et D).
La prise énergétique était non différente entre les groupes HF et HF-T63 (Figure 27 A et B.) Aprés 16
semaines de régime HF supplémenté avec T63, la masse des souris du CON et HF-T63 n’était pas
significativement différente, malgré une prise énergétique supérieure dans le groupe HF-T63 en
comparaison au groupe CON, (14,72 + 0,71 kcal/j vs. 11,1 + 0,19 kcal/j ; p<0,01, Figure 27 B). Cet écart
de prise de masse s’explique par une diminution de la masse grasse dans le groupe HF-T63, en
comparaison a HF (16,07 + 1,07 g vs. 8,35 + 1,27 ; p<0,0001), la masse maigre n’étant pas affectée
(Figure 27 Eet F).

8.3.3.2. Contréle glycémique

Le régime riche en graisse a entrainé une hausse modérée de la glycémie a jeun dans le groupe HF en
comparaison au groupe CON, dés la 8 semaine et jusqu’a la fin du protocole (a la 16° semaine,
201,67 + 6,94 mg/ml vs. 155,16 + 6,33 mg/ml; p<0,001). Le groupe HF-T63 présente un profil
glycémique intermédiaire avec a la 16° semaine, une glycémie a jeun de 180,79 + 11,90 mg/ml située

entre CON et HF, qui n’était significativement différente d’aucun des deux groupes (Figure 27 G).

Linsulinémie a jeun était significativement plus élevée aprés 16 semaines d’expérimentation dans le
groupe HF, en comparaison aux groupes HF-T63 et CON (5,39 + 0,92 ng/ml vs. 2,61 + 1,02 ng/ml et
1,00 £ 0,13 ng/ml; p<0,001 et p<0,0001, respectivement). Aucune différence significative n’existait
entre HF-T63 et CON.

De maniére similaire, le score d’insulinorésistance (modele HOMA-IR) était significativement plus élevé
aprés 16 semaines d’expérimentation dans le groupe HF, en comparaison aux groupes HF-T63 et CON
(p<0,001 et p<0,0001, respectivement). Aucune différence significative n’était mise en évidence entre
HF-T63 et CON, suggérant le maintien d’un contréle glycémique normal dans le groupe supplémenté,

malgré I'exposition au régime riche en graisse.
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Figure 27 : Etude 2b — HF-16S. Prise alimentaire, composition corporelle et contréle glycémique.

Evolution de la prise énergétique (a) et prise énergétique moyenne sur les 16 semaines
d’expérimentation (b). (c) Evolution de la masse corporelle et comparaison de la masse corporelle a la
16° semaine d’expérimentation (d). (e) Masse grasse et masse maigre (f), aprés 16 semaines
d’expérimentation. ANOVA a 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey. (** p<0,01 ; *** p<0,001 ; ****
p<0,0001). Evolution de la glycémie a jeun (g), de I'insulinémie a jeun (h) et du score HOMA-IR (h).
ANOVA a mesures répétées suivie d’un test post-hoc de Tukey. S Significativement différent de HF-T63
(p<0,05 ; SS p<0,01 ; $SS p<0,001) *** significativement différent de CON (p<0,001 ; **** p<0,0001).
Les données sont présentées telles que moyenne * erreur standard.

148




8.3.3.3. Triglycérides hépatiques, circulants et acides gras libres

Le régime HF a provoqué une augmentation significative de la quantité de triglycérides hépatiques
dans ce groupe vs. CON et HF-T63 (32,37 + 2,70 mmol/mg de tissu vs. 14,58 + 3,37 et 21,38 * 3,51
mmol/mg de tissu, p<0,0001 et p<0,001, respectivement ; Figure 28 A). Aucune différence n’était
notée entre les groupes en ce qui concerne les triglycérides plasmatiques circulants ou les acides gras

non-estérifiés plasmatiques (AGNE) (Figure 28 B et C)
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Figure 28 : Etude 2b — HF-16S. Triglycérides hépatiques et plasmatiques et AGNE.

(a) Triglycérides hépatiques. (b) Triglycérides plasmatiques. (c) AGNE. Test de Kruskal-Wallis suivi d’un
test post-hoc de Dunn. (*** p<0,001 ; **** p<0,0001). Les données sont présentées telles que
moyenne * erreur standard.

8.3.3.4. ITT et OGTT

La réponse glycémique suite a un ITT (Figure 29 A) ou un OGTT (Figure 29 B) n’était pas différente entre
les groupes. Les valeurs sont présentées ici en valeurs nettes, calculées en soustrayant la glycémie
basale de celle relevée a chaque de temps de mesure. Les valeurs glycémiques brutes de I'lITT et 'OGTT
n’affichaient pas non plus de différences significatives entre les groupes (données non présentées). La
réponse insulinémique suite a 'OGTT a montré un taux d’insuline plasmatique plus élevé 30 mn apres
le gavage au glucose, dans le groupe HF, en comparaison aux groupes CON (p<0,0001) et HF-T63
(p<0,001 ; Figure 29 C). De maniére similaire, I'aire sous la courbe (AUC) de l'insuline sécrétée en
réponse a I'OGTT est significativement augmentée dans le groupe HF, en comparaison aux groupes

CON (p<0,01) et HF-T63 (p<0,05 ; Figure 29 D).
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Figure 29 : Etude 2b — HF-16S. Réponse aux ITT et OGTT.

(a) Réponse glycémique nette en réponse a un ITT. (b) Réponse glycémique nette en réponse a un
OGTT. (c) Réponse insulinémique a 'OGTT. ANOVA a mesures répétées suivie d’un test post hoc de
Tukey. **** différent de CON (p<0,0001), $$$ différent de HF-T63 (p<0,001). (d) Aire sous la courbe
(AUC) de l'insuline produite en réponse a I'OGTT. Test de Kruskal-Wallis suivi d’'un test post-hoc de

Dunn. *p<0,05 ; **p<0,01. Les données sont présentées telles que moyenne + erreur standard.

8.3.3.5. Exploration des voies de signalisation de l'insuline par western-blot

Dans le foie et le muscle gastrocnémien, I'injection aigue d’insuline a engendré une augmentation
significative du rapport de phosphorylation d’Akt sur son résidu serine 473 (défini par p-
Aktseraza/Aktiotal) €t thréonine 308 (ANOVA 2 voies, effet insuline p<0,0001), sans distinction possible

entre les trois groupes (interaction : NS. Figure 30 A, B, C et D).
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Figure 30 : Etude 2b — HF16S. Voie de signalisation de I'insuline (foie et gastrocnemien)

Rapports p-Aktseraza/Aktiota €t p-Aktinsos/Aktiota €n conditions basale (Veh) et stimulée par une injection
intrapéritonéale d’insuline exogene dans le foie (a et b) et dans le gastrocnémien (c et d). ANOVA a 2
voies. Unités arbitraires. Les données sont présentées telles que moyenne + erreur standard.

Dans le soléaire, pour l'injection aigue d’insuline a engendré une augmentation significative du rapport
de phosphorylation d’Akt sur son résidu serine 473 (ANOVA 2 voies, effet insuline p<0,0001), sans
distinction possible entre les trois groupes (interaction : NS. Figure 31 A). Pour le résidu thréonine 308,
I'interaction était proche du seuil de significativité (p=0,0627) pour le rapport p-Akttnrsos/Aktiotal. NOus
avons appliqué un test post-hoc de Bonferroni (effet insuline), qui montre une élévation significative
de I'activation d’Akt sur son résidu thréonine 308 dans les groupes CON et HF-T63 seulement (p<0,01 ;

NS dans le groupe HF, Figure 31 B), ce résultat reste a interpréter avec précaution.
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Figure 31 : Etude 2b — HF16S. Voie de signalisation de l'insuline (soléaire et tissu adipeux inguinal)

Rapports p-Aktseraza/Aktiota €t p-Aktinsos/Aktiota €n conditions basale (Veh) et stimulée par une injection
intrapéritonéale d’insuline exogéne dans le soléaire (a et b) et dans le tissu adipeux inguinal (c et d).
ANOVA a 2 voies suivie d'un test post-hoc de Bonferroni (effet insuline). NS : Non-significatif.
** p<0,01. Pour (b), le test post-hoc a été effectué malgré une interaction légérement >0,05
(p=0,0627), données a interpréter avec précaution. Unités arbitraires. Les données sont présentées
telles que moyenne + erreur standard.

Dans le tissu inguinal, I'injection aigue d’insuline a engendré une augmentation significative du rapport
de phosphorylation d’Akt sur son résidu sérine 473 seulement dans le groupe HF-T63 (p<0,01 ; NS dans
les groupes CON et HF, Figure 31 C). Pour le résidu thréonine 308, l'injection aigue d’insuline a
engendré une augmentation significative du rapport de phosphorylation, sans distinction possible

entre les groupes (interaction NS, Figure 31 D).
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8.3.4. Résultats expérimentation HF-4S

La précédente expérimentation, réalisée sur une durée de 16 semaines, a ainsi confirmé les bénéfices
de Totum-63 sur la prise de poids et notamment de masse grasse et sur I'amélioration du contréle
glycémique. Aucune différence n’apparaissait entre HF et HF-T63 sur la prise alimentaire. Ce nouveau
protocole a été réalisé suite a ces observations afin de rechercher des explications quant a la moindre
prise de poids et de masse grasse, en condition de prise énergétique équivalente. Afin de tester
I’hypothése d’une augmentation de la dépense énergétique due a la supplémentation avec Totum-63,
24 souris réparties dans 3 groupes (CON, HF et HF-T63) ont été placées en cages calorimétriques

pendant 48h, lors de leur 4° semaine d’exposition au régime.

8.3.4.1. Prise énergétique et évolution de la masse

L’exposition a un régime riche en graisse n’a augmenté significativement la prise énergétique moyenne
sur les 4 semaines de mesure que dans le groupe HF-T63 vs. CON (13,54 + 0,67 kcal/j vs. 10,5 + 0,31
kcal/j, p<0,01; Figure 32 A et B). La prise énergétique des souris du groupe HF n’était pas
significativement augmentée, par rapport au groupe CON. En conséquence, la masse des animaux du
groupe HF n’était pas différente de celles des animaux du groupe CON, aprés 4 semaines de régime.
Le groupe HF-T63 affichait, malgré une prise énergétiqgue moyenne supérieure, une masse
significativement différente vs. HF et CON dés la 1% semaine d’expérimentation (20,98 + 0,43 g vs.
22,18 + 0,45 g et 22,4 + 0,28 g, p<0,05 et p<0,01, respectivement). Cette différence de masse s’est
maintenue au cours des 4 semaines d’expérimentation (Figure 32 C), et s’explique principalement par
une importante différence de gain de masse lors de la 1¢® semaine d’expérimentation pour le groupe
HF-T63, en comparaison aux groupes HF et CON (+0,07 + 0,02 g/j vs. +0,12 + 0,03 g/j et +0,16 + 0,03
g/j, p<0,001 et p<0,05, respectivement). Cette différence n’existait plus lors des 3 semaines suivantes

d’expérimentation (Figure 32 D).

8.3.4.2. Glycémie et insulinémie a jeun

Quatre semaines d’exposition a un régime riche en graisse n‘ont pas permis d’augmenter
significativement la glycémie a jeun et I'insulinémie a jeun, dans le groupe HF. La supplémentation
avec Totum-63 n’a pas affecté ces parametres. Aucune différence significative n’a été mise en évidence

entre ces trois groupes (Figure 32 E et F).
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Figure 32 : Etude 2b — HF-4S. Prise énergétique, masse, glycémie et insulinémie.

(a) Evolution de la prise énergétique lors des 4 semaines d’expérimentation. (b) Prise énergétique
moyenne sur la durée totale d’expérimentation. ANOVA a 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey.
** p<0,01. (c) Evolution de la masse sur les 4 semaines d’expérimentation. ANOVA a mesures répétées
suivie d’un test post hoc de Tukey. SS Significativement différent de HF-T63, p<0,01 ($SS$ p<0,001). #
Significativement différent de CON, p<0,05 (### p<0,001). (d) Gain de masse moyen par jour a chaque
semaine d’expérimentation. ANOVA a mesures répétées suivie d’un test post-hoc de Tukey. *p<0,05 ;
***p<0,001. (e) Glycémie et (f) insulinémie a jeun, en fin de protocole (semaine 4). Test de Kruskal-
Wallis et ANOVA a 1 voie, respectivement. Les données sont présentées telles que moyenne * erreur
standard.
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8.3.4.3. Mesure de la dépense énergétique et estimation de I'énergie apparente d’absorption

énergétique.

Aucune différence entre les groupes n’a été mise en évidence en ce qui concerne la dépense
énergétique des animaux, mesurée sur 24h lors de la 4° semaine d’expérimentation (Figure 33 A). La
mesure de |'énergie restante dans les feces récoltées pendant la méme période met en avant une
guantité d’énergie supérieure dans le groupe HF, en comparaison a CON et HF-T63 (24493 + 607,1 )
vs. 17037 + 132,2 ) et 1927 + 295,8 J, p<0,0001, respectivement. Figure 33 B). La production de selles
sur 24 était significativement diminuée par I'exposition au régime riche en graisse (groupes HF et HF-
T63 vs. CON, p<0,0001), mais non-affectée par la supplémentation avec T63 (HF vs. HF-T63). L’'EAAE
est significativement augmentée par I’exposition au régime HF, en comparaison au groupe CON (93,38
+ 0,45 % vs. 76,45 = 1,13 %, p<0,0001). La supplémentation en T63 a encore significativement
augmenté ce rapport, en comparaison au groupe HF (95,55 + 0,28 % vs. 93,38 + 0,45 %, p<0,01 ; Figure
33 D).
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Figure 33 : Etude 2b — HF-4S. Mesure de la dépense énergétique et estimation de 'EAAE.

(a) Dépense énergétique estimée par calorimétrie indirecte sur 24h en chambres calorimétriques. (b)
Mesure de I'énergie restante dans les feces en calorimétrie directe. (c) Production de selles moyennées
sur 24h, pendant la période de récolte. (d) Estimation de I'absorption apparente énergétique (EAAE).
ANOVA a 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey. *p<0,05 **p<0,01 ****p<0,0001. Les données sont
présentées telles que moyenne t erreur standard.

8.3.5.  Résultats expérimentation HF-ON/OFF

Lors de I'étude réalisée sur modele de souris db/db, nous avions montré une mise en place rapide des
effets de Totum-63 sur la masse grasse et |I'hyperglycémie (dés 2 semaines). Nous n’avons, en
revanche, pas d’informations quant a la persistance dans le temps des impacts de la supplémentation

sur le métabolisme. Nous avons souhaité répondre ici aux questions suivantes :

- Les adaptations observées perdurent-elles suite a 3 semaines d’arrét de la supplémentation ?

- Une reprise de celle-ci permet-elle de retrouver un profil métabolique favorable ?

Afin de mesurer I'effet d’un arrét ou reprise de la supplémentation, un groupe de souris (HF-T63-
ON/OFF) était nourri avec un régime HF supplémenté avec Totum-63 pendant 7 semaines, puis passait
a un régime HF non supplémenté pendant 3 semaines, puis retournait au régime supplémenté avec

Totum-63 pendant 3 semaines (cf. Figure 26 : Design de I'étude 2b). Les mesures de prise énergétique
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ont été moyennées entre les semaines 0 et 7, 7 et 10 et 10 et 13, dates auxquelles le groupe HF-T63-
ON/OFF voyait son régime changer de HF-T63 vers HF (OFF : semaine 7) ou de HF vers HF-T63 (ON :

semaine 10).

8.3.5.1. Evolution du poids corporel

L’exposition a un régime riche en graisse a entrainé une prise de masse corporelle dans le groupe HF,
significativement supérieure au groupe CON a partir de la 7°™ semaine (29,04 +0,87 g vs. 26,00 + 0,71
g, p<0,05). La supplémentation avec Totum-63 a limité cette prise de masse, dés la 7°™ semaine de
mesure dans les groupes HF-T63-FULL et HF-T63-ON/OFF, en comparaison a HF (25,07 £ 0,54 g et 24,01
+0,39 gvs. 29,04 £ 0,87 g, p<0,0001). Trois semaines d’arrét du traitement n’ont pas permis de noter
de changements significatifs, méme s’il semble que la pente de la courbe du groupe HF-T63-ON/OFF
s’accentue. Trois semaines de reprise du traitement semblent inverser la tendance observée sur la
pente de la courbe HF-T63-ON/OFF, sans qu’il soit possible de noter de différences significatives, ici
encore (Figure 34 A). Ces différences de pentes seront investiguées dans la partie suivante, a travers

I’analyse des données de gain de poids corporel.

8.3.5.2. Evolution de la masse grasse

La prise de masse corporelle s’explique principalement par une prise de masse grasse, di a I'exposition
au régime riche en graisse. Celle-ci était significativement augmentée dans le groupe HF, en
comparaison au groupe CON, dés la 7¢™® semaine de régime (5,79 + 0,71 g vs. 2,38 + 0,38 g, p<0,001).
La supplémentation avec Totum-63 a limité cette prise de masse, dés la 7™ semaine de mesure dans
les groupes HF-T63-FULL et HF-T63-ON/OFF, en comparaison a HF (2,39 £ 0,26 g et 2,05 * 0,14 g vs.
5,79 + 0,71 g, p<0,0001). Trois semaines d’arrét du traitement n’ont pas permis de noter de
changements significatifs, méme si, comme pour la courbe de poids corporel, il semble que la pente
de la courbe du groupe HF-T63-ON/OFF s’accentue. Trois semaines de reprise du traitement semblent
inverser la tendance observée sur la pente de la courbe HF-T63-ON/OFF, sans qu’il soit possible de
noter de différences significatives, ici encore (Figure 34 B). Ces différences de pentes seront
investiguées dans la partie suivante, a travers I'analyse des données de gain de masse grasse. Les
données de masse maigre non pas pu étre récupérées a cause d’un probléme technique provenant de
I"appareil. Toutefois il est probable que celle-ci ait été peu ou pas influencée par le changement de
régime, étant donné que la variation de la masse grasse dans le groupe HF-T63-ON/OFF au moment

I'arrét de la supplémentation (OFF) explique prés de 70% de la prise de masse totale des animaux.

8.3.5.3. Evolution de la glycémie a jeun

La durée de I'expérimentation n’a pas permis, aux points de mesures choisis, de mettre en évidence

une élévation significative de la glycémie a jeun dans le groupe HF, en comparaison au groupe CON. La
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supplémentation avec T63 dans les groupes HF-T63-FULL et HF-T63-ON/OFF a toutefois modestement
mais significativement réduit la glycémie a jeun de ces animaux, en comparaison a HF, aprés 7
semaines de supplémentation (128,18 + 6,71 et 108,33 + 6,12 vs. 157,00 + 5,73 mg/dl, p<0,01 et
p<0,0001, respectivement). Trois semaines d’arrét de la supplémentation dans le groupe HF-T63-
ON/OFF a engendré une hausse significative de la glycémie a jeun, en comparaison au point a semaine
7 (157,67 £ 5,73 vs. 108,33 + 6,12 mg/dl, p<0,0001), de sorte qu’elle n’était plus significativement
différente du groupe HF, a 10 semaines. Trois semaines de reprise de la supplémentation ont engendré
une baisse de la glycémie a jeun des souris du groupe HF-T63-ON/OFF, significativement diminuée par
rapport au groupe HF (137,75 + 4,09 mg/dl vs. 161,55 + 5,20 mg/dl, p<0,05). La glycémie a jeun du
groupe témoin HF-T63-FULL est restée significativement inférieure au groupe HF aux 3 points de
mesure, pour rappel, a 7, 10 et 13 semaines (respectivement 128,18 + 6,71 mg/dl vs. 157,00 + 5,73
mg/dl, p<0,01 ; 139,91 + 6,98 mg/dl vs. 164,91 + 5,94 mg/d|, p<0,01 et 161,55 + 5,20 mg/dl vs. 129,00

+ 8,83 mg/dl|, p<0,001). Les données sont présentées en Figure 34 C.

8.3.5.4. Evolution de l'insulinémie a jeun

Le groupe HF présente une élévation significative de I'insulinémie a jeun en comparaison au groupe
CON, dés 7 semaines d’expérimentation, qui s’est accentuée a 10 et 13 semaines (respectivement 1,75
+0,27 ng/ml vs. 0,69 * 0,07 ng/ml, p<0,001 ; 1,89 + 0,19 ng/ml vs. 0,78 + 0,13 ng/ml, p<0,001 et 2,43
+ 0,33 ng/ml vs. 0,89 * 0,22 ng/ml, p<0,0001). La supplémentation avec T63 dans le groupe de
référence HF-T63-FULL a significativement limité la hausse de I'insulinémie, la maintenant a tout point
de mesure non-significativement différente du groupe CON et significativement plus basse que celle
du groupe HF (semaine 7 : 0,97 + 0,14 ng/ml vs. 1,75 ng/ml, p<0,01 ; semaine 10 : 1,04 + 0,14 ng/ml
vs. 1,88 + 0,19 ng/ml, p<0,01 et semaine 13 : 1,19 + 0,17 ng/ml vs. 2,43 + 0,33 ng/ml, p<0,0001). De
maniére similaire, le groupe HF-T63-ON/OFF affichait une insulinémie non-significativement différente
des groupes CON et HF-T63-FULL et significativement plus basse que le groupe HF, pendant les 7
premiéres semaines de supplémentation (0,71 + 0,08 ng/ml vs. 1,75 + 0,27 ng/ml, p<0,0001). Trois
semaines d’arrét de la supplémentation (OFF) ont provoqué une hausse significative des niveaux
d’insuline a jeun dans ce groupe, en comparaison au point a 7 semaines (1,39 + 0,11 ng/ml vs.
0,71 £ 0,08 ng/ml, p<0,01). Aucune différence significative n’était mise en évidence entre T63-HF-
ON/OFF et HF a ce moment (10 semaines) de I'expérimentation. Trois semaines de reprise de la
supplémentation (ON) ont engendré une baisse de l'insulinémie a jeun dans le groupe HF-T63-ON/OFF,
si bien que celle-ci était a nouveau significativement diminuée, en comparaison au groupe HF, a 13

semaines (0,93 + 0,11 ng/ml vs. 2,43 + 0,33 ng/ml, p<0,0001), et qu’elle n’affichait plus de différence
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significative avec le groupe de référence HF-T63-FULL, resté supplémenté pendant toute la période, ni

avec le groupe CON. Les données sont présentées en Figure 34 D.
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Figure 34 : Etude 2b — HF-ON/OFF. Evolution de la masse, masse grasse, glycémie et insulinémie.

Les mots ON et OFF matérialisent I'arrét et la reprise de la supplémentation pour le groupe HF-T63-
ON/OFF. (a) Evolution du poids corporel. (b) Evolution de la masse grasse. (c) Evolution de la glycémie
a jeun. (d) Evolution de I'insulinémie a jeun. ANOVA a mesures répétées suivie d’'un test post-hoc de
Tukey. * Différent de CON p<0,05 (** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001). $S Différent de HF-T63-
FULL p<0,01 ($SS p<0,001 ; $SS$ p<0,0001). # Différent de HF-T63-ON/OFF p<0,05 (## p<0,01 ; ###
p<0,001 ; #### p<0,0001). Les barres horizontales mauves symbolisent un effet temps remarquable
sur le groupe HF-T63-ON/OFF (**p<0,01; ****p<0,0001). Les données sont présentées telles que
moyenne * erreur standard.

8.3.5.5. Prise énergétique

Pour des raisons de lisibilité sur les graphiques présentés, seules certaines différences présentant une
pertinence particuliere pour la discussion des données ont été affichées. Le tableau complet des

comparaisons du test Post-hoc de Tukey utilisé est disponible en paragraphe §11 : Annexes.

Le groupe HF-T63-FULL ne présentait pas de différence au niveau de la prise énergétique, par rapport
au groupe HF, aux 3 temps de mesure. De maniére similaire, le groupe HF-T63-ON/OFF ne présente
pas de différence significative de prise énergétique, en comparaison au groupe HF-T63-FULL. Le groupe

HF-T63-ON/OFF affichait une prise énergétique modestement mais significativement inférieure au
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groupe HF, lors des 3 semaines de changement de régime versus le régime HF (OFF, 11,69 + 0,16 kcal/j

vs. 12,97 + 0,31 kcal/j, p<0,05 ; Figure 35 A).

8.3.5.6. Evolution du gain de poids corporel

La supplémentation en T63 pendant les 7 premieres semaines a significativement diminué le gain de
masse des groupes supplémentés HF-T63-FULL et HF-T63-ON/OFF, en comparaison au groupe HF
(+0,58 + 0,06 et +0,43 + 0,05 g/semaine vs. +1,06 * 0,12 g/semaine, p<0,01 et p<0,0001,
respectivement) sans différence significative apparente entre les deux groupes supplémentés (HF-T63-
FULL et HF-T63-ON/OFF). Le changement de régime vers un régime HF (OFF) a provoqué une hausse
significative du gain de poids du groupe HF-T63-ON/OFF, lors des 3 semaines de mesure, en
comparaison au gain de masse du méme groupe mesuré pendant les 7 premiéres semaines (+1,44 +
0,10 g/semaine vs. +0,43 0,05 g/semaine, p<0,0001) et en comparaison au groupe HF-T63-FULL (resté
supplémenté), mesuré simultanément (+1,44 + 0,10 g/semaine vs. + 0,47 + 0,04 g/semaine, p<0,0001),
Finalement, le retour a 3 semaines de régime supplémenté avec T63 dans le groupe T63-ON/OFF a
significativement réduit le gain de masse hebdomadaire des souris de ce groupe, par rapport aux 3
semaines précédentes non-supplémentées (+0,19 + 0,05 g/semaine vs. +1,44 + 0,10 g/semaine,

p<0,0001), ainsi que le présente la Figure 35 B.

8.3.5.7. Evolution du gain de masse grasse

Les variations provoquées par les changements de régime dans le groupe HF-T63-ON/OFF étaient
principalement expliquées par des variations paralléles de la masse grasse, dont le gain hebdomadaire
était significativement augmenté 3 semaines aprés l'arrét de la supplémentation (OFF : +0,09 + 0,01
vs. +0,80 + 0,11 g/semaine, p<0,0001), et également significativement augmenté par rapport au
groupe de référence resté supplémenté HF-T63-FULL (+0,80 + 0,11 g/semaine vs. 0,33 = 0,05
g/semaine, p<0,001). La reprise de la supplémentation pendant 3 semaines a ensuite réduit le gain de
masse grasse, par rapport aux 3 semaines non-supplémentées (+0,02 + 0,07 vs. +0,80 £ 0,11 g/semaine,
p<0,0001), ramenant ces valeurs a des niveaux non différents de la moyenne de la période initiale de

supplémentation. Ces données sont présentées en Figure 35 C.
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Figure 35 : Etude 2b — HF-ON/OFF. Effet de 3 semaines d’arrét puis de reprise de la supplémentation
avec T63.

Les mots ON et OFF matérialisent I’arrét et la reprise de la supplémentation pour le groupe HF-T63-
ON/OFF. (a) Prise énergétique moyennée entre les semaines0a 7,7 a 10 et 10 a 13. (b) Gain de masse
moyen sur les mémes périodes. (c) Gain de masse grasse moyen sur les mémes périodes. ANOVA a
mesures répétées suivi d’un test post-hoc de Tukey. Le tableau complet des comparaisons du test Post-
hoc de Tukey utilisé est disponible en paragraphe §11: Annexes. Sur les différences significatives
sélectionnées : 0 : différence significative remarquable entre 2 groupes. NS : Non significatif. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Les données sont présentées telles que moyenne * erreur
standard.

8.3.6. Discussion

Trois expérimentations complémentaires ont ainsi été réalisées sur le méme modele animal du

développement du prédiabete : la souris C57BL6 nourrie avec un régime riche en graisse (60% de
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I’énergie provenant de matieres grasses). La durée d’exposition du régime était variable en fonction

des questions de recherches qui étaient posées.
Etape 1 : Etude d’une durée de 16 semaines

La 1% étape consistait a confirmer les résultats obtenus sur souris db/db concernant les effets de
Totum-63, cette fois sur un modéle non-mutant du prédiabete. La durée d’induction de 16 semaines
est fréquemment retrouvée dans la littérature pour I'étude de la physiopathologie du prédiabete
(Obrosova, I. G. et al. 2007; Watcho, P. et al. 2010; Shevalye, H. et al. 2012), et permet, selon plusieurs
revues sur le sujet, d’induire une résistance a l'insuline associée au surpoids, ce qui rapproche ce
modele de la physiopathologie humaine (King, A. J. F. 2012; Islam, M. S. et Venkatesan, V. 2016). Nos
résultats obtenus sur ce modele sont conformes a ceux des études précédemment citées : on note une
prise de masse corporelle significative caractérisée par une prise de masse grasse, avec un
développement paralléle d’une résistance systémique a l'insuline compensée par une sécrétion accrue
d’insuline par les cellules béta du pancréas (élévation du score HOMA-IR et de I'insulinémie a jeun). La
supplémentation avec Totum-63 incorporé directement dans le régime riche en graisse a permis, chez
ce modele, de limiter significativement la prise de masse grasse et donc de poids corporel total, ainsi
gue le développement de l'insulinorésistance (baisse du score HOMA-IR), principalement grace a des
taux circulants d’insuline moins élevés (la glycémie n’étant pas significativement affectée par le régime
HF, aprés 16 semaines d’exposition, en comparaison au groupe CON). Contrairement aux travaux
présentés précédemment sur la souris db/db, la prise énergétique n’était pas affectée par la présence
de Totum-63 dans le régime, dans cette étude. Un OGTT réalisé sur ces mémes animaux a conforté ces
données, en montrant que la réponse sécrétoire d’insuline consécutive a un gavage oral en glucose
était significativement augmentée, dans le groupe HF, tandis que celle du groupe HF-T63 restait non-
significativement différente du groupe CON, pour une réponse glycémique équivalente. Rassemblées,
ces données suggerent le début du développement d’une résistance a l'insuline systémique dans le
groupe HF, caractérisé par une production d’insuline compensatoire accrue. La supplémentation avec
Totum-63 a amélioré ce parametre, les niveaux d’insuline circulants a jeun et en réponse a 'OGTT

nécessaires au maintien de I’'homéostasie glucidique étant moindres.

Le dosage des triglycérides hépatiques dans ce modele est venu confirmer la tendance observée dans
I’expérimentation précédente sur db/db, proche du seuil de significativité, avec cette fois une hausse
significative triglycérides dans les foies du groupe HF, qui était abolie par la supplémentation avec

Totum-63.
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Afin de déterminer quels tissus étaient potentiellement impliqués dans ces adaptations bénéfiques,
I"activation d’Akt, une protéine kinase impliquée dans la transmission du signal insulinémique dans de
nombreux tissus, aboutissant ultimement a la captation et au stockage du glucose sanguin ou a
I'inhibition de la néoglucogenése (cf. Figure 2 : Voie de signalisation fonctionnelle de I'insuline (schéma
simplifié)), a été évaluée par western-blot dans 3 tissus insulino-sensibles suite a une injection aigue
d’insuline ou de véhicule. Il a déja été rapporté une baisse de I'activation de cette protéine, définie par
une baisse du rapport de phosphorylation, due au développement de I'insulinorésistance (Karlsson, H.
K. R. et al. 2005). Nos résultats montrent que le régime HF semble ainsi avoir affecté la capacité de
I'insuline a activer Akt dans le tissu inguinal uniquement, avec une tendance similaire dans le soléaire.
Dans ces tissus, la supplémentation avec Totum-63 a permis de restaurer I'activation d’Akt stimulée
par I'insuline. Il est rappelé que I'activation de cette protéine joue un role crucial dans le lien entre la
fixation de linsuline a son récepteur et l'aboutissement de la réponse insulinémique via la
translocation des Glut4 (Saini, V. 2010). Ces données suggerent donc une meilleure capacité a
transmettre le signal insulinémique dans le groupe HF-T63 malgré I'exposition au régime HF, et une

meilleure insulino-sensibilité dans ces tissus en particulier.
Etape 2 : Etude d’une durée de 4 semaines

Afin de comprendre le mécanisme d’action de Totum-63 sur la moindre prise de masse grasse, une
nouvelle expérimentation sur le méme modeéle a été mise en place sur une durée de 4 semaines. Nos
données indiquaient une moindre prise de masse corporelle caractérisée par une moindre prise de
masse grasse, la masse maigre restant inchangée. La prise énergétique étant équivalente entre les
groupes HF et HF-T63, notre hypothése était que Totum-63 exerce son action via un mécanisme
impliquant soit une dépense énergétique diminuée, soit une absorption intestinale des
macronutriments plus basse (ou les deux). Nous avions choisi la durée de 4 semaines afin de ne pas
entacher nos mesures d’une surestimation de la dépense énergétique dans le groupe HF di a une
masse supérieure des animaux dans ce groupe. La dépense énergétique est en effet significativement
impactée par la prise de masse, via notamment, le co(t de la locomotion qui s’en trouve augmenté. A
ce temps de mesure, nous espérions visualiser un effet de Totum-63 a un moment ou les masses des

animaux restaient proches.

L’estimation de la dépense en calorimétrie indirecte réalisée pendant 24h aprés 4 semaines de
supplémentation n’a pas permis de mettre en évidence de différence significative entre les groupes.
La mesure de I'énergie restante dans les selles des animaux met en évidence une différence modeste
mais significative dans le sens d’'une plus grande EAAE pour le groupe HF-T63, ce qui va donc a

I’encontre de notre hypothése, I'énergie apportée par I'alimentation étant mieux absorbée, dans ce
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groupe. Prises ensemble, ces données ne permettent pas d’expliquer I'écart de masse constaté dans
le groupe HF-T63, a prise énergétique équivalente. Toutefois, un écueil méthodologique majeur, dans
ce travail, empéche de conclure de maniére définitive sur l'influence de Totum-63 sur ces deux
parametres. En effet, si la masse des animaux du groupe HF-T63 était bien inférieure a ceux du groupe
HF aprés 4 semaines d’expérimentation, cette différence s’explique par un gain de masse
hebdomadaire significativement réduit dans le groupe HF-T63 uniquement pendant la 1¥® semaine de
supplémentation. Lors du passage en cages calorimétriques (semaine 4), les mesures indiquent que le
gain de masse hebdomadaire n’était pas différent entre les deux groupes. A apport énergétique
équivalent, il n’est donc pas surprenant d’observer une mesure des « sorties », (ou non-entrées, dans
le cas de 'EAAE) énergétiques également non-différentes. Il est également important de noter que 4
semaines d’exposition a un régime riche en graisse n’ont pas permis, dans notre travail, de faire
augmenter la masse des animaux du groupe HF par rapport au groupe CON. Egalement, on note que
la prise énergétique du groupe HF reste globalement, pendant cette période, proche (et en tous cas,
non-significativement différente) du groupe CON. Des données décrivent ainsi peut-étre une phase
transitoire d’adaptation au régime riche en graisse, pendant laquelle les animaux adaptent leur prise
énergétique et leur métabolisme pour « tamponner » la prise de poids. Une étude réalisée par I'équipe
de Williams montre en effet que I'exposition a un régime riche en graisse entraine des altérations
métaboliques qui comportent plusieurs phases. Une premiére phase trés précoce d’augmentation
aigle de plusieurs facteurs liés au surplus énergétique (inflammation, perméabilité intestinale), qui
précede une phase dite de résolution de ces mémes parametres, intervenant dans leurs travaux entre
la 1% et la 12°™ semaine d’exposition au régime HF (Williams, L. M. et al. 2014). Cette phase transitoire
de résolution est ainsi caractérisée par un tampon des altérations liées au surplus énergétique, qui
permet aux animaux de s’adapter et de limiter les effets délétéres du régime. Ces mémes auteurs
notent toutefois une masse significativement augmentée des animaux, aprés 4 semaines de
traitement, malgré une normalisation des parametres liés a I'inflammation. Bien que la lignée de souris
utilisée par cette équipe ait été la méme que celle du présent travail, I'dge des animaux en début
d’expérimentation était en revanche, tres différent. L’équipe de Williams a utilisé des souris agées de
12 semaines en début d’étude, contre 6 semaines ici. L’dge de maturation de ce type d’animaux est
souvent décrit comme apparaissant autour de 7 semaines (HAGR 2017), ainsi, méme si la définition de
I’age adulte reste arbitraire, nos animaux présentaient définitivement un degré de maturation moindre
en comparaison aux travaux cités. Les souris étant donc encore en période de croissance, ce parametre
a pu influencer la capacité d’adaptation au régime HF dans le sens d’'un tampon plus important du
stress apporté par I'exposition au régime, notamment via la prise alimentaire. En effet, celle-ci était
diminuée en termes de poids ingéré dans le groupe HF, qui a induit une prise énergétique

non-différente entre les groupes HF et CON. La conséquence directe, dans notre travail, est une
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absence de gain de masse supplémentaire, dans le groupe HF, en comparaison au groupe CON. De
maniere similaire, 4 semaines d’exposition au régime HF n’ont pas affecté les paramétres mesurés
relatifs au contréle glycémique (ici : glycémie et insulinémie a jeun), renforcant I’hypothese d’un temps
d’exposition au régime pathogene trop court. Quoiqu’il en soit, afin de répondre de maniere définitive
et ferme a la question d’un effet ou non de Totum-63 sur I'absorption énergétique intestinale ou la
dépense énergétique, de nouvelles expérimentations sont nécessaires et devront étre réalisées dans
une période pendant laquelle le gain de masse par unité de temps des souris du groupe HF-T63 est

significativement inférieur a celui du groupe HF, pour des apports équivalents.
Etape 3 : Etude arrét-reprise (ON/OFF)

Nous avons montré que les effets de Totum-63 semblent se mettre en place de facon précoce (des 2
semaines chez la souris db/db) mais nous n’avons aucune idée de la persistance dans le temps de cet
impact sur le métabolisme. La prochaine étape proposait de répondre aux questions liées a la durée
de la perduration de I'effet de Totum-63 apreés arrét de la supplémentation, et a I’éventuel retour d’un

profil métabolique favorable suite a une reprise de celle-ci.

Afin d’évaluer les effets de 3 semaines d’arrét et de reprise de la supplémentation avec Totum-63, un
lot de souris (groupe HF-T63-ON/OFF) a été exposé a 7 semaines de régime riche en graisse
supplémenté avec Totum-T63 avant de changer pour un régime HF non-supplémenté pendant 3
semaines (phase OFF) puis de revenir au régime HF supplémenté pendant 3 semaines (phase ON). Nos
données montrent que 3 semaines d’arrét de la supplémentation entrainent une abolition des effets
bénéfiques de Totum-63 sur le gain de masse grasse hebdomadaire moyen, qui redevient équivalent
a celui du groupe HF, dans des conditions de prise énergétique similaire. Ceci suggere que I'effet
potentiel de Totum-63 sur les sorties d’énergie est completement aboli aprés 3 semaines d’arrét.
Parallelement, nous constatons une élévation de la glycémie et de l'insulinémie a jeun, aprées 3
semaines d’arrét de la supplémentation, pour retrouver, des valeurs se rapprochant de celles du
groupe HF, sans les rejoindre totalement. Ceci suggére une abolition partielle (au moins) des effets de
Totum-63 sur le controle glycémique, aprés 3 semaines d’arrét. Si 'on considére la masse grasse
absolue (en opposition au gain de masse hebdomadaire, présenté précédemment), on note qu’elle est
augmentée dans le groupe HF-T63-ON/OFF aprés 3 semaines d’arrét, sans pour autant rejoindre les
valeurs du groupe HF. Un exces de masse grasse est considéré comme un facteur de risque important
de développer une résistance a I'insuline (Afif, B. A. et Bradford, P. G. 2009). Chez I'homme, |’exces de
masse grasse est d’ailleurs un prédicteur de l'insulinorésistance (Tosi, F. et al. 2015). Cette masse
grasse augmentée a pu ainsi, dans notre étude, expliquer peut-étre une partie de la détérioration des

parametres liés au controle glycémique. A I'inverse, 3 semaines de reprise du régime riche en graisse
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supplémenté avec Totum-63 ont permis un retour des valeurs de gain de masse grasse hebdomadaire
et de glycémie et insulinémie a jeun a des niveaux équivalents au groupe témoin HF-T63-FULL (qui
bénéficiait d’une supplémentation en continu), ramenant ces parametres a des niveaux différents du
groupe HF. Chez ce modeéle de prédiabéte, caractérisé par I'induction de la résistance a I'insuline de
souris par |'exposition a un régime riche en graisse, les données obtenues suggerent ainsi que 7
semaines de supplémentation sont suffisantes pour induire les effets positifs de Totum-63 sur la prise
de masse grasse et sur le controle glycémique (insulinémie a jeun plus basse). Ces adaptations
bénéfiques étaient abolies totalement (en ce qui concerne le gain de masse et de masse grasse
hebdomadaire moyen) ou partiellement (controle glycémique) apres 3 semaines d’arrét de la
supplémentation et totalement rétablies aprés 3 semaines de reprise de celle-ci. Il est toutefois
impossible de déterminer la chronologie précise d’apparition/disparition des effets puisqu’aucune
mesure intermédiaire n’a été réalisée, I'apparition ou la disparition des adaptations a pu ainsi se

produire plus tot, de maniére progressive ou, au contraire, de maniére plus brutale.

Considérées dans leur ensemble, les données de ces 3 études mettent en évidence qu’une période
initiale d’exposition a Totum-63 supérieure a 4 semaines semble nécessaire pour l'instauration des
adaptations relatives a la limitation de prise de masse grasse sur ce modeéle. Nos mesures a cette
échéance ne montrent en effet aucune différence entre les groupes au niveau du gain de masse et de
masse grasse sur cette période, a prise énergétique équivalente, et donc, assez logiquement, aucune
différence au niveau de la dépense énergétique ou de I'absorption intestinale entre les groupes. Apres
7 semaines de supplémentation, en revanche, I'effet semble présent, et, s'il est rapidement aboli lors
des 3 semaines d’arrét, il réapparait rapidement lors des 3 semaines de reprise. Bien que nos mesures
aprées 4 semaines de supplémentation n’aient pas permis de le démontrer, il est toujours possible que
les effets de Totum-63 liés a la diminution du gain de masse restent liés a un déséquilibre de la balance
énergétique du coté des sorties d’énergie, et/ou a une diminution de I"absorption intestinale de
I’énergie. L'augmentation de la dépense énergétique reste donc I'une de nos hypothéses privilégiées,
possiblement via une augmentation de la thermogénése, un effet qui est fréquemment retrouvé lors
de l'utilisation de plantes ou de molécules extraites de plantes telles que la caféine (Dulloo, A. G. et al.
1989), la capsaicine issue du piment ou méme la pipérine (Westerterp-Plantenga, M. et al. 2006), issue
du poivre noir et présente dans Totum-63. L'augmentation de la thermogénese est considéré comme
une piste sérieuse pour le traitement des maladies métaboliques liées au surpoids (Betz, M. J. et
Enerbéack, S. 2017), et du DT2 (Lizcano, F. et Vargas, D. 2016). Cette piste reste cohérente avec les
résultats obtenus ici, puisqu’elle nécessite une mise en place des adaptations a long terme, telles que
le « beiging » du tissu adipeux blanc, ainsi qu’une stimulation en aigu du découplage thermogénique.

Le « beiging » du tissu adipeux blanc constitue une adaptation de celui-ci caractérisé par une
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augmentation de la densité mitochondriale et des facteurs de découplage résultant en une dissipation
d’une partie de I'énergie en chaleur, d’ou une augmentation de la dépense énergétique (Wu, J. et al.
2012). Cette adaptation a été décrite chez la souris suite a des stimuli divers tels que I'activité physique
(Stanford, K. I. et al. 2015), I'enrichissement de I’environnement dans les cages (Cao, L. et al. 2011), et
bien sdr I'exposition prolongée au froid (Keipert, S. et al. 2017). Une fois cette biogénese
mitochondriale adaptative mise en place, une stimulation du découplage mitochondrial est nécessaire
pour provoquer la dissipation de I'énergie sous forme de chaleur, la seule présence de mitochondries
(en I'absence de stimulation) étant insuffisante pour engendrer une dépense d’énergie (Hawley, J. A.
et Holloszy, J. O. 2009). Nos prochaines expérimentations devront ainsi tester I’'hypothése d’'une mise
en place lors des 4 premieres semaines du fond adaptatif (« beiging » du tissu adipeux blanc ?), qui
provoquerait une hausse de la dépense énergétique lors des semaines suivantes (traduite peut-étre,
dans ce travail, par une moindre prise de masse mesurée en semaine 7) grace a la stimulation d’'un
découplage thermogénique d{ a la supplémentation en continu, en cohérence avec I'observation faite
de I'arrét rapide des effets lors de I'arrét de la supplémentation (arrét de la stimulation du découplage,
malgré la présence du fond adapté) et de la reprise rapide des effets lors de la reprise de la

supplémentation (reprise de la stimulation du découplage sur un fond adapté encore présent).
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8.4. CONCLUSION GENERALE DE L'ETUDE 2

Ce travail a permis de démontrer I'effet bénéfique d’une supplémentation per os de Totum-63 sur deux
modeles animaux du prédiabéte, la jeune souris db/db et la souris HF, avec a chaque fois, un effet
marqué sur la masse corporelle expliquée par une moindre prise de masse grasse, dans des conditions
de prise énergétiques équivalentes. L’effet sur la prise alimentaire mis en évidence sur une partie des
animaux db/db reste aussi isolé qu’inexpliqué et n’a pas été retrouvé chez le modele de souris HF. Nos
expérimentations n‘ont pas permis de mettre en évidence les mécanismes qui sous-tendent ces
adaptations, peut-étre a cause d’artefacts méthodologiques en lien avec le choix de la période de
mesure, qui correspondait, dans notre étude, a une période de prise de masse égale entre les groupes
HF et le groupe supplémenté Hf-T63. Toutefois, I’hypothése privilégiée reste une augmentation de la
dépense énergétique, combinée ou non a une moindre absorption intestinale, car nos
expérimentations ont démontré une moindre prise de masse grasse dans des conditions de prise
énergétiques similaires, significative aprés 2 semaines de supplémentation chez la souris db/db, et
aprées 7 semaines chez la souris HF. Dans les deux modeéles, la masse maigre restait inchangée dans les

groupes supplémentés avec Totum-63 en dépit de la forte diminution de la masse totale.

Cette moindre prise de masse grasse s’est accompagnée d’une amélioration du contréle glycémique,
caractérisée principalement par une hyperglycémie réduite chez la souris db/db, et par une
hyperinsulinémie réduite chez la souris HF. Afin d’explorer les effets bénéfiques de Totum-63 sur le
controle glycémique, nous avons confronté les données issues de nos deux modeles du prédiabéte afin
de proposer quelques hypotheses explicatives. Nous avons notamment observé une divergence entre
les modeéles au regard de la réponse insulinémique a I’'OGTT (réponse augmentée par Totum-63 chez
le modéle db/db, diminuée chez le modéle de souris HF). Ces données a priori contradictoires trouvent
pourtant une explication possible, si I'on s’intéresse au stade d’avancement de la pathologie, tres
différent entre les deux modeéles. Chez le modéle db/db, le groupe pathologique de référence (CON)
affiche une incapacité a sécréter de l'insuline en réponse a une charge en glucose, malgré une
hyperglycémie tres marquée, ce qui suggere une important dysfonction pancréatique, caractéristique
des stades tardifs de la physiopathologie du diabéte, qui menent a I'insulinodépendance (Butler, A. E.
et al. 2003). Six semaines de supplémentation avec Totum-63 ont permis aux animaux de conserver
leur capacité sécrétoire, et donc probablement de retarder I'apparition des symptémes. Les souris de
ce groupe se situant probablement toujours dans la phase prédiabétique hyperinsulinémique
compensatoire (Donath, M. Y. et al. 2005). Cette différence n’existe plus lorsque I'on s’intéresse aux

taux d’insuline basaux mesurés a jeun, peut-étre parce que ce taux reste artificiellement élevé dans le
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groupe CON a cause de la non-utilisation de I'insuline par les tissus cibles, rendus insulinorésistants
(Ferrannini, E. et al. 2005). En ce qui concerne la capacité sécrétoire préservée par la supplémentation
avec Totum-63, deux hypotheses mécanistiques sont émises et seront explorées lors de prochaines
investigations. A vu de la composition de la technologie et de son potentiel antioxydant, il est possible
gue Totum-63 ait un effet direct protecteur sur le stress oxydant, qui constitue I'une des dysfonctions
constatées dans la pathologie du DT2, entrainant la mort cellulaire (Krauss, S. et al. 2003). Ce point a
fait 'objet d’'un développement complet en introduction de ce manuscrit, en paragraphe §4.1.4.2. En
addition a cela, I’hyperglycémie chronique plus modérée dans le groupe T-63 a pu engendrer un état
de glucolipotoxicité moindre dans les cellules béta, qui constitue également I'un des mécanismes
privilégiés de I'altération fonctionnelle du pancréas diabétique (Prentki, M. et Nolan, C. J. 2006),
retardant ainsi d’autant I'apparition de la dysfonction sécrétoire dans ce groupe. Le modele de souris
HF ne permet pas de s’avancer aussi tard dans la chronologie de la pathologie. En effet, méme apres
16 semaines d’exposition au régime pathogéne, les animaux restent au stade de prédiabete,
caractérisé par une résistance a l'insuline et une hyperinsulinémie compensatoire (King, A. J. F. 2012;
Islam, M. S. et Venkatesan, V. 2016). En cohérence avec cela, nous avons observé au cours de nos
expérimentations, une réponse insulinémique exagérée dans le groupe témoin pathologique (HF),
suite a une charge orale en glucose, par rapport au groupe témoin « sain » (CON). La supplémentation
avec Totum-63 montre ainsi un signe d’amélioration de la sensibilité a I'insuline dans la mesure ou

moins d’insuline était nécessaire au controle glycémique pendant 'OGTT.

Si la diminution des triglycérides hépatiques laissait penser que le foie se présentait comme I'un des
organes les plus impliqués dans I'amélioration de la sensibilité a I'insuline, nos mesures par
western-blot de I'activation la voie de signalisation de I'insuline ont mis en évidence un effet sur le
tissu adipeux inguinal, et peut-étre, dans le soléaire. Nos mesures sur le gastrocnémien et sur le foie
n’ont pas permis de mettre en évidence de différences significatives entre les groupes. Ces postulats
sont toutefois a modérer au vu du nombre d’échantillons qui restait faible (5 animaux injectés en
véhicule et 5 a 7 en insuline), ce qui a pu limiter la puissance statistique de notre travail. Somme toute,
le tissu inguinal semble le plus impacté, et les prochaines expérimentations exploreront des pistes
explicatives liées a la levée de linhibition du signal insulinémique dans ce tissu en priorité

(phosphorylation d’IRS1, facteurs liés a I'inflammation et au stress oxydant tels que JNK, ...).

En conclusion, Totum-63 se place comme un candidat prometteur pour prévenir la progression du
prédiabéte. Les effets bénéfiques de la formulation ont été confirmés sur 2 modéles animaux, ce qui
est encourageant dans la perspective d’une application a I'espéce humaine : les études cliniques ont
d’ailleurs, a I’heure ol ces lignes sont écrites, été entamées. Enfin, d’autres expérimentations seront

nécessaires pour comprendre le mécanisme d’action complet de la formulation.
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9. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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L'objectif de cette these était d’étudier I'effet de deux méthodes d’intervention basées sur le mode de
vie, I'activité physique et la supplémentation avec un complément nutritionnel, Totum-63, développé
par la société Valbiotis, sur la progression du DT2, en ciblant spécifiquement le prédiabéte. Les deux
méthodes citées faisaient chacune l'objet d’une étude propre avec des modeles animaux du

prédiabéte parfois partagés.

Etude 1 : Effet de deux modalités d’entrainement physique sur le développement du DT2 de jeunes

souris db/db.

Cette étude visait a comparer l'effet de deux modalités d’exercice chronique en endurance,
I’entrainement continu a intensité modérée (MICT) et I'entrainement intermittent a haute intensité
(HIT) sur le controéle glycémique et la fonction mitochondriale musculaire de jeunes souris db/db. Nous
faisions I'hypothése d’un effet bénéfique supérieur du HIIT sur I'homéostasie glucidique,
potentiellement causé par une plus grande amélioration de la fonction mitochondriale dans le muscle

squelettique.

Cette étude était la premiere, a notre connaissance, a comparer I'effet de ces deux modalités sur la
fonction mitochondriale dans un contexte d’insulinorésistance. Conformément a notre hypothése et
malgré un effet somme tout modeste, le HIIT s’est avéré plus efficace, pour des durées de sessions
d’entrainement comparables, pour améliorer le controle glycémique de jeunes souris diabétiques
db/db (diminution de la glycémie a jeun et de I'hémoglobine glyquée). L’hypothése d’une implication
de la fonction mitochondriale musculaire, dans ce modele, n’est en revanche pas supportée, car
aucune des méthodes d’entrainement n’a amélioré significativement ce parametre, selon les
différents marqueurs mesurés. Ce résultat a premiere vue surprenant (l’activité physique étant un
puissant stimulateur du développement de la fonction mitochondriale musculaire via I’activation du
facteur de transcription PGC1-a (Pilegaard, H. et al. 2003) témoigne de la difficulté a obtenir des
adaptations a I'exercice dans ce modéle. D’autres équipes avaient suggéré qu’une voie de la leptine
efficiente était peut-étre nécessaire pour obtenir des adaptations mitochondriales post-entrainement
(Li, L. et al. 2011). Dans notre étude, un mécanisme indépendant de la fonction mitochondriale et
impliquant une augmentation de la capacité d’activation d’Akt stimulée par I'insuline et une hausse de
la quantité de Glut4 dans le muscle squelettique, suite a un HIIT, a été mis en évidence. De maniere
intéressante, I'incapacité d’Akt a se phosphoryler sous I'action de I'insuline dans les tissus cibles
représente une des caractéristiques de la physiopathologie de I'insulinorésistance (Saini, V. 2010).
Egalement, I'augmentation de la quantité de Glut4 musculaire suite a HIIT est un mécanisme qui a été

rapporté chez I’étre humain (Perry, C. G. et al. 2008).
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Ce travail supporte ainsi I'intérét de I'utilisation du HIIT pour I'amélioration du contréle glycémique,
dans un contexte d’insulinorésistance caractéristique du prédiabéete, méme en dépit de I'absence
d’améliorations de la fonction mitochondriale musculaire dans ce modeéle de jeune souris db/db au

développement tres rapide de la pathologie.

Afin de confirmer les hypothéses qui ont été avancées dans la discussion de cette étude, le méme
protocole d’entrainement pourrait étre conduit sur d’autres modeéles animaux, choisis en fonction de

différentes hypothéses ou questions avancées.
Part de I'implication des Glut4 musculaires dans les effets observés

Utiliser un modele de souris Glut4-KO, spécifiquement dans le muscle pourrait permettre de mettre
en évidence la part de I'implication des Glut4 dans la différence observée entre les effets du HIIT et du
MICT sur le controle glycémique. Si les effets du HIIT sont totalement abolis chez ce modéle,
I’hypothése d’une implication majeure de ces transporteurs serait supportée. Mais d’autres
mécanismes adaptatifs consécutifs a I’'entrainement pourraient également étre mis en lumiére car la
présence chez ces animaux de mécanismes compensatoires de transport de glucose dans le muscle a

déja été suggérée (Fam, B. C. et al. 2012).
Importance de la fonctionnalité de la voie de la leptine

Afin de tester I’'hypothése de la dépendance de la fonctionnalité de la voie de signalisation de la leptine
dans les adaptations mitochondriales consécutives a I'entrainement, on peut imaginer de reproduire
le protocole expérimental sur un modéle de souris ob/ob, avec ou sans injection exogéne de leptine.
Contrairement aux souris db/db qui se caractérisent par une absence de récepteurs a la leptine dans
les tissus, les souris ob/ob présentent une voie de la leptine fonctionnelle mais une incapacité a
produire I’hormone (Ingalls, A. M. et al. 1950; Zhang, Y. et al. 1994). Certains auteurs avaient montré
gu’un signalling de la leptine dysfonctionnel (absence de leptine, dans le cas de la souris ob/ob)
entrainait une inhibition partielle de la biogenése mitochondriale via la voie AMPK-Sirt1 menant a la
phosphorylation et la désacétylation de PGC1-a (Li, L. et al. 2011). Nous proposons donc de vérifier
cette hypothése sur un modeéle de souris ob/ob (déficient en leptine mais en présence de récepteurs
et possédant un signalling fonctionnel), soumises a un protocole d’entrainement (ou non) et équipées
de pompes dispensant un flux continu et physiologique de leptine (ou de véhicule) (Knight, Z. A. et al.

2010).
Modéle de souris (HF)

Nous envisageons également de tester a nouveau les deux modalités d’exercice chronique sur un

modele plus physiologique et non-mutant du prédiabéte : la souris HF. Nos expérimentations avec
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Totum-63, dans la seconde étude de cette thése, ont montré que I'état pathologique moins avancé de
ce modele pouvait permettre de mettre en évidence des effets différents ou plus marqués, surtout si

I’on s’intéresse aux stades précoces du DT2 caractérisés par le développement de I'insulinorésistance.

A partir de ces nouveaux modeles, il est envisagé de poursuivre les explorations tissulaires qui
n’avaient pas pu étre réalisées lors de la présente expérimentation. En effet, le timing de prélevement
et les choix des tissus prioritaires avaient été optimisés dans le but de tester notre hypothése principale
de départ, liée a I'adaptation de la fonction mitochondriale et a la voie de signalisation de I'insuline. La
plupart des tissus musculaires (d’une quantité relativement faible chez la souris) ont donc été utilisés
et les autres tissus ont subi un délai avant congélation relativement long qui pourrait biaiser
I'interprétation des résultats de certains dosages, notamment en cas d’évaluation de la

phosphorylation de protéines.
Expliquer I'amélioration du signal de Finsuline dans le muscle squelettique

Il est possible de mesurer 'activation de protéines situées en amont d’Akt, dans la voie de l'insuline,
afin de fournir une explication a 'effet du HIIT sur la voie de I'insuline. Spécifiquement, IRS-1 possede
des résidus sérine (Ser307 par exemple) qui inhibent son activité et des résidus tyrosine (Tyr608 chez
la souris ou Tyr612 chez 'humain) qui I'activent. Des voies de signalisation liées au stress cellulaire
(JNK ou IKKB/NF-kB) sont connues pour inhiber IRS-1. De nombreux stimuli peuvent étre a I'origine de
I'activation de ces voies et faire I'objet d’une investigation : I'implication de dérivés lipidiques
intramusculaires tels que les DAG ou les céramides, (Samuel, V. T. et al. 2010), mais aussi
I'inflammation (cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a et IL-1B) ou des marqueurs de stress

oxydant (cf. paragraphe §4.1.5).
Voies de l'insuline dans d’autres organes

Si le muscle squelettique est la cible directe des actions mécaniques de I'activité physique, d’autres
organes peuvent bénéficier d’adaptations suite a un entrainement, notamment grace a la fonction
endocrine du muscle. Dans le cadre du DT2, 'activation de la voie de l'insuline pourra étre évaluée
dans d’autres tissus majeurs impliqués dans la régulation du métabolisme du glucose, tels que le foie
ou le tissu adipeux. Le dialogue entre le muscle et ces deux organes a d’ailleurs déja été décrit
(Pedersen, L. et Hojman, P. 2012), notamment par le biais de myokines sécrétées a I'exercice (IL-6,

irisine, ...), qui pourront également faire I'objet d’un dosage plasmatique.
Implication du microbiote intestinal

Chez la souris, I'exposition a un régime riche en graisse induit une obésité et des modifications de

certains parametres du microbiote intestinal, dont sa diversité et I'abondance de certaines familles par
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rapport a d’autres (rapport Bactéroidetes/Firmicutes) (Denou, E. et al. 2016). D’autres travaux avaient
d’ailleurs montré que ces altérations jouent un réle important dans le développement de la résistance
a linsuline (Cani, P. D. et al. 2007). De maniere intéressante, le mode HIIT a montré des effets
bénéfiques sur le microbiote en modulant positivement ces parameétres, préalablement altérés par
plusieurs semaines d’exposition a un régime HF (Denou, E. et al. 2016). Ce mode d’entrainement
pourrait ainsi améliorer le microbiote intestinal et, indirectement, contribuer a I'amélioration de la

sensibilité a I'insuline.

Etude 2 : Effet d’une supplémentation avec un complément nutritionnel a base de plantes sur le

métabolisme énergétique dans deux modéles du prédiabéte, la jeune souris db/db et la sourie HF.

Le second objectif de cette these était de mesurer I'effet de Totum-63, un complément nutritionnel a
base de plantes développé par la société Valbiotis, sur la progression du prédiabéte vers le diabéte.
Pour cela, deux modeéles murins du prédiabéte ont été utilisés : la jeune souris diabétique db/db et la
souris HF. Le premier modele, commun avec la premiére étude de cette thése, présente une évolution
rapide de la pathologie, d’'un état normal a une obésité accompagnée d’une insulinorésistance,
caractéristique du prédiabéte, pour terminer a une insulino-déficience, caractéristique du DT2. Le
second présente une évolution plus lente et n’atteint pas, avec les durées de protocoles utilisées
(maximum 16 semaines d’exposition au régime HF), le stade de [linsulinodépendance. Ces
caractéristiques en font un modele centré sur le prédiabéte, complémentaire du précédent. Les effets
bénéfiques du complément ont été confirmés sur ces deux modeles, ce qui constitue un élément

encourageant dans la perspective d’une application a I'espece humaine.

1- Un effet pléiotrope de Totum-63 ?

Nos données montrent que Totum-63 a limité la prise de masse grasse sur les deux modeles, cet effet
s’accompagnant d’une amélioration du contréle glycémique caractérisée par une baisse de
I’'hyperglycémie chez le modéle de souris db/db et une baisse de I’hyperinsulinémie chez la souris HF.
Chez la souris db/db, nos données suggérent également une préservation de la capacité sécrétoire en
insuline du pancréas. Chez la souris HF, nos données montrent que I'amélioration de la sensibilité a
I'insuline consécutive a la supplémentation avec Totum-63 est expliquée, au moins en partie, par une
restauration de celle-ci dans le tissu adipeux inguinal et, peut-étre, dans le soléaire i.e. un muscle
squelettique de type oxydatif. Totum-63 se place ainsi comme un candidat prometteur pour prévenir
la progression du prédiabete grace a une action potentiellement pléiotrope. En effet, ce travail a mis

en lumiére une action de Totum-63 dans plusieurs organes parmi les plus grandement impliqués dans
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la physiopathologie du DT2 (foie, tissu adipeux, muscle squelettique, cellules béta), ainsi que l'illustre
la Figure 36. A I'état actuel d’avancement des travaux, il est impossible de savoir si I'action du
complément sur ces tissus est directe, indirecte ou bien correspond a la somme des deux. En effet,
comme on |'avait vu en introduction (cf. paragraphe §4.1.8), le dysfonctionnement d’un organe affecte
souvent d’autres tissus. Cette communication inter-organes est probablement liée au fait que
I’ensemble des organes cités ont une capacité sécrétoire endocrine. L'activité physique est d’ailleurs
un bon exemple d’'une action mécanique ciblée sur un organe (en l'occurrence: le muscle
squelettique) aux effets pléiotropes sur la santé. Sollicité, le muscle sécrete une multitude de myokines
qui exercent leur action sur le muscle lui-méme, mais également d’autres organes, via la circulation
sanguine (Fiuza-Luces, C. et al. 2013). D’autre part, il est possible que des effets paralleles de Totum-63
existent sur des organes qui n’ont pas été étudiés ici. Notamment, certains ingrédients présents dans
le complément et son mode d’absorption (per os) laissent penser que le microbiote intestinal pourrait
étre affecté, tel que cela a été montré sur des composés présents dans I’huile d’olive (Prieto, I. et al.
2018) ou dans la myrtille (Lee, S. et al. 2018). On I’'a vu plus haut, ce dernier fait I'objet d’un
engouement particulier ces derniéres années et des relations de causalité avec I'obésité, les

pathologies métaboliques et méme I'insulinorésistance ont été établies (Cani, P. D. et al. 2007).
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Figure 36 : Organes cibles de Totum-63 (modifié d’aprés De Fronzo R.A. 2009).
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Nos expérimentations ont montré un effet bénéfique de Totum-63 sur 4 organes impliqués dans la physiopathologie du DT2, suggérant un potentiel effet

pléiotrope du complément. Nos prochaines expérimentations s’attacheront a étudier son effet sur les autres organes affectés par la pathologie.
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2- Quels mécanismes d’action ?

Ce travail a également permis de mettre en lumiere quelques hypothéses quant aux mécanismes
d’action de Totum-63. L'un de nos criteres principaux était I'amélioration du controle glycémique, un
élément clef du contréle du DT2 qui constitue d’ailleurs I'objectif de la plupart des traitements
pharmacologiques. Si Totum-63 a effectivement permis une amélioration de ce critére, d’autres
travaux seront nécessaires pour comprendre I'ensemble des mécanismes impliqués. A I'instar des
organes s’affectant I'un I'autre, les mécanismes physiopathologiques menant a l'insulinorésistance
sont également imbriqués. Nous avons constaté dans ce travail, sur nos deux modeles, un paralléle
entre la perte de poids, plus spécifiguement de masse grasse, et 'amélioration du controle glycémique.
La perte de masse grasse constitue per se un important stimulus pour améliorer I'insulino-résistance
(Samuel, V. T. et Shulman, G. I. 2012) notamment grace a une diminution des dépbts ectopiques de
graisse (Bays, H. et al. 2004), dont I'importance a été soulignée dans I'introduction de ce manuscrit
(paragraphe §4.1.3.1). La moindre masse grasse observée dans les groupes supplémentés constitue
donc probablement I'un des mécanismes explicatifs et constituera I'une de nos hypothéses de travail
futures. Les données obtenues sur la sensibilité a I'insuline du tissu adipeux inguinal suggérent
également qu’il est un des tissus les plus bénéficiaires de I'action de Totum-63. La encore toutefois, il
n’est pas possible de savoir si la simple réduction de quantité globale de tissu est responsable des

améliorations, ou si d’autres effets s’ajoutent pour augmenter encore la sensibilité a I'insuline.

Plusieurs observations permettent cependant de formuler I'hypothese selon laquelle Totum-63

présenterait des effets additionnels a ceux liés a la diminution quantitative de la masse grasse :

1- Dans nos expérimentations, Totum-63 a augmenté |'activation de la voie de 'insuline dans le
tissu adipeux inguinale alors que celle-ci restait inhibée dans le groupe HF et n’atteignait pas
le seuil de significativité dans le groupe CON (régime maigre, groupe « sain » de référence).
Ces données, recueillies dans des conditions de composition corporelle similaires entre les
groupes CON et HF-T63, laissent supposer une action de Totum-63 additionnelle a la perte de
masse grasse.

2- Les plantes qui constituent le complément nutritionnel possédent pour beaucoup une action
anti-inflammatoire et/ou antioxydante, démontrée par plusieurs études (ainsi que présenté
en introduction, cf. paragraphe §4.4.7). L'inflammation et le stress oxydant étant reconnus
comme des mécanismes pouvant participer a une inhibition de la voie de I'insuline, nous avons

donc ici un mécanisme additionnel potentiel de I'action de Totum-63.

D’autres voies pourraient étre impliquées, un schéma des actions putatives du complément

nutritionnel, basé sur les données de la littérature, avait été proposé en introduction de cette these
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(cf. Figure 14). Sur la base de ce schéma, une nouvelle figure révélant les effets confirmés de Totum-63
au cours de cette thése, ceux restant a investiguer et les liens potentiels existants entre eux, est
présentée en Figure 37. D’autres effets potentiels du complément avaient été suggérés de par les
végétaux qui le composent, notamment une action possible sur le microbiote intestinal, modulable
grace a 'activité physique, on I’a vu, mais aussi grace a I'absorption de certains végétaux. Le réle du
microbiote intestinal dans la physiopathologie de I'insulinorésistance a été démontré (Cani, P. D. et al.
2007). Egalement, 4 des 5 composants de Totum-63 ont montré un effet sur des enzymes digestives
au cours de précédentes études (cf. Figure 14). L'inhibition de certaines d’entre elles est un moyen de
diminuer I'absorption d’énergie dans le tractus digestif, et donc d’obtenir des bénéfices sur le
métabolisme lipidique et glucidique. Une modification du microbiote intestinal en aval est également
plausible, la composition des selles étant modifiée. Ce schéma reste sans doute trés réducteur et des
synergies d’action sont également potentiellement a I'ceuvre, dans I'action globale du complément.
Ce postulat est d’ailleurs renforcé par une partie des données issues des expérimentations
préliminaires (non présentées dans cette thése) qui avaient conduit a la formulation de Totum-63.
Celles-ci faisaient notamment état d’un effet des ingrédients trés faible voire nul, lorsque pris
individuellement, mais qui se développait de fagon synergique a mesure que I'on approchait de la
combinaison finale de 5 végétaux. Le mécanisme d’action de Totum-63 est donc probablement

complexe, avec de nombreux effets dus aux multiples composés phytochimiques présents.
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Figure 37 : Mécanismes d'action de Totum-63.
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DE : Dépense Energétique. EAAE : Efficacité Apparente d’Absorption Energétique ; MG : Masse Grasse ; TG : Triglycérides ; db/db : modéle de souris db/db ;

HF : modéle de souris nourries avec un régime riche en graisse ; OGTT : Test Oral de Tolérance au Glucose.
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3- Perspectives de travail

Les perspectives directes de ce travail visent a développer des expérimentations vérifiant I'effet du
complément sur I'étre humain. Ce travail a déja débuté, comme précisé précédemment, et ne
constitue pas I'objet de cette these. En revanche, plusieurs hypothéses explicatives qui ont été

suggérées dans ce travail méritent que I'on détaille le plan de recherche envisagé.
Effet du complément sur les variations de poids et de masse grasse

Une nouvelle expérimentation devra étre conduite afin d’expliquer I'effet de la complémentation sur
la perte de poids, caractérisée par une perte de masse grasse. Afin d’éviter les écueils méthodologiques
qui ont potentiellement causé un biais dans nos expérimentations, la dépense énergétique et
I’efficacité apparente d’absorption énergétique (EAAE) seront mesurés pendant une période durant
laquelle les souris affichent un gain de masse par unité de temps différent entre les groupes HF et HF-
T63, en condition d’apports isoénergétiques. C'est-a-dire une période ol le complément est
effectivement actif sur la balance énergétique. Suite aux données obtenues au cours de cette these, la
période se situerait, pour des souris HF, aprés 4 a 5 semaines d’exposition au régime. Une marge de
sécurité est nécessaire mais il conviendra d’éviter que les animaux des deux groupes aient une
différence de masse corporelle importante, comme on le remarque a partir de 8 a 9 semaines
d’expérimentation. En effet, celle-ci biaise la mesure en occasionnant une dépense énergétique accrue

due au colt locomoteur augmenté par la charge corporelle.

Si une dépense énergétique supérieure est mise en évidence grace a la complémentation avec
Totum-63, nous explorerons alors les voies de la thermogénése dans les tissus concernés. Certains
végétaux ont déja prouvé leur potentiel thermogénique dans des études sérieuses (McCarty, M. F. et
al. 2015; Stohs, S. J. et Badmaev, V. 2016) et certaines voies de signalisation de la thermogénése sont
connues, nous fournissant ainsi des hypothéses de travail. Notre attention sera ainsi premierement
dirigée vers les marqueurs de « beiging » du tissu adipeux blanc a travers |’expression de génes tels
gue UCP-1, AdipoQ, CideA, Tmem 26, Prdm16, Tbx1 ou Cd137 ou le dosage de I'une des principales
protéines impliquées dans le découplage mitochondrial du tissu adipeux, UCP-1 (Stanford, K. I. et al.
2015). Ce mécanisme, déja décrit en paragraphe § 8.3.6, est principalement présent dans le tissu
adipeux inguinal chez la souris. L'insulino-sensibilité a été améliorée par Totum-63 dans ce tissu,
renforcant I'intérét de poursuivre les investigations mécanistiques dessus. De plus, le « beiging » du
tissu adipeux a aussi été décrit chez I’étre humain et est considéré comme une stratégie prometteuse
dans le cadre de la lutte contre I'obésité (Thyagarajan, B. et Foster Michelle, T. 2017). Un autre
mécanisme de la thermogenese est |'activation du découplage mitochondrial dans le muscle ou le tissu

adipeux brun, qui pourra étre estimé par dosage de la principale protéine de découplage mitochondrial
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présente dans le muscle (UCP3) ou dans le tissu adipeux brun (UCP1) (Solanes, G. et al. 1997). Pour les
tissus adipeux (brun et beige), reconnus aujourd’hui comme jouant un r6le majeur dans la
thermogenese (Sidossis, L. et Kajimura, S. 2015; Kiefer, F. W. 2017), la méthode de référence pour
estimer leur activité est la tomographie par émission de positrons (PET-scan) couplée a I'injection d’un
traceur radioactif, le fluorodesoxyglucose (*F-FDG : un sucre marqué au fluor 18) (Sampath, S. C. et al.
2016). Cette expérimentation, réalisée in vivo, permet d’observer et de quantifier la captation de
glucose par les organes sous la stimulation ou non d’un stimulus (exposition au froid, ...), et donc de
montrer |'éventuelle activation de ces tissus lors d'une supplémentation avec un produit
thermogénique. Cette technique reste néanmoins colteuse et difficilement applicable dans le cas du
muscle qui est réparti de maniére homogéne sur 'ensemble du corps. Il est également possible, dans
I'ensemble des tissus impliqués dans la production de chaleur par découplage mitochondrial, de
mesurer celui-ci grace a une expérimentation de respiration ex vivo sur fibres perméabilisées, en

présence de substrats énergétiques mais sans ADP (leak state, ou state 4).

Si une diminution de I'EAAE est mise en évidence, I'étape suivante consistera en une caractérisation
de I'énergie restante dans les féces en termes de macronutriments, ce qui peut fournir des pistes de
travail pour la recherche d’explications possibles via I'inhibition d’enzymes digestives spécifiques a un

macronutriment et/ou via une modification du microbiote intestinal.
Part de la responsabilité de la perte de masse grasse dans I’effet sur I'insulino-sensibilité

Afin de déterminer si Totum-63 agit sur la sensibilité a I'insuline avec un mécanisme additionnel a la
perte de masse grasse, de prochaines expérimentations utilisant un groupe de souris HF en restriction
caloriqgue de maniere a matcher le poids corporel du groupe HF-T63 pourront par exemple étre
conduites. Ce type d’expérimentation a déja été réalisé par d’autres équipes sur modele murin afin de
comparer les effets d’'une perte de poids liée a I'activité physique ou a une restriction calorique
(Huffman, D. M. et al. 2008). L’objectif sera de comparer la réponse aux tests systémiques de tolérance
au glucose, tels qu’ils avaient été conduits dans cette thése (mesures répétées de glycémie et
d’insulinémie suite a un OGTT). Si une différence est mise en évidence, I'étude de la voie de I'insuline

dans les différents tissus pourra étre réalisée en western-blot.
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Exploration du potentiel anti-inflammatoire et antioxydant de Totum-63

Comme évoqué plus tot dans ce manuscrit, certains végétaux entrant dans la composition de
complément Totum-63 ont montré un effet anti-inflammatoire et/ou antioxydant dans des études
conduites par d’autres équipes (cf. Figure 14, paragraphe §4.4.7). L'implication de I'inflammation et
du stress oxydant a été établie en introduction de ce manuscrit, ce qui en fait un mécanisme potentiel

des bénéfices observés sur la sensibilité a I'insuline.

En ce qui concerne les facteurs inflammatoires, un dosage plasmatique pourrait étre envisagé afin de
mesurer un éventuel effet systémique de Totum-63. Certaines cytokines pro-inflammatoires
traditionnellement reconnues pour étre impliquées dans le physiopathologie du DT2 peuvent étre
dosées dans le plasma, en particulier IL-6 et la protéine réactive C (Wang, X. et al. 2013). Dans les tissus,
d’autres marqueurs pro-inflammatoires associés au DT2, tels que TNF-q, IL-1B ou MCP-1 peuvent étre
dosés (Patsouris, D. et al. 2014). Ces cytokines ont été impliquées dans le développement de la
résistance a I'insuline dans les tissus principalement concernés tels que le muscle squelettique, le foie

ou le tissu adipeux.

Pour I’évaluation du stress oxydant, la mesure est délicate car I'élévation des ERO reste un phénomeéne
transitoire et les sources d'ERO sont multiples au sein des différents types cellulaires. Il faut privilégier
des mesures de parametres multiples et complémentaires afin de les lier entre elles pour interpréter
les éventuels changements observés. Trois mesures peuvent ainsi par exemple étre réalisées et

interprétées ensemble :

1/ Un dosage direct de la production d'ERO, par exemple en fluorimétrie couplée a de la respiration
mitochondriale sur tissu perméabilisé, ex vivo. Cette méthode permet une mesure dynamique du flux
d’une ERO tels que Oy ou "OH en présence de SOD qui catalyse leur transformation en H,0,, lequel est
détecté apres réaction avec de la HRP (Horseradish Peroxidase) et de I’Amplex Red® (Mishin, V. et al.

2010).

2/ Une mesure du dommage causé par les ERO aux biomolécules, telles que les péroxydations
lipidiques (ou des produits finaux de la réaction tels la malondialdehyde (MDA) ou le 4-hydroxynonenal
(HNE)) ou bien I'oxydation de protéines, de 'ADN ou de I'ARN (Wang, W.-X. et al. 2015). Cette
approche, bien qu’indirecte, présente I'avantage de mesurer des marqueurs qui sont pour la plupart

tres stables, ce qui en fait une méthode fiable.

3/ Une détection du niveau des enzymes antioxydantes circulantes ou dans les tissus, telles que SOD,
CAT ou GPx (Vijayakumar, R. S. et Nalini, N. 2006), qui contrebalancent le stress oxydant généré dans

la cellule.
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Enfin, au sein des tissus, certaines voies métaboliques se situent au carrefour des différents stress
cellulaires que représentent I'inflammation et les réactifs oxygénés, telles que les voies IKKB/NF-kB et
JNK. Elles sont par ailleurs connues pour avoir une action inhibitrice sur la voie de l'insuline (cf.
paragraphe §4.1.5.4). Leur étude pourrait ainsi fournir des pistes mécanistiques supplémentaires pour

expliquer le meilleur controle glycémique.
Effet sur la préservation de la capacité sécrétoire du pancréas

L'effet protecteur de Totum-63 sur la fonction pancréatique peut s’expliquer soit par une préservation
du volume de cellules-béta ou de la conservation de la fonction sécrétoire. On peut ainsi envisager une
estimation de la quantité d’llots de Langerhans et du volume de cellules béta (Noorafshan, A. et al.
2012) et une investigation des mécanismes présentés en introduction de ce manuscrit comme
responsables de la dysfonction pancréatique (cf. paragraphe §4.1.4.2), particulierement ceux liés a la
glucolipotoxicité. En effet, la préservation de la capacité a sécréter de I'insuline avait été obtenue chez
la souris db/db dans un contexte de diminution de I’hyperglycémie, ce qui peut ainsi constituer une

hypothese de départ.
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Perspectives communes aux deux études

La jeune souris db/db constituait un modéle commun aux deux études. De maniére intéressante,
I'activité physique (HIIT) et la supplémentation avec Totum-63 ont toutes les deux entrainé une baisse
de I'hyperglycémie sur ce modeéle, mais avec des mécanismes qui semblent différents. Le HIIT a permis
une meilleure activation de la voie de l'insuline (phosphorylation d’Akt suite a une injection
intrapéritonéale d’insuline exogene) dans un muscle a la typologie mixte, le gastrocnémien. Sur ce
méme tissu, aucun effet n’était visible dans notre étude sur Totum-63, que ce soit sur le modéle de
souris db/db ou chez la souris HF. Sur le modeéle HF, I'effet de Totum-63 sur la sensibilité a I'insuline
semblait plutét impliquer le tissu adipeux sous-cutané. D’autre part, le complément nutritionnel a
engendré une baisse marquée sur la prise de masse grasse qui n’était pas retrouvée suite a
I’entrainement, quel que soit le mode (MICT ou HIIT). Ainsi, la combinaison des deux interventions
pourrait présenter un bénéfice double caractérisé par une levée de I'inhibition sur le signal de I'insuline
dans le muscle squelettique (effet de I'activité physique) et un effet bénéfique sur I’évolution de masse
grasse et sur le signal de I'insuline du tissu adipeux sous-cutané (effet Totum-63). L’association de ces
deux interventions présente donc un potentiel intéressant car complémentaire, qui devra étre testé

en comparaison avec la supplémentation seule et chacun des modes d’entrainement.

Plusieurs études ont déja testé l'interaction entre activité physique et stratégies nutritionnelles. La
plupart portaient sur I'effet de la modulation de la part de chaque macronutriment au cours des repas
(riches en glucides, riches en protéines etc.), mais certaines se sont intéressées a |'effet d’'une
supplémentation avec des composés ou des extraits végétaux aux propriétés antioxydantes. Il reste
toutefois difficile d’établir une conclusion définitive. En effet, alors que certains auteurs avancent que
la supplémentation avec ces végétaux permet une meilleure récupération musculaire et un maintien
prolongé de I'intensité (Bucci, L. R. 2000; Williams, M. 2006; Chen, C. K. et al. 2012), d’autres montrent
gu’elle pourrait altérer les adaptations consécutives a I'entrainement, telles que la biogenése
mitochondriale (Strobel, N. A. et al. 2011; Abadi, A. et al. 2013; Meier, P. et al. 2013). Dans une revue
récente, Merry et Ristow concluent que les effets de la prise d’antioxydants sur les adaptations a
I’exercice pourraient étre bénéfiques ou déléteres selon le type et I'intensité des exercices pratiqués
(I’activité a haute intensité étant plus dépendante de la signalisation des ERO que I'activité modérée)
et de la dose d’antioxydants utilisée, une dose élevée semblant étre néfaste (Merry, T. L. et Ristow, M.
2016). Certaines molécules anti-inflammatoires courantes (anti-inflammatoires non stéroidiens) ont
également fait I'objet d’études et pourraient elles aussi, a haute dose, inhiber une partie des
adaptations musculaires a I'’entrainement (Markworth, J. F. et al. 2014; Lilja, M. et al. 2017). Ces
conclusions doivent toutefois étre prises avec précautions dans le cadre de la prise en charge de

patients prédiabétiques, qui présentent un état de stress oxydant relativement élevé et une

185




inflammation chronique de bas grade. Ces états caractéristiques du DT2 constituent une situation
différente des études citées, toutes réalisées chez le sujet sain. En revanche, chez les sujets
diabétiques, I'interaction entre I’activité physique et la principale molécule préconisée en traitement
de premiere intention (i.e. la metformine) avait été présentée en introduction de ce manuscrit (cf.
paragraphe §4.3.3). Bien que ces deux thérapies offrent séparément des bénéfices similaires, leur
association s’avere généralement contre-productive. Le mécanisme d’action assez particulier de la
metformine (inhibition d’un complexe de la chaine respiratoire dans la mitochondrie) est peut-étre
directement en cause ici et ne présage pas d’un effet similaire avec tous les composés qui permettent
d’augmenter la sensibilité a I'insuline. Enfin, rappelons que le timing de la prise du médicament et le

type d’activité physique pourraient jouer un réle important (Boulé, N. G. 2016).

Ainsi, la perspective finale de ce travail consiste en une étude des effets de I'activité physique
combinée avec la supplémentation avec Totum-63. Dans l'optique d’une application au sujet
prédiabétique, la supplémentation doit en effet pouvoir s’inscrire dans le cadre des recommandations
sur le mode de vie conseillées par les sociétés savantes. Les effets observés sur des modeéles
précliniques au cours des expérimentations de cette thése laissent supposer une possible
complémentarité des bénéfices, mais I'étude de la littérature existante sur le sujet nous rappelle que
certaines variables expérimentales telles que la dose de supplément, le timing ou I'intensité et la durée
de l'entrainement peuvent interagir entre elles et doivent par conséquent étre maniées en
connaissance de cause. Les données recueillies au cours de ces nouvelles études combinant ces deux
approches hygiéno-diététiques constitueront autant de nouvelles connaissances pour améliorer la
prise en charge de la population prédiabétique. A terme, nous espérons permettre I’évolution des
recommandations thérapeutiques pour proposer la prise en charge la plus adaptée a ces patients

prédiabétiques et tendre peut-étre un jour, pourquoi pas, vers un monde zéro diabete.
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11.1.STATISTIQUES COMPLETES ETUDE 2A FIGURE 19

ANOVA 3 Voies
Somme des Moyenne des
Source DDL carrés carrés F Pr>F

Exercise 2 1,916 0,958 4,541 0,014
Insulin 1 10,367 10,367 49,140 <0,0001
Site phospho 1 4,733 4,733 22,436 <0,0001
Exercise*Insuline 2 1,339 0,669 3,173 0,048
Exercise*Site phospho 2 0,556 0,278 1,317 0,275
Insulin*Site phospho 1 3,208 3,208 15,207 0,000
Exercise*Insuline*Site phospho 2 0,632 0,316 1,497 0,231

Tableau 13 : ANOVA a 3 voies (Fig. 19)

Exercise / Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence Différence standardisée Valeur critique Pr > Diff Significatif
HIIT vs. CON 0,325 2,597 2,396 0,031 Oui
HIT vs. MICT 0,268 2,141 1,995 0,036 Oui
MICT vs. CON 0,057 0,456 1,995 0,650 Non

Tableau 14 : Test Post-hoc SNK - effet exercice (Fig. 19)
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Exercice*Insuline / Newman-Keuls (SNK) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence Différence standardisée Valeur critique Pr > Diff  Significatif
HIIT*Ins vs. CON*Veh 1,145 6,460 2,931 <0,0001 Oui
HIIT*Ins vs. HIIT*Veh 1,102 6,218 2,801 <0,0001 Oui
HIIT*Ins vs. MICT*Veh 1,086 6,129 2,633 <0,0001 Oui
HIIT*Ins vs. CON*Ins 0,607 3,427 2,396 0,003 Oui
HIIT*Ins vs. MICT*Ins 0,552 3,114 1,995 0,003 Oui
MICT*Ins vs. CON*Veh 0,593 3,346 2,801 0,011 Oui
MICT*Ins vs. HIIT*Veh 0,550 3,104 2,633 0,014 Oui
MICT*Ins vs. MICT*Veh 0,534 3,015 2,396 0,010 Oui
MICT*Ins vs. CON*Ins 0,056 0,313 1,995 0,755 Non
CON*Ins vs. CON*Veh 0,538 3,033 2,633 0,018 Oui
CON*Ins vs. HIIT*Veh 0,495 2,791 2,396 0,018 Oui
CON*Ins vs. MICT*Veh 0,479 2,702 1,995 0,009 Oui
MICT*Veh vs. CON*Veh 0,059 0,331 2,396 0,941 Non
MICT*Veh vs. HIIT*Veh 0,016 0,089 Non
HIIT*Veh vs. CON*Veh 0,043 0,242 1,995 0,809 Non

Tableau 15 : Post Hoc SNK - Effet insuline*exercice (Fig.19)
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11.2.STATISTIQUES COMPLETES ETUDE 2B FIGURE 35

ANOVA mesures répétées

Source of Variation P value summary
Interaction *x

Time *

Group **

Subjects (matching) Frkk

Tableau 16 : ANOVA a mesures répétées sur prise alimentaire (fig. 32)

Tableau 17 : Post-hoc Tukey sur prise alimentaire (fig. 32)

o , CON HF HF-T63-FULL HF-T63-ON/OFF
Prise alimentaire - - - - - -
7310 |10313 |0a7 |7310 |10a13 |0a7 |7a10 |10313 |0a7 |7a10 |10313
0a7 * NS NS NS
CON |72a10 *k ok * NS
10313
037
HE | 7a10
10313
HE-T63- |22
FoL 1210
10313
HF-Te3- 227
oN/oFF |-/210
10313




ANOVA mesures répétées

Source of Variation

P value summary

Interaction

*kkk

Time

*

Group

*kk

Subjects (matching)

*

Tableau 18 : ANOVA a mesures répétées sur gain de masse (fig. 32)

Gain de masse

CON

HF

HF-T63-FULL

HF-T63-ON/OFF

7310

10a13

0a7 7310 10213 0a7

7310 10a 13

0a7

7310 10a13

0a7

CON

HF

HF-T63-
FULL

HF-T63-
ON/OFF

NS

NS

Tableau 19 : Post-hoc Tukey sur gain de masse (fig. 32)
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ANOVA mesures répétées
Source of Variation P value summary
Interaction el
Time ok
Group Forkk
Subjects (matching) ns

Tableau 20 : ANOVA a mesures répétées sur gain de masse grasse

CON HF HF-T63-FULL HF-T63-ON/OFF
0a7 7310 10a13 0a7 7a10 10213 0a7 7a10 10213 0a7 7a10 10213

Gain de masse grasse

0a7
CON NS

HF

HF-T63-
FULL

HF-T63-
ON/OFF

Tableau 21 : Post-hoc de Tukey sur gain de masse grasse
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11.3.DOSAGES DE PROTEINES TOTALES FIGURE 30
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Figure 38 : Dosage de protéines totales pour WB, complément Figure 30

ANOVA a 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey, **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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Effects of high-intensity interval
training and moderate-intensity
continuous training on glycaemic
control and skeletal muscle
mitochondrial function in db/db
mice

Vivien Chavanelle'?, Nathalie Boisseau®, Yolanda F Otero’, Lydie Combaret®, Dominigue
Dardevet’, Christophe Montaurier’, Geoffrey Delcros’, Sébastien L Peltier” & Pascal Sirvent®

Physical activity is known as an effective strategy for prevention and treatment of Type 2 Diabetes. The
aim of this work was to compare the effects of a traditional Moderate Intensity Continuous Training
{MICT) with a High Intensity Interval Training (HIIT) on glucose metabolism and mitechondrial function
in diabetic mice. Diabetic dbfdb male mice (N =25) aged & weeks were subdivided into MICT, HIIT or
centrol (CON) group. Animals in the training groups ran on a treadmill 5 daysiweek during 10 weeks,
MICT group ran for BOmin (0° slope) at 50-60% of maximal speed (Vmax) reached during an incremental
test, HIT growp ran thirteen times & minutes (20° slope) at 85-90% of Vmax separated by 2-min-

rest periods. HIIT lowered fasting ghycaemia and HbAlc compared with CON growp (p < 0.05). In all
mitochondrial function markers assessed, no differences were noted between the three groups except
for tatal amount of electron transport chain proteins, slightly increased in the HIIT group vs COM.
Western blot analysis revealed a significant increase of muscle Gluts content (about 2 fold) and higher
insulin-stimulated Akt phosphorylation ratios in HIIT group. HIIT seems to improve glucose metabolism
mare efficiently than MICT in diabetic mice by mechanisms independent of mitochondrial adaptations,

Overall, |:l|'|}'~.i:'.a|. il.;.'t:i\-'ihl.' APpEsITS s an effective strategy in hoth ]'Jr\rwnl!i:m and treatment |1f'l'}'|:= 2 [Habetes
(T2D3)". Numerous studies have shown improved insulin sensitivity, glucose tolerance and long term glucose
control following exercise training interventions’, and current guidelines from the major international scientific
organizations regarding prescriptions of acrobic training in T2D now recommend 150 min of moderate to vigor-
ous intensity exercise weekly®. Nevertheless, long-term adherence to physical activity in individuals with T2D is
problematic®. Moreover, some studies have reported reslstance to the beneficlal effects of exerclse In some indl-
viduals’. Therefore, identification of physical activity modalities displaying higher adherence and/for efficiency is
amajor challenge 1o improve health benefits in individuals with T20.

It has been demanstrated that hi!ﬂi intenxil:f interval 1mining {HIIT) ¢an i|1:|r|:r|1w: |1uliunl adherence to
physical activity™ ", and numerous recent studies have also shown improvements in ghycaemic control fellowing
HIIT'™ ", The effects of HIT on blood glucose could be partly mediated by improved skeletal muscle mitochon-
drial function, as it has been suggested by some authors™, HIIT seems indeed to be a strong activator of mito-
chondrial biogenesis and this effect could be mediated by stimulation of PGC1-oexpression” ™, Mitochondrial
Impairment has been linked to Insulin resistance”, and consequently, improvement of mitochondrial func-
thomn may restore sheletal muscle insulin signalling™. To date, no study has compared the effects of HIT . the

YWniversitd Clermont Auvergne, Laboratoire des Adaptations Métaboliques 3 'Exercice en conditions Physiologiques
at Pailm|ugiqur§.i.ﬁME2P], Clesmant-Farrand, F-63000, France. “Valbiotis 5.8.5., La Rochelle, France, YINRA, Unité
e Mutrition Humaine (LINH, UMR 1015], CRNH favergne, France, Correspondence and requests for materials
shouyld be addressed toV.C. (email: vivien chavanelle @valbiotis.com)
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Table 1. Mice characteristics before and after training,

traditional moderate-intensity continuous training {(MICT) on skeletal muscle mitochondrial adaptations in a
context of T2IL

Consequently, the aim of this work was to compare the effects of 10 weeks of HITT and MICT on glycaemic
profile, skeletal muscle insulin signalling and mitochondrial function in dizbetic mice. We hypothesised that
HIT would lead to greater benefits on glycaemic control due to superior mitechondrial function improvements.

Results
Body compasition and indirect calorimetry measurements. Mo significant effects of training were
noted on bady weight or fat and bean mass compared with CON (Table 1).

Glycaemia and response to starch and insulin tolerance tests,  After 10 weeks of training, fasting
plasma glucose was significantly lower in HIIT groap {18.0 + 3.0 mmol.l ') than in MICT group (26.0+ 1.5 mmeol.
17!, p 005) and CON group 3000+ 1.5mmoll ™', p<0.01) (Fig. la). In accordance with this result, HbA_
level was also significantly reduced n HIIT group (8.0 = 0.4%) compared with CON group {7.5 £ 0.3%, p < 0.05)
(Fig. 1b). Fasting serum insulin levels were not different among the groups (Fig. 1c). Repeated measures ANOVA
of ITT (Fig. 1d} and OSTT (Fig. Le} revealed significant differences between groups at several time points,
However, since AUC,,, (baseline-corrected) did not differ between groups (not shown, it is concluded that these
differences merely reflect differences in fasting glucose levels,

Muscle oxidative metabolism.  In gastrocremius, western blot analysis of OXPHOS ETC revealed a mod-
st but significant global increase of the total amount of ETC proteins for HITT group va MICT and CON groups
(p < 00001, Fig. 2b). AMPK is known as an important mediater of mitochondrial adaptations to exercise traln-
ing, mainly through regulation of PGC1-07. We found here that p- AMPE Thrl 72/ AMPE ratio was unaffected
by exercise {Fig. 2c), OGXPHOS ETC, AMPE and p-AMPE full-length blots are presented in Supplementary
Figure 51 Im accordance, no effects of exercize lmining were seen on mENA levels of PGCL -0, or other known
regulators of mitochondrial biogenesis (Tfam, PPAR-n, PPAR-~, NRE-1; Fig, 2e). Similarly, protein levels of
mitofusin-2 {MFN2), a marker of mitochondrial fusion that has been shown to be repressed in diabetic state
and increased following exercise™, were not modified by MICT or HIIT protocels (Fig. 2d}, MFN2 full-length
blots are presented in Supplementary Figure 51, In line with these results regarding mRNA and protein levels
of known regulators of mitochondrial function, we did not find any modification in C5 and J-HAD activities
caused by exercise training (Fig. 3¢ and d). We also measured leak state (V) and maximal respiration {V,,..) of
pastrocnemiug permeabilised Abres during a SUIT protoce] corrected for ROX and instrumental background.
No differences were seen between groups regarding magimum steady state Oy flux after sequential addition of
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Figure 1. Effects of 10 weeks of MICT or HIIT on fasting blood glucose (a), glycosylated haemoglobin (b),

fasting serum insulin (¢) and blood glucose response to ITT {d.f) and OSTT {e.g). Data are expressed as
means = SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; *Significantly different from CON; *Significantly different from MICT.
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Figure 2. (a) Western blot representative images. The blots were cropped and full length blots are presented in
Supplementary Figure S1, (b) ETC protein content assessed by western blot. (¢) p-AMPKao Thrl72/total- AMPK
ratio. {d) Mitofusin levels assessed by western blot. (¢) mRNA expression of mitochondrial biogenesis marker
genes, Data are expressed as means = SEM. ##%%p < 0.0001.

palmitoylcarnitine and malate (V,, PalC-M), ADP (V,,,, PalC-M), pyruvate (V. PalC-PM), succinate (V,,,,
PalC-PMS) and CCCP (ETS) (Fig. 3b).
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Figure 3. Oxygen concentration and mass-specific oxygen flux as a function of time were recorded ina SUIT
prﬁlmxﬂ with [hernwuh]ljed szsl.r\m:nzmiu.s. k02 mM pulmiml-ﬁarnilin: {P.ﬂ-ﬂ} and 2 mM malate were

added in the chambers before the fibres were added, (ADP: 2.5 mM adenosine diphosphate; P: 5 mM pyruvate;
5 10mM succinate; Uz Carbony] cyanide m-chlore phenyl hydrazine (COCP); Rot: 0,5 pM: AmA: 2,5 M
Amtimycin A), (a) Representative measurement of mitochondrial respiration, (b} Effects of MICT and HITT on
mitochondrial respiration. (c) Citrate synthase and (d} 3-hydroxyacyl-Coh dehydrogenase activities. Data are
expressed as means = SEM.

Insulin signalling and Glut4 levels in skeletal muscle.  Ex vivo basal and insulin-stimulated phosphao-
rylation of Akt on Serd73 and Thr08 were investigated in paired splens muscles incubated in presence or absence
of 12nM insulin, ANOVA showed a significant effect of exercise training (p = 0.05), and a significant interaction
[exerclse®insulin, p < 0.05). Post-hoc analysis revealed a higher insulin-stimulated Akt phosphorylation state
i HIT compared with MICT (p < 0,05} and CON {p < 0.05]) (Fig. 4a}. Glutd content was significantly higher
in HIT group when compared with CON in gastrocremius (about 2.5 fold, p < 0.01) and solews (about 2 fold,
P l.'I.fJ'E} I:Fig. Ab and ). Sodens Glutd content was alio increased in H"Tq:umpurul with M[{,'.Tgr:)up [Fig. de,
e 0.05). All full-length blots are presented in Supplementary Figure 52,

Discussion

The results of the present study lead to confirm the hypothesis that HIIT improves glucose metabolism in a supe-
rior manner than MICT. We did not observe major changes in the mitochondria in any of the trained groups,
sugigesting that mitochondrial adaptations were not invelved in such effect. Skeletal musele insulin signalling and
Glutd content were only improved in the HITT group, suggesting that skeletal muscle insulin sensativity would
be mare altered by the effects of HIT than by thase of MICT, This could account for the better improvement of
glucose homeostasis following HITT intervention.

We chose in this work te compare the effects of twoe exercise training modalities in dbv'db mice. These animals
quickly exhibit massive obesity and develop diabetes because of a mutation in the leptin receptor gene™, In fact,
there s no “perfect” moded to study T2D. This pathology s very complex. because of the multiplicity of its genetic
and environmental determinants™, Therefore, although this db/db monogenic model of diabetes is naturally not
representative of all forms of the disease, this animal model is among the most ofien utilised and widely accepted
for treatment testing in diabetes research’’, Leptin resistance is a comman feature of obesity-related T2, and
dbfdb mice represent an interesting model sharing most of metabolic abnormalities ohserved in human sub-
jects™, Moreover, it has already been demonstrated that mitochondrial adaptations to exercise may be inhibited
in the absence of leptin™, In this context, one could hypothesize that mitochondrial adaptations to exercise in
the skeletal muscle might be difficult to obtain in db/db mice. Similarly, it has been shown that diabetic patients
qualified of "exercise resistant” (e.g. failing to improve HbA L in response to an exerclse training program) display
aconcomitant incapacity to stimulate mitochondrial biogenesis™ . The dbv'db mouse therefore appears as a good
model to study the efficiency of exercise training in a “difficult” context, well representative of “exercise resistant”
diabetic patients. However, it would still be interesting o reproduce this protecal in different T21F models with-
ot MOnGEenic cuse.

We observed lower fasting glhyeaemia confirmed by lower HhAlcin HIIT group despite the absence of effect
on body composition, whereas no improvements were noted in MICT group, To our knowledge, this study was
the first to compare HIT vs MICT in a context of T2D. An overview of the present literature testifies to the dif-
ficulty to obtain beneficial changes induced by physical activity in db'di mice. Two rescarch teams have tested
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Figure 4. {a) Western Blot representative images. The blots were cropped and full length blots are presented

in Supplementary Figure 52, {b) In soleus, phosphorylation ratios of insulin-stimulated Akt ser473/total- Akt
and Akt thr 308/ total-Akt. Gastrocnemius (€) and soleus (d) Glutd content assessed by western blot. Data are
expressed as means £ 5EM. *p < 0005 **p < (L0

HIIT in this medel with a similar protocol. Ostler ef al. showed modest improvements in glucose tolerance and
basal Akt Sera73 phosphorylation™. Stolen e al, noted an improvement in lipid profile™, However, none of these
teams showed lower fasting glucose, Among austhors having tested more traditional continuous endurance exer-
cise om db'db mice, Lee ef al. showed improvements on insulin tolerance™ ™ with no changes on fasting glucose,
using a comparable MICT protocol as ours, Other studies on this model have failed to improve glycacmic con-
trol with such a protocol ™1, Therefore, our study confirms that exercise-training adaptations regarding glucose
homeostasis are difficult to ebtain in db/db mice, reinforcing the idea that these animals could be used as an
“exerclse resistance” model. Interestingly, positive effects of HIT on glucese homeostasis were found in this
context. These results strengthen the interest to study the effects of HIIT in diabetic context and highlight this
exercise modality as a candidate to overpass the exercise-resistant state,

Few changes occurred following 10 weeks of HIIT in skeletal muscle mitochondrial parameters, We solely
noted an increase in the total amount of ETC proteins, with ne incidence on functional oxidative capacity assessed
through ex vive permeabilised fibres respiration. Accordingly, C5 and [3-HATY activities, like mRNA cxpression of
genes related to mitochondrial biogenesis, were also left unaffected by HUT or MICT. In wild-type mice, chronic
exercise is a well-known activator of AMPE, which in turn triggers mitochondrial biogenic response through
PGC1-e induction™. This mechanism has alse been confirmed in humans®:, These new data shew that this
mutant model of T2D mice did not respond to stimulatory effects of chronic exercise in any of these parameters,
sugggesting that some step of the signalling pathway might be defective. As it has already been suggested in exper-
iments using ob/ob mice, intact leptin signalling might be necessary for exercise-induced adaptation through
AMPE and PGCL-ex in musele™ *, this could therefore explain the nearly absence of mitochondrial adaptation
consecutive to exercise training in this work, These results obtained with db/db mice are also consistent with
some observations made in humans. Indeed, it has alsa been demonstrated that the chronic exercise-induced
rise in PGC1-o and Min? is sometimes abolished in young type 2 diabetic subjects'™. It is important to specify
that all the experiments pesformed on skeletal muscle bn the present study have been reallsed In tlssues harvested
721 after the last exercise session, o avold the potential confounding effects of acute exercise™. Therefore, we
cannol rule oul the possibility that transient elevation of AMPE activation and PGCL-o induction may have
occurred following each training session. Such effect could explain the slight increase in the amount of ETC
proveins following HIIT, Nevertheless, the fact that mitochondrial respiration measurements did not exhibit any
improvement in the trained groups rather indicates minor or absent functional adaptations of mitochondria fol-
lowing chronic exercise, Overall, these results do not argue the involvement of mitochondrial adaptations in the
benehicial effects of HIIT on glycaemic control,

Although it Is Believed that mitochondrial adaptations may medlate part of the beneficlal effects of physical
activity in the case of TXD', the present study suggests that non-mitochondrial-dependent mechanisms could
also be involved 1o explain the improvements in glycaemic contrel after HIIT intervention. We found a significant
increase for insulin-stimulated Akt phosphorylation at Serd73 and The308 in HITT growp vs CON. Interestingly,
decreased Akt phosphorylation at one or the other of those sites is o hallmark of skeletal muscle insulin signalling
defect in T2D% ¥, Therefore, an improvement in this parameter might reflect lower insulin resistance and might
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partly explain the positive effects of HIIT on Fasting blood glucose concentration. Mereover, Glutd content in
soleus and gastrocnemiuz was significantly increased in HIIT group ve. COMN and interestingly, Glutd seems to be
largely involved in whole body glucose homeostasis, Several studies using muscle-specific Glutd KO mice have
shown that Glutd ﬂi.i'n;]:!l.i-;)crl can bead to h}lpergl}-taemi:""{:r imluiml glumae tolerance in high fat or chow-fed
mice*™ ™, Likewise, studies dealing with the effect of a single exercise session on Glutd-deficient mice, all con-
verge upen the conclusion that Glutd is the major factor responsible for exercise-induced glucose uptake™ ™,
Reciprocally, overexpression of Glutd in both lean and diabetic db/db mice improved both fasted and fed glycas-
mia, insulin action, and enhanced disposal of an eral glucose challenge™ ™, Interestingly, during acute exercise,
mice everexpressing Glutd seem to preferably utilise carbohydrates over lipids as a fuel source, so that there is
no change in overall energy expenditure”. However this statement was challenged by a more recent study using
2-Dreaxy-] 3H] glucose, which showed no differences between wild type and transgenic mice in muscle glucose
uptake during exercise™, suggesting that a normal Gluid content i sulficient for increased glucose uptake in the
muscle, during exercise, In another study, kemaoto of al, demonstrated that chronic exercise resulted in increased
Glutd protein expression in both control and transgenic mice overexpressing Glutd. The authors showed a con-
comitant and cumulative improvement in glycaemic control associated with the enhanced Glutd content, whether
bbe from transgenic manipulation, physical training or both™, Therefore, in the present study, the increase in mus-
cle Glutd content induced by HIIT is therefore likely to be partly responsible for the improved ability for muscle
to uptake blood glucose.

The explanation of the higher benefits of HIT over MICT regasding improvernent of insulin signalling and
Glutd content in skeletal muscle remains unknown. A recent study in healthy and obese mice has evaluated the
impact of exercise intensity on the physiological adaptations to exercise training program™, This study showed
that higher exercise intensity allowed better improvement of skeletal muscle Glutd content and glyeaemis control
in odbese animals. Furthermere, some signalling pathways seem particularty sensitive to exercise intensity, For
cxample, Egan et al. have shown in human skeletal muscle that phosphorylation of HDAC, a well-known activator
of Glut4 transcription®, was increased following a single bout of exercise at 80% of VO,peak but not after a single
bout of exerclse at 40% of VO peak™. Further studies are needed to better understand the molecular mechanisms.
leading to higher benefits of HIIT over MICT regarding Glutd and insulin signalling adaptations in db/db mice.
Finally, it bears mentioning that exercise is an important stimulus for ATP rsover, In this study, although the
duration of the exercise sessions was the same for MICT and HIT, we were not Lel:thi.\:ulhl.' able 1o assess ENETRY
expenditure during training, Thus, we cannot exclude that the higher energy output leading to higher ATP turn-
over during HIIT may also be a participating factor in the reduced fasting ghacose in this group,

In summary, we showed that HIIT allowed a better improvement in glycaemic control than MICT in db/db
mice. This effect was not associated with mitochondrial adaptations in the skeletal muscle. HIIT was the only
exercise modality to improve skeletal muscle insulin signalling and Glut4 content. Overall, these experiments
reinforce the interest of HIIT Interventions in diabetle patlents. In addition to the clalm of better adherence for
patients to this modality, HIIT may also exhibit higher beneficial effects on metabolic adaptations. Further studies
are needed bo conlirm these effects and to elucidate the explanatory physiological mechanisms,

Methads

Animals, Al methods were carried outin accordance with the guide for the care and use of laboratary aninals,
Eighth edition (2011}, All procedures were approved by local ethic committer (CE2A-02, Auvergne, France),
Male dbidb { BKS(D-Leprdb/ 1OrR]) aged 5 weeks were obtained from Janvier {JANVIER LABS, France), housed
in individual cages with normal 12-h: 12-h light/dark cyeles and fed a standard diet (A03 enriched with 3% corn
oll, Safe, France). After 1 week of acclimatization, 30 mice out of 45 were selected for the study after a running
test and the best runners were randomly divided into control group (CON), MICT and HIIT. After 10 weeks of
training, animals were fasted overnight and killed by cervical dislocation before tissues were harvested.

Exercise performance test.  The protocel was based on previous published works™ ** with the following
adaptations The mice from MICT group were placed on the treadmill and warmed up during 5min at 2 speed
of 6 mimin, Speed was then increased by steps of 2m/min every 2min until the mice was unable or unwilling o
carry on despite mild stimulation with a wooden cane. Mice in the HIIT group performed an wphill performance
test based on a similar protocol on a tresdmill set ona 20° incline. Performance tests were carried out at the begin-
ning and after 5 weeks of training in order to re-adjust training intensity.

Exercise training. Chronic exercise protocols were adapted from previous works' ", with the fallowing
modifications: mice in the MICT group ran for Blmin at an intensity of 50-80% (0% slepe) of the maximum
speed reached during the last exercise performance test. Mice in the HIIT group performed a high intensity
interval uphill training which congisted of 13 series alternating between 4 minubes at an intensity corresponding
b 85-90% (20° dope) of the maximum speed reached during the last uphill performance test and 2 minutes of
rest, To allow for animal acclimatization, exercise intensity was gradually increased over the first 3 weeks at bevel
[0%) or 207 incline in order to reach the objectives described above, Mice assigned to both exercise groups were
exposed 1o 10 weeks of training consisting of treadmill running 5 days per week.

Body composition. Lean mass and fat mass were assessed with an EchoMRI 3-in-1 instrument (Echo
Medical Systems, Houston, TX) at the beginning and at the end of the training protocol.

In vive Oral Starch Tolerance Test (OSTT) and Insulin Tolerance Test (ITT).  OSTT and ITT were
performed in vive at the end of the 10-week training period. Blood glucose was monitored in overnight fasted
rice For two hewrs following an intraperitoneal injection of human insulin (ITT) or an oral gavage of coen stasch
solution (OSTT) Blood glucose was measured using Accu-Chek Performa (Roche, USA). For ITT, Neutral

o
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Protamine Hagedorn Insulin {human NPH insulin) was diluted down to 0.2 U/ml and administered intraperito-
neally (2 Ulkg BW). For OSTT, the mice were submitted to an oral gavage of 3 g/kg BW of corn starch solution.
Blood glucose was measured 30 min, 60 min, %0 min and 120 min afier the intervention.

Whole blood and serum parameters.  Whaole blood was harvested right afier the death of the mice and
asmall portion was collected in an EDTA-treated tube and put on ice until analysis. The rest of the blood was
collected in & dry tbe and allowed to clot at reom temperature for 43 min before being centrifuged for 10min at
2000 g, Serwrn was collected and frozen at —80°C until analysis. Serum insulin level was estimated using mouse
ultrasensitive insulin ELISA kit provided by Alpco {Alpco Diagnostics, USA). Whole blood HbALc level was
assessed by enzymatic assay kit provided by Chrystal Chem [USA).

Muscle incubation.  Tntact Solews muscles from both legs were dissected and incubated for 30 min in Kreba—
Henselbeit bicarbanate buffer (NaCl 120mM, KCI 4.8 mM, NaHCO, 25mM, KH,PO, 1.2mM and MgS0,
1.2mM, pH 7.4}, supplemented with 3 mM Hepes, 5miM glucose and 0.1% BSA*, Gas phase in the medium was
maintained at 5% O,-5% COy. After 30 min of pre-incubation, muscles were transterred into a fresh medium
of identical composition in absence or presence of 12 nM insulin and further incubated for 30min. Samples were
then immediately frozen into liquid nitrogen and stored at —&0°C,

Mitochondrial enzymes activities,  25mg of frozen tissue was extracted with a potter in 20 volumes of
buffer (KC1 175 mM, EDTA 2mM, and Triton 100 0.1%, pH: 7.4), submitted to 3 freeze-thaw cycles and diluted
5 times in the same buffer. Citrate Synihase (C5) and [-Hydroxyacyl-Coa (3-HAD) activities were then deter-
ntined aceording to the methods described by Stephenson et al *.

High resolution respirometry (HRR),  HRR was performed in an Oxygraph-2k (Oroboros, Austria) according
to the recommendations ol Pwvim.u authors®, Brieﬂ}-,a srmall amount ufga,sfnucncmiu; mscle was exciged and
miechanically separated over ice for 2 standardised period of 4 min before being chemically permeabilised for
3 min in ice-cold BIOPS added with 50pgiml saponin. Tissues were washed with respiration medium (MiR05)
before 1 to 3 mg of wet tissue was transferred in a chamber containing 2 ml MiR05 4 20 mM creatine monaohy-
drate. Individual chambers were oxygenated to 450 nmol.ml~" with pure O, and calibrated before muscles fibres
were added.

Sulrstrate uncowpler inkibitar titration (SUIT) protecol.  Palmitoyl-carnitine {0.02 mM) and malate {2 mM) were
added to the chambers and the oxygen signal was allowed to stabilise for 5 to 10 min. Gastrocnesius fibres were
added and leak state was recorded. ADP (2.5 mM) along with MgCl, (1.5 mM) was then added into the chambers
feor Fatty-acid stimulated OXNPHOS measurement. The rest of SUIT pretocol consisted of the sequential record-
ing of plateau O, consumption for complex | {addition of pyruvate 3mM), complex |+ 1 {addition of succinate
1ibm ), complex 11 (addition of 0.5 pM rotenene), uncoupled complex 11 {addition of steps of 0,05 pM Carbonyl
cyanide m-chloro phenyl hydrazine (COCP) until maximal O, consumption is reached). Residual oxygen con-
sumption (ROX) was then evaluated afier the addition of 2.5 pM antimycin, Temperature was maintained at
+37°C and the medium was reoxygenated whenever the O, level dropped under 250pM™. Mass-specific O, flux
was determined using DatLab V.6 (Oroboros, Autria) from steady-state O, Aux normalised to tissue wet weight
and adjusted for Instrumental background.

Blotting. S0mgof frozen tissue was added to 20 volumes of NP-40 buifer (Tris HCL50mM, NaCl 150mM,
Nal 1M, Ma VO, TmM, Nonidet P-ad 1%, Sodium deoxycholate 0,25%, pH: 7.4) supplemented with freshly
adided protease inhibitor cocktail {P8340, Sigma Aldrich} and phosphatase inhibitor tablets (888667 Thermo
Fisher Scientific, USA). The tissues were homogenised on ice using a glass potter before samples were centrifuged
at 14000 for 10min {+47C)h and the supernatant was collected, The protein content of the supernatant was
determined using a commercial DC protein assay (Bio-Rad, USA) and all samples were subsequently diluted toa
standard concentration and diluted with 2X Laemmli buffer.

Blotting was performed as described by Ennequin ef al.”, with the following specificities: membranes were
incubated overnight at 4°C with primary antibodses against AMPKo {D63GA), p- AMPEo Thel 72 (40H), Al
(pan C67ET), p-Akt thr30g (C31ESE), p-Akt serd73 (DYE), all at comcentration of 1: 100, purchased from Cell
Signaling (USA), Glutd (1F8) at concentration of 1/200 purchased from Santa Cruz Biotechnology (USA), MEFN-2
[NIAR164) at concentration of 1:2000 and OXPHOS Electron Transfer Chain proteins (ETC) at concentration of
1: 1940 purchased from Abcam (USA), After incubation, the membranes were washed with TTBS and exposed
te appropriate dilutions of anti-species horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1h at room
temperature. Membranes were then washed 3 times in TTES before being exposed to an enhanced chemilumi-
nescent solution (Clarity Western ECL; Blo-Rad, USA) for 1 min. Membranes where exposed using a Blo-Rad
ChemiDoc system, and band densities were determined using image-analysis software (Image Lab V5.0, Bio-Rad,
U5A). Stain Free® (Bio-Rad, U5A) blol image was used a5 wolal protein loading control and data was normalised
aceordingly™.

Quantitative Real-Time PCR.  Total RNA was extracted from gastrocremins tissue using TR1zol®
[Imvitrogen, Life Technologies), cDNA was synthesised from 2 pug RMA with the High Capacity cDMNA transcrip-
tion kit { Applied Biosystems, Life Technologies). PCR amplification was carried out using the CFX Bio-Rad
systern with Tagman probes sets {Applied Biosystems, Massachusetts, USA) and the AACH method was used to
quantify mENA levels. Gene expression was normalised using Gapdh as a housekeeping gene. Dhata are repre-
sented using the Rq which is normalised to the contrel group or Rg= 2 — AACH [ACE = Ct (target}-Ct (Gapdh);
AACH= ACH (sampled- ACH comtrol)].
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Statistical analysis. Results are shown as the mean = SEM. Normality was verified using
Eolmogorov-Smirnovs test. Homogeneity of variance was assesied using Bartlett F test. When both conditions
of normality and homogeneity of variance were respected, one-way, two-way, three-way or repeated measures
ANOVA were run and a Student-Newman-Keuls post-hoe test was applied when ANOVA reached significance
level (p< 0.05). When normality was not respected, o Krustal-Wallis test was run instead of ANOVA, When
homogencity of variance was not respected, ANOVA was run with the Greenhouse-Geisser correction,
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Résumé :

Le diabéte de type 2 (DT2) représente I'un des principaux défis de santé du XXI*™siécle. En 2015, 415
millions de personnes dans le monde étaient touchées tandis que 318 millions de plus présentaient un
prédiabéte, un stade défini comme a haut risque de développer la pathologie, mais encore réversible.
Les recommandations hygiéno-diététiques (activité physique et alimentation) constituent la premiére
ligne d’intervention dans le cadre de la lutte contre I'apparition du diabéte de type 2. L'objectif de
cette these était d'évaluer I'effet de deux stratégies interventionnelles inscrites dans les mesures
hygiéno-diététiques sur le développement du DT2. L'étude 1 visait a comparer |'effet de deux
modalités d’exercice chronique (continu a intensité modérée vs. intermittent de haute intensité) sur
le développement du DT2 de jeunes souris db/db. L'étude 2 s’attachait a mesurer les effets d’un
mélange de 5 extraits de plantes (Composition brevetée Totum-63,) sur le développement du DT2 a
partir de deux modeles du prédiabéte : la jeune souris db/db et la souris rendue insulinorésistante
suite & un régime riche en graisses. Dans la 1¢™ étude, I'entrainement intermittent de haute intensité
a amélioré le contréle glycémique indépendamment d’une adaptation de la fonction mitochondriale
via notamment une augmentation du contenu musculaire en Glut4. Dans notre seconde étude, Totum-
63 a entrainé une amélioration du contréle glycémique et de la sensibilité a I'insuline dans nos deux
modeles. Plusieurs mécanismes sur différents tissus impliqués dans la physiopathologie du DT2 ont
été mis en évidence, suggérant une action pléiotrope de Totum-63. En conclusion, ces résultats
soutiennent l'intérét de ces deux approches non-médicamenteuses dans le cadre de la lutte contre le
développement du DT2. L'étude de I'action de I'activité physique combinée a celle de Totum-63,
présente un intérét supplémentaire et constitue un prolongement possible des travaux de cette these.

Abstract:

Type 2 diabetes (T2D) represents one of the main challenges for the 21° century. In 2015, 415 million
people in the world were diabetic and 318 million more showed signs of prediabetes, a condition
defined by a high risk of developing T2D, though still reversible. Lifestyle recommendations (physical
activity and diet) form the first line of intervention for T2D prevention. The objective of this thesis was
to measure the effects of two lifestyle-based therapeutic strategies on T2D development. Study 1
aimed at comparing the effects of two chronic exercise modalities (moderate-intensity continuous
training vs. high-intensity interval training) on the progression of T2D of young db/db mice. Study 2
was focused on assessing the effects of a blend of 5 plants (patented formula Totum-63) on the
development of T2D of two murine models of prediabetes: young db/db mice and high-fat diet induced
insulin resistance mice. In study 1, high-intensity interval training improved glycaemic control maybe
through enhanced muscular Glut4 content despite no adaptation of mitochondrial function. In study
2, Totum-63 supplementation improved glycaemic control and insulin sensitivity in both models of
prediabetes. Several mechanisms in tissues involved in T2D physiopathology were unveiled, suggesting
a pleiotropic action of Totum-63. In conclusion, this work supports the interest of these two lifestyle-
based interventions for preventing T2D development. Future prospects include the study of the
combined action of chronic exercise and Totum-63.



