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Résumé 

Effet d’un Lactobacillus fermentum ME-3 sur la glycation et les désordres métaboliques 
dans un contexte diabétique 
Le diabète de type 2 est une pathologie métabolique caractérisée par une hyperglycémie 
chronique. Cette pathologie induit progressivement des dommages à l’organisme à travers 
plusieurs voies mécanistiques dont celle de la glycation. Cette réaction chimique conduit à une 
liaison entre un sucre réducteur et la fonction amine d’un acide aminé, d’un peptide ou d’une 
protéine. Plusieurs stratégies thérapeutiques visant à réduire la formation et l’accumulation 
des produits de glycation ont été testées au cours des 30 dernières années. Certaines équipes 
scientifiques ont cherché des molécules synthétiques ou naturelles capables de métaboliser 
ou séquestrer les précurseurs des produits de glycation. D’autres ont essayé d’inhiber le 
récepteur aux produits de glycation avancés (RAGE) avec des anticorps ou des inhibiteurs 
spécifiques. Malgré les efforts récemment déployés, aucun traitement « anti-glycation » ne 
s’avère aujourd’hui efficace pour réduire les produits de glycation dans l’organisme ou pour 
limiter leurs actions délétères sur la santé.  
Depuis peu, les chercheurs étudient le microbiote intestinale et notamment l’action de 
probiotiques sur le contrôle de la glycémie et des complications chez le sujet diabétique. Des 
études précliniques et cliniques ont montrés les effets de certains probiotiques sur la prise de 
poids et le métabolisme du glucose. Même si ces études ont relevé les effets des probiotiques 
sur différents paramètres glucidiques, aucune n’a investigué leur effet sur la glycation. 
Ainsi, le double objectif de cette thèse a été de comparer plusieurs modèles murins de 
glycation dans un contexte de diabète de type 2 (modèles génétiques et alimentaires), puis 
d’utiliser le modèle le plus pertinent pour étudier les effets d’une souche bactérienne 
spécifique, le Lactobacillus fermentum ME-3, sur la glycation et les désordres métaboliques 
dans un contexte diabétique. L’ensemble des mesures de produits de glycation, c’est-à-dire la 
furosine, la carboxyméthyllysine libre et protéique (CML), dans les organes et le plasma ont 
été réalisées par chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse en tandem. 
En premier lieu, nous avons pu montrer que le modèle génétique de diabète LepRdb/db permet 
d’obtenir une glycation significative des organes et fluides testés (reins, poumons, cœur, foie, 
plasma) contrairement aux modèles alimentaires de diabète (High Fat Diet et High Fat High 
Sucrose) qui, malgré une prise de poids importante et une intolérance au glucose induite par 
les régimes, n’ont montré aucune augmentation significative des teneurs en furosine et CML. 
Dans un second temps, en utilisant le modèle génétique de diabète, nous avons pu montrer 
qu’un traitement de trois mois à base de la souche ME-3 chez des souris normales (LepRdb/+) 
et LepRdb/db avait des effets bénéfiques sur la prise de poids (-4.6% et -14% respectivement 
chez les souris db/+ et db/db) et la tolérance au glucose. Il a aussi été observé une réduction 
de la furosine rénale (-14.5% et -12.3% respectivement chez les souris db/+ et db/db) et une 
réduction de la CML libre dans les reins (-18% et -25% respectivement chez les souris db/+ et 
db/db) et les poumons (-10% et -19 % respectivement chez les souris db/+ et db/db). Cette 
étude préclinique a permis d’observer d’autres effets de la souche ME-3. Parmi ceux-ci, le plus 
marquant est celui d’une réduction du développement de la stéatose hépatique (-23% et -41% 
des triglycérides hépatiques, -12% et -21% du marqueur de souffrance hépatique ALAT 
respectivement chez les souris db/+ et db/db, et une baisse de 27% du TNF-α marqueur de 
l’inflammation chez les souris db/db).  
En conclusion, ces travaux ont permis de caractériser un modèle murin de diabète de type 2 
utile pour l’étude de la glycation et la mise en place de future stratégies thérapeutiques « anti-
glycation ». Ils ont aussi permis de mettre en évidence des effets bénéfiques de la souche ME-
3 sur la glycation et sur les désordres métaboliques dans un modèle de diabète de type 2. 
 
Mots clés : Diabète de type 2, glycation, foie, rein, microbiote, Lactobacillus fermentum ME-3  
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Abstract 

The effect of a Lactobacillus fermentum ME-3 on glycation and metabolic disorders in 
a diabetic context 
Type 2 diabetes is a metabolic pathology characterized by chronic hyperglycemia. The disease 
progressively induces organ damage through several mechanisms, one of the which is the 
glycation pathway. This chemical reaction results in a bond forming between a reducing sugar 
and the amine function of an amino acid, a peptide or a protein. Over the last 30 years several 
studies have described therapeutic strategies to reduce the formation and accumulation of 
glycation products. Scientists have investigated synthetic or natural molecules that can 
metabolize or sequester precursors of glycation products. Others have tried to inhibit the main 
receptor of advanced glycation endproducts (RAGE) with specific antibodies or receptors. 
Despite these efforts, there is still no effective “anti-glycation” treatment able to reduce 
glycation products in the organism or limit their deleterious effects on health.  
Scientists have recently investigated the gut microbiota, and notably the actions of probiotics 
on glycemic parameters and the complications associated with diabetes. Preclinical and 
clinical trials have shown the effect of certain probiotics on weight gain and upon glucose 
metabolism. But while these studies have reported the effect of probiotics on different glucidic 
parameters, no one has yet investigated their effect on glycation. 
Thus, the double goal of this thesis was to compare different rodent models of glycation in a 
type 2 diabetes context (genetic and dietary-induced obesity (DIO) models), and then to use 
the most pertinent model to study the effects of a specific bacterial strain, Lactobacillus 
fermentum ME-3, on glycation and metabolic disorders in this diabetic context. The ensemble 
of glycation products measured, namely furosine, free and protein-bound carboxymethyllysine 
(CML) in organs and in plasma, were performed by liquid chromatography coupled with tandem 
mass spectrometry. 
Firstly, we showed that the genetic LepRdb/db model of diabetes exhibited significantly greater 
glycation in tested organs and fluids (kidneys, lungs, heart, liver and plasma) compared with 
DIO models (High Fat and High Fat High Sucrose Diet) which, despite dietary-induced weight 
gain and glucose intolerance, showed no significant increase in furosine or CML levels. 
Secondly, using the genetic model of diabetes, we showed that a treatment with ME-3 over 
three months in wild-type mice (LepRdb/+) and LepRdb/db had beneficial effects upon weight gain 
(-4.6% and -14% in db/+ and db/db mice, respectively) and glucose tolerance. We also 
observed a reduction of furosine levels in kidneys (-14.5% and -12.3% in db/+ and db/db mice 
respectively) and a reduction of free CML in both the kidneys (-18% and -25% in db/+ and 
db/db mice, respectively) and the lungs (-10% and -19% in db/+ and db/db mice, respectively). 
This preclinical study observed other effects of the ME-3 strain on health. Among these, the 
most marked was a reduction in development of hepatic steatosis (-23% and -41% of hepatic 
triglycerides, -12% and -21% of ALAT (a marker of liver injury) in db/+ and db/db mice, 
respectively; and a 27% reduction in db/db mice of TNF-α, an inflammation marker).  
To conclude, this work has characterized a rodent model of type 2 diabetes for the study of 
glycation and future development of therapeutic strategies against glycation. It has also 
highlighted the beneficial effects of the ME-3 strain on both glycation and metabolic disorders 
in a type 2 diabetes model. 
 

Key words: Type 2 diabetes, glycation, liver, kidneys, microbiota, Lactobacillus fermentum ME-3  
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La réaction de Maillard ou glycation a été étudiée pour la première fois en 

1912 par le scientifique qui lui a donné son nom, Louis-Camille Maillard. 1 Cette 

réaction correspond à la condensation de sucres réducteurs avec des groupements 

amines issus d’acides aminés, de peptides ou de protéines. Elle conduit à la formation 

de produits précoces (e.g. fructoselysine) et avancés (e.g. carboxyméthyllysine) de la 

glycation. In vivo, ces produits sont générés de façon physiologique au cours du temps. 

Cependant, la formation et l’accumulation des produits de glycation peuvent s’accroître 

lors de désordres métaboliques tels que ceux observés dans le diabète et l’insuffisance 

rénale. 2,3 

En raison de sa forte incidence mondiale, le diabète de type 2 représente actuellement 

un problème de santé publique majeur. Rien qu’en France, le nombre de sujets 

diabétiques est estimé à 3,2 millions. 4 A cela, il faut ajouter 600 000 à 700 000 

personnes qui seraient diabétiques sans le savoir. Cette pathologie est observée plus 

fréquemment chez des personnes obèses ayant un mode de vie sédentaire et une 

mauvaise hygiène alimentaire. L’accumulation de tissu adipeux abdominale conduit à 

une baisse de la sensibilité des tissus et organes à l’insuline (insulino-résistance). 4 

Dans ces conditions, le glucose n’est pas suffisamment pris en charge par les organes 

et s’accumule au niveau circulant, conduisant à une hyperglycémie chronique. Cette 

altération du métabolisme du glucose induit des dommages cellulaires et tissulaires 

sur le long terme. 5 Une des principales voies mécanistiques des effets délétères de 

l’hyperglycémie est la glycation. En effet, de nombreuses études ont rapporté des 

niveaux supérieurs en produits précoces et avancés de la glycation dans le plasma et 

les organes de patients diabétiques par rapport à ceux de sujets en bonne santé.  

Il existe, au sein des organismes cellulaires et des mammifères supérieurs, des 

moyens de lutte contre la formation et l’accumulation des produits de glycation (e.g. 

fructosamine- 3 kinase et glyoxalase). 6,7 Mais ces moyens enzymatiques « anti-

glycation » ne semblent pas très efficaces chez les patients atteints de désordres 

métaboliques. Depuis plusieurs décennies, de nombreuses stratégies thérapeutiques 

ont été développées afin de tenter de neutraliser les précurseurs des produits de 

glycation ou encore d’inhiber le récepteur aux produits de glycation avancés (appelé 

RAGE). 8 Cependant, à ce jour, les différentes interventions thérapeutiques testées 

n’ont montré que des effets modestes sur les complications du diabète. 
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Parallèlement, depuis plusieurs décennies, les chercheurs ont démontré que les 

patients obèses ou atteints d’un diabète de type 2 avaient un microbiote altéré, 

communément appelée dysbiose. Une dysbiose est caractérisée par une perturbation 

de la balance microbienne (augmentation du nombre de bactéries pathogènes, 

réduction du nombre de bactéries bénéfiques pour l’organisme, et baisse de la 

diversité bactérienne). 9 Certaines études ont pu mettre en évidence une altération des 

niveaux de Firmicutes et de Bactéroidetes au niveau des phylums dans des modèles 

murins d’obésité ou chez des patients diabétiques ou obèses. 10 Il a été montré par 

diverses études qu’une dysbiose était associée à des désordres physiologiques 

(altérations du système immunitaire, diabète de type 2 et ses complications, syndrome 

du côlon irritable, maladie de Crohn). 11 De ce fait, les scientifiques développent depuis 

quelques années de nouvelles stratégies thérapeutiques à base de souches 

bactériennes, plus communément appelées probiotiques, visant à prévenir l’apparition 

de l’obésité et des complications du diabète. Les probiotiques sont des 

microorganismes vivants qui, après ingestion, procurent des effets bénéfiques sur la 

santé de l’organisme hôte.  Les effets de diverses souches probiotiques (e.g. 

Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces) sur le métabolisme du glucose, la 

tolérance au glucose et le profil antioxydant ont été observés non seulement dans des 

modèles murins d’obésité ou de diabète de type 2, mais aussi chez des patients 

obèses ou diabétiques. 12 

Bien que la plupart de ces études ait démontré l’efficacité de certaines probiotiques 

sur le métabolisme glucidique, aucune ne s’est intéressée aux effets potentiels de ces 

bactéries commensales sur la glycation. 

L’objectif principal de cette thèse a donc été d’étudier les effets d’une souche 

bactérienne, le Lactobacillus fermentum ME-3, sur la glycation et les désordres 

métaboliques dans un contexte de diabète de type 2. 
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I. La glycation 

 

 

 

I.1. La réaction de Maillard ou glycation 

 

I.1.I. La découverte de la réaction de Maillard  

 

La première description de la glycation remonte au début du XXème siècle, en 

 1908, avec la citation suivante proposée par Arthur Robert Ling 13 : « When these 

amino-compounds are heated at 120–140° with sugars such as ordinary glucose or 

maltose, which are produced at this stage of the process, combination occurs. The 

precise nature of the compounds produced is unknown to me, but they are probably 

glucosamine-like bodies ». 

 

C’est ensuite Louis Camille Maillard qui a étudié cette même réaction chimique entre 

les sucres et les acides aminés. En 1912, il a montré que l’incubation d’une solution 

aqueuse de D-glucose et de glycocolle (ancienne appellation de la glycine) dans un 

bain-marie induisait un brunissement. 1 Cette réaction chimique porte depuis le nom 

de réaction de Maillard. 

 

À partir de ses observations faites en 1912, L.C. Maillard proposa deux hypothèses – 

1) cette réaction serait impliquée dans la modification des nutriments au cours de la 

cuisson des aliments – 2) l’hyperglycémie chronique des patients diabétiques pourrait 

catalyser la modification post-traductionnelle des protéines, in vivo, par réaction de 

Maillard. 
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Depuis lors, il a été prouvé, en effet, que cette réaction chimique est impliquée dans 

des processus chimiques observés dans la transformation thermique des aliments 14 

mais également à plus basse température (37°C) dans des processus 

physiopathologiques in vivo. Afin de distinguer la réaction de Maillard alimentaire de 

celle qui est observée in vivo, cette dernière a tout d’abord été définie comme 

« glycosylation non enzymatiques ». Le terme « glycation » est apparu quelques 

années plus tard afin de distinguer clairement cette réaction chimique de la 

glycosylation enzymatique. 15 

 

 

La réaction de Maillard ou glycation, est généralement décrite en plusieurs étapes, 

même si elle correspond à un enchainement de réactions en équilibre et non 

dissociées (Fig. 1). 

 

La première étape, dite précoce, correspond à une réaction entre un sucre réducteur 

et la fonction amine d’un acide aminé, d’un peptide ou d’une protéine. In vivo, les 

acides nucléiques peuvent aussi être touchés, mais cette réaction reste peu décrite. 

16,17 L’étape suivante est dite « de propagation ». C’est à cette étape que les produits 

précoces se fragmentent pour générer des molécules de petites tailles telles que les 

composés dicarbonylés aussi appelés oxoaldéhydes. Ces composés hautement 

réactifs, pouvant également provenir de l’auto-oxydation des sucres, de la 

lipoxydation, de l’oxydation des produits d’Amadori et de la glycolyse, sont à l’origine 

de la formation des produits avancés de la réaction de Maillard, aussi appelés 

Advanced Glycation Endproducts (AGE) en anglais. Dans les conditions 

physicochimiques de transformation des matrices alimentaires, la réaction de Maillard 

va plus loin. Elle peut en effet conduire à la formation de polymères bruns appelés 

mélanoïdines. Ces polymères sont par exemple retrouvés dans le café torréfié et la 

croûte du pain. La formation des mélanoïdines ne sera pas abordée dans cette thèse. 
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Figure 1 Représentation des trois étapes de la réaction de Maillard in vivo, avec 
pour chacune quelques exemples de molécules. 
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I.1.II. L’étape précoce de la réaction de Maillard  

 

M. Amadori, R. Kuhn et A. Dansi ont apporté entre 1929 et 1936 des informations 

complémentaires sur la réaction de Maillard (Fig. 2). 18 Ils ont alors démontré que la 

condensation d’un sucre réducteur, plus particulièrement d’un aldose (e.g. glucose) ou 

d’un cétose (e.g. fructose), avec la fonction amine d’un acide aminé, d’un peptide ou 

d’une protéine (principalement une lysine ou une arginine) conduit à la formation d’une 

base de Schiff labile aussi appelée imine. Dans le cas d’un aldose, une aldimine est 

formée et dans le cas d’un cétose, c’est une cétimine qui se forme. 

Après réarrangement, les imines peuvent se transformer en produits stables : les 

produits d’Amadori (ou cétosamines) à partir des aldoses et les produits de Heyns (ou 

aldosamines) à partir des cétoses. La formation de ces produits d‘Amadori et de Heyns 

est dépendante de plusieurs facteurs : la concentration des substrats, la taille de la 

chaîne carbonée du sucre réducteur (plus un sucre aura une chaîne carbonée longue, 

comme le glucose, moins il sera réactif et inversement), 19,20 le nombre de carbonyles 

(les dicarbonyls sont plus réactifs que de simples aldéhydes ou cétones), le temps, 

l’oxygène, la température et le pH. 21 

C’est en 1953 que J. E. Hodge décrit de manière exhaustive, et dans un contexte plutôt 

alimentaire, les différentes réactions chimiques de la réaction de Maillard allant du 

produit d’Amadori jusqu’à la formation des mélanoïdines en passant par différents 

intermédiaires plus ou moins stables. 22 
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Figure 2 Étapes de formation des produits précoces de la réaction de Maillard. 
 

 

L’hypothèse de L.C. Maillard portant sur la modification des protéines in vivo se verra 

validée à partir de 1955, grâce à H. G. Kunkel et G. Wallenius, qui découvrent alors 

une nouvelle forme de l’hémoglobine dans les globules rouges humains. 23 D. W. Allen 

et al., démontreront rapidement l’implication de la glycation dans cette nouvelle forme 

de l’hémoglobine. La fixation d’une molécule de glucose sur la valine N-terminal de 

l’hémoglobine forme un produit d’Amadori stable, et constitue ce qui est appelé 

l’hémoglobine glyquée (Fig. 3). 24 Il existe de nombreuses formes d’hémoglobines 

glyquées (HbA1a1, HbA1a2, HbA1b), 25 mais la forme majoritaire en concentration est 

l’HbA1c. 26 Une étude montrera par la suite que le niveau d’HbA1c, constituant entre 4 

et 6% de l’hémoglobine total chez un sujet sain, est multiplié par deux, soit 8 à 12% 

chez des sujets diabétiques. 27 La quantification de l’HbA1c est aujourd’hui considérée 
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comme un outil de routine en clinique et comme un biomarqueur majeur du contrôle 

de la glycémie sur les trois derniers mois chez les sujets diabétiques. 28 

 

 

 

 
Figure 3 Étapes de formation de l’hémoglobine glyquée. Ici, seuls les dix premiers 
acides aminés de l’hémoglobine sont représentés. 
 

 

 

 

I.1.III. Des produits précoces jusqu’aux produits avancés de glycation 

 

Si la réaction de glycation persiste dans le temps, les produits d’Amadori et de Heyns 

pourront aboutir à la formation de produits terminaux de la glycation (AGE). Les 

produits précoces peuvent en effet se dégrader et former, entre autres, des dérivés 

dicarbonylés tels que le 3-déoxyglucosone (3-DG), le méthylglyoxal (MGO) et le 

glyoxal (GO), qui pourront se lier à de nouvelles amines (essentiellement lysine et 

arginine) et former des AGE. 

Il est important de préciser que ces intermédiaires dicarbonylés ne proviennent pas 

uniquement de la dégradation des produits précoces de la réaction de Maillard. Par 
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exemple, le 3-DG peut provenir de la peroxydation lipidique, le MGO peut être 

synthétisé de manière non enzymatique par dégradation des trioses phosphates 

(glycéraldéhyde-3-phosphate et dihydroxyacétone phosphate), et enfin le GO peut 

provenir de l’auto-oxydation des sucres, catalysée par les métaux de transition. 5,29 

C’est dans les années 1980 qu’ont été découverts et décrits les premiers produits 

terminaux de la glycation. Ils porteront tout d’abord le nom d’Advanced Glycosylation 

End-products (AGE), puis finalement d’Advanced Glycation End-products 20,30 afin de 

distinguer la glycosylation qui est un processus enzymatique de la glycation qui décrit 

une réaction chimique non enzymatique. 

 

Le processus de glycation peut être très important dans le vieillissement et implique 

plus particulièrement les protéines à longue durée de vie (i.e. peu renouvelées au 

cours de la vie d’un individu) telles que certains collagènes retrouvés entre autres dans 

la peau et les cristallines retrouvées dans le cristallin. 31,32 La Nɛ-carboxyméthyllysine 

(CML) est le premier AGE à avoir été découvert 33 et caractérisé dans le cristallin, 34 la 

peau 35 et les urines. 36 Cet AGE est actuellement l’un des biomarqueurs les plus étudié 

dans les tissus humains. 

Aujourd’hui, il ne fait plus aucun doute que la glycation peut altérer la structure et la 

fonction des protéines, in vivo. Peu de temps après la CML, la pentosidine fut le 

premier AGE constitué de cycles aromatiques découvert dans les tissus humains. 37 

Cet AGE est issu de la glycation d’une lysine et d’une arginine, créant ainsi des liaisons 

covalentes entre ces deux acides aminés. Ces liaisons post-traductionnelles entre 

deux acides aminés tels que la lysine et l’arginine conduisent à un certain nombre de 

réticulations qui peuvent se créer aussi bien au sein d’une protéine qu’entre deux 

protéines. En anglais, le terme de cross-links est généralement utilisé pour décrire ces 

types d’AGE qui impliquent deux acides aminés. À la suite de la découverte de la 

pentosidine et de ses propriétés de fluorescence caractéristiques, de nombreux autres 

AGE possédant des cycles aromatiques et émettant de la fluorescence ont été 

découverts (Vesperlysine A, glucosepan, argpyrimidine, GOLD, MOLD, DOLD, etc). 

C’est ainsi que la fluorescence aux longueurs d’ondes caractéristiques de la glycation 

est aujourd’hui utilisée comme marqueur global des AGE pour de la recherche 

fondamentale en laboratoire mais aussi comme marqueur non invasif de la glycation 

à la surface de la peau. 38 L’utilisation de l’AGE Reader, qui est un instrument mesurant 

la fluorescence des AGE au niveau de la peau, a montré que l’augmentation de la 
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fluorescence chez des patients atteints d’insuffisance rénale était corrélée avec la 

durée de la pathologie. 39 Une autre étude a également montré une association 

significative entre l’augmentation de la fluorescence de la peau, des accidents macro-

vasculaires et une augmentation de la filtration glomérulaire chez des patients atteints 

de diabète de type 1. 40 

Certains AGE comme la CML ne sont pas formés exclusivement par réaction de 

Maillard, c’est-à-dire par réaction chimique entre un acide aminé et un sucre réducteur. 

En effet, ils peuvent également être formés à partir de produits d’oxydation des lipides 

tels que le malondialdéhyde (MDA), les isoprostanes et le 4-hydroxynonénal (4-HNE). 

41 Dans ce cas, les produits qui en résultent sont appelés des Advanced Lipoxidation 

End-products (ALE). 42 La CML est donc à la fois un AGE et un ALE. Mais la 

contribution relative des deux voies de synthèse de la CML in vivo n’est pas 

véritablement connue. 

Les AGE retrouvés in vivo dans la circulation, les organes et les tissus ont non 

seulement diverses origines endogènes (sucres réducteurs, dicarbonyls, produits de 

peroxydation lipidique…) mais aussi, pour certains d’entre eux, une origine exogène. 

C’est l’équipe d’H. Vlassara qui, la première, a fait le lien entre les AGE endogènes et 

ceux apportés par l’alimentation. Considérant que les AGE alimentaires avaient des 

effets délétères sur la santé, H. Vlassara les a alors nommés les glycotoxines. 43,44 T. 

Henle quant à lui parle plutôt d’acides aminés non physiologiques. 45 La toxicité de ces 

AGE faisant l’objet de controverses, le terme d’AGE exogène parait aujourd’hui plus 

approprié pour décrire les AGE issus de l’alimentation.     

 

 

I.2. Mécanismes d’action des AGE sur l’organisme 
 

Les conséquences physiopathologiques de la glycation semblent principalement liées 

à deux mécanismes : la modification structurale et fonctionnelle des protéines et 

l’interaction entre les AGE et le récepteur aux AGE, le RAGE. Ceci peut être résumé 

par des effets qu’on appelle « RAGE indépendants » et « RAGE dépendants ». 
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I.2.I. Effets RAGE indépendants  

 

Avant de parler des mécanismes d’action de la glycation dans les différentes 

pathologies, il faut savoir que celle-ci augmente avec l’âge. Il est admis que le 

vieillissement se caractérise par une accumulation progressive de dommages de 

l’organisme, aboutissant à l’apparition de pathologies et au décès de l’individu. 46 Une 

étude a mis en évidence une augmentation de la pentosidine, présente dans le 

collagène de la peau (protéine extracellulaire), au cours du vieillissement dans 

plusieurs espèces animales (homme, singe, vache, porc, chien, musaraigne) 

(Fig. 4A). 47 Cette étude conclut également par le fait que la longévité des espèces est 

inversement proportionnelle à la teneur en pentosidine mesurée dans la peau. Au 

niveau intracellulaire, la senescence est aussi corrélée à une augmentation de la 

glycation des protéines. 16 Enfin, cette augmentation de la glycation avec l’âge est 

également associée à une baisse de la survie chez l’homme (Fig. 4B). 48 

 

 

 

 

Figure 4 A : évolution de la glycation en fonction du vieillissement au sein de 
plusieurs espèces (homme, singe, vache, porc, chien, musaraigne) ; d’après D. R. Sell 
et al. 47. B : mise en relation entre la survie chez l’homme et la concentration en CML 
plasmatique ; d’après R. D. Semba et al. 48 
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La glycation est une des voies majeures impliquées dans le développement des 

différentes complications du diabète. 49 Il s’agit finalement d’un processus lent et long 

pouvant altérer la structure et la fonction de nombreuses protéines intra- et extra-

cellulaires de manière RAGE-indépendante (Fig. 5). La demi-vie de ces protéines est 

un paramètre primordial qui contrôle les concentrations des produits de glycation. En 

effet, il a été montré que plus la demi-vie d’une protéine est élevée, plus celle-ci est 

susceptible d’être touchée par la glycation, et plus les AGE peuvent s’accumuler sur 

cette protéine. S. Thorpe et J. Baynes ont été les premiers à démontrer que la demi-

vie était un paramètre majeur pour la glycation de certains types de collagène. Ils ont 

entre autres montré que le collagène provenant du cartilage avait une demi-vie élevée 

(cent dix-sept années) et contenait une teneur bien plus élevée en pentosidine que le 

collagène de la peau qui n’a qu’une demi-vie de quinze années. 50 

La pentosidine mais aussi d’autres AGE formant des cross-links peuvent s’accumuler 

sur les protéines à longue durée de vie constituant la matrice extracellulaire (MEC) et 

induire un dysfonctionnement des organes touchés. Des cross-links issus de la 

glycation ont été retrouvés, par exemple dans la peau, 50–53 la dentine, 54 les cartilages, 

50,55 les muscles squelettiques, 48 les tendons, 56 les cristallins, 3,57 le système cardio-

vasculaire, 58 les reins 58 et les poumons. 48 

Les AGE peuvent également se former sur les protéines circulantes à courte durée de 

vie (e.g. albumines, hémoglobines, immunoglobulines, lipoprotéines). L’albumine est 

la protéine plasmatique la plus abondante puisqu’elle représente environ 50% de 

l’ensemble des protéines circulantes. 49 Cette protéine de 66 kilodaltons (kDa) régule 

la pression osmotique sanguine et aide au transport des lipides, des hormones et de 

certains médicaments. 59 Sa forte concentration plasmatique (30 à 50g/L), sa demi-vie 

de 21 jours, et son abondance en lysine (61 résidus sur 585) en font une protéine cible 

de la glycation. 60 Différentes études ont montré que la glycation de l’albumine induit – 

1) une baisse de son activité de transporteur des lipides, d’hormones 61 et de certains 

médicaments 60 – 2) une activation des plaquettes et une induction de l’agrégation 

plaquettaire 62 – 3) une altération du métabolisme du glucose. 63 

La seconde famille de protéines circulantes les plus abondantes est celle des 

immunoglobulines (environ 35% des protéines circulantes) qui jouent un rôle important 

dans les interactions impliquant les cellules immunitaires. Lorsque ces protéines sont 

glyquées, des processus inflammatoires se mettent en place. 64 
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L’hémoglobine présente dans les globules rouges a pour rôle de transporter l’oxygène 

à l’ensemble de l’organisme. La glycation de cette protéine diminue son affinité pour 

l’oxygène. 65 

Finalement, la glycation des lipoprotéines de basse densité (LDL), réduit la clairance, 

augmente l’oxydation et diminue la reconnaissance de ces particules par leur 

récepteur. La glycation des LDL semble être impliquée dans l’étiologie de 

l’athérosclérose. 66 

 

 

 

 

 
 
Figure 5 Potentiels effets RAGE-indépendants de la glycation ; d’après M. Bastos 
et al. 67,68 
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I.2.II. Effets RAGE dépendants  

 

Le récepteur RAGE, mis en évidence en 1992, 69 est un récepteur transmembranaire, 

multi-ligands (e.g. High-mobility group protein B1, HMGB1 ; S-100 calcium-binding 

protein ; amyloid-β-protein ; Mac-1 et les AGE), 70 appartenant à la famille des 

immunoglobulines. Ce récepteur dispose de plusieurs variantes génétiques (Fig. 6). 

Sa forme mature possède un domaine variable « v », deux domaines constants « c », 

un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique. Il existe deux formes 

immatures : l’une a son domaine « v » tronqué, empêchant les ligands de s’y fixer ; 

l’autre a son domaine cytoplasmique tronqué et ne permet pas la transduction du 

signal. 71 Enfin, le RAGE existe aussi sous forme soluble (sRAGE), et dans ce cas il a 

été décrit comme pouvant neutraliser les effets cellulaires des ligands du RAGE 

mature par compétition. 72 Hormis RAGE, les AGE peuvent se fixer à de nombreux 

autres récepteurs tels que AGER1/2/3 ainsi qu’à des récepteurs scavenger SR-AI, SR-

AII, SR-BI, CD36, LOX-1, FEEL-1/2. 73 

 

 

 

 
Figure 6 Représentation des différentes formes existantes du RAGE, d’après E.J 
Lee et H. Park. 70 
 

 

Le vieillissement ainsi que les pathologies associées, dont la maladie d’Alzheimer, le 

diabète, 74 les troubles cardiovasculaires 75 et la dégénération maculaire, 76 sont 
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associés à une augmentation des concentrations d’AGE mais également de RAGE 

dans différents organes dont le cerveau, le cœur et les yeux. 

La CML est connue pour être l’un des AGE les plus affins pour le RAGE. 77 La fixation 

de cet AGE sur le RAGE conduit à l’activation de nombreuses voies de signalisation 

(Fig. 7) avec, entre autres, une synthèse d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), une 

activation du système NADPH oxydase, une augmentation des molécules d’adhésion 

et une augmentation des marqueurs de l’inflammation (TNF-α, IL-6, protéine C-

réactive) à travers la stimulation du facteur de transcription NF-κB (nuclear factor-

kappa B). 78 Le promoteur de RAGE possède un site spécifique reconnu par le facteur 

de transcription NF-κB qui permet d’augmenter l’expression du RAGE et de maintenir 

un cercle vicieux d’inflammation. 

 

 

 
 

Figure 7 Potentiels effets RAGE- dépendants de la glycation ; d’après N. Vazzana 
et al. 79 
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I.3. La glycation exogène et ses effets 
  
 
 
En dehors de la synthèse d’AGE dans l’organisme, nous sommes exposés 

quotidiennement à une deuxième source d’AGE : les AGE alimentaires aussi appelés 

AGE exogènes ou glycotoxines. 

Les régimes dits « occidentaux » sont riches en produits de glycation du fait des fortes 

températures utilisées lors de la cuisson des aliments (aliments grillés, rôtis, frits, 

toastés, …). 48 Des études ont mesuré par HPLC-MS/MS les AGE contenus dans 

différents types d’aliments. F. Tessier et al. ont observé des teneurs en CML allant de 

7 à 28 mmol de CML/ mol de lysine dans diverses boissons chocolatées ou de 

céréales. 80 Ils ont montré également dans une autre étude des variations allant de 1,0 

± 12,0 à 24,4 ± 12,4 mmol de CML/ mol de lysine dans vingt-et-une sortes de café de 

substitut ou des valeurs allant de 12,1 ± 0,9 à 21,8 ± 1,9 mmol de CML/ mol de lysine 

dans des cafés instantanés. 81 D’autres études ont dosé la CML dans divers aliments 

(pommes de terre, poissons, céréales, fruits, légumes, sauces, beurre de cacahuète, 

sucreries, …). 82,83 

Au début des années 1990, l’importance donnée à l’alimentation comme source de 

produits de glycation était modérée. En 1997, une étude réalisée par T. Koschinsky et 

al. a montré qu’après l’administration orale d’une solution d’AGE par des souris, 10% 

de ceux-ci étaient absorbés et seulement 30% étaient éliminés dans les urines. 44 Les 

précurseurs des AGE comme le 3-DG, le MGO et le GO sont aussi retrouvés dans 

l’alimentation, 84,85 mais n’atteignent pas la circulation du fait de leur dégradation rapide 

lors du processus de digestion. 86 

Une étude récente menée par F. Tessier et al. apporte de nouveaux éléments 

intéressants sur la biodistribution de la CML alimentaire (dCML pour dietary CML). 

Cette étude réalisée à partir de dCML marquée au carbone 13 a montré une 

accumulation de la dCML dans la majorité des organes analysés chez la souris (reins, 

côlon, poumons, cerveau, …). 87 De manière plus générale mais aussi moins précise, 

T. Henle 45 estime que les AGE provenant de l’alimentation contribuent d’avantage à 

l’accumulation des AGE retrouvés in vivo que les AGE formés de manière endogène. 

Ce même auteur estime qu’un individu moyen consomme entre 25 et 75 mg d’AGE 

par jour (majoritairement de la CML et de la pyrraline). 
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Il existe aujourd’hui de plus en plus d’évidences prouvant le rôle de l’exposition aux 

AGE exogènes dans le développement de certaines pathologies (maladie d’Alzheimer, 

cataracte, hypertension, anémie, sarcopénie, néphropathie, …). 48 

Un essai clinique de type cross-over, réalisé sur 67 volontaires sains pendant 3 mois, 

a récemment comparé les effets santé d’une exposition plus ou moins élevée en AGE 

alimentaires. Cette étude a montré qu’un régime riche en AGE augmentait les 

concentrations de CML circulantes, de triglycérides et de cholestérol. À l’inverse cette 

exposition aux AGE alimentaires réduisait certaines défenses antioxydantes et baissait 

la sensitivité à l’insuline. 88 

Des études épidémiologiques font aussi état de corrélations entre l’accumulation 

plasmatique, cellulaire ou tissulaire d’AGE et le développement de pathologies. 48 

Même si de nombreuses étude chez l’animal semblent confirmer la toxicité des AGE 

alimentaires 89,90 il reste difficile de conclure quant au rôle direct des AGE exogènes 

sur la santé. 

 

 

I.4. Liens entre glycation et diabète  
 

 

I.4.I. Définition du diabète  

 

Le diabète est une pathologie connue depuis 1500 avant J.C par les égyptiens qui le 

diagnostiquaient par le goût sucré des urines. 91 C’est en 1675, après avoir noté un 

goût sucré dans les urines de ses patients, que le médecin T. Wallis décrit pour la 

première fois le diabète sucré avec le terme « mellitus ». 

Cette pathologie est définie depuis 1998 par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) et l’association américaine du diabète ou « American Diabetes Association » 

en anglais (ADA) de la manière suivante : « Le diabète sucré est un groupe de 

maladies métaboliques caractérisées par une hyperglycémie chronique résultant d’un 

défaut de la sécrétion de l’insuline ou de l’action de l’insuline ou de ces deux anomalies 

associées. L’hyperglycémie chronique est associée à terme avec des complications 

organiques spécifiques touchant particulièrement les yeux, les reins, les nerfs, le cœur 

et les vaisseaux ». 92 Un profil glycémique est considéré comme normal lorsque la 

glycémie à jeun est comprise entre 70 et 110 mg/dL (3,0 et 6,0 mmol/L), et lorsque la 

glycémie postprandiale est comprise entre 110 et 140 mg/dL (6,0 et 8,0 mmol/L). 93 En 
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complément, un test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT pour Oral Glucose 

Tolerance Test) peut être réalisé. Ce test d’OGTT permet de suivre la cinétique de la 

concentration du glucose sanguin pendant deux heures, suite à l’ingestion d’un bolus 

d’une solution aqueuse de glucose (0,75 à 1 g de glucose/kg de poids corporel). 

Un profil glucidique anormal est caractérisé par une glycémie supérieure à 200 mg/dL 

(11,1 mmol/L). Le 2ème critère pouvant être observé indépendamment du 1er est une 

glycémie à jeun supérieure à 126 mg/dL (7,0 mmol/L) observée après une absence 

d’ingestion calorique d’au moins 8 heures. Enfin le dernier critère mesurable est une 

glycémie supérieure à 200 mg/dL (11,1 mmol/L) observée 2h après l’ingestion du 

dernier repas. 94 Cette hyperglycémie chronique est due soit à un défaut de sécrétion 

de l’insuline par le pancréas soit à une baisse de sensibilité des organes cibles à 

l’insuline (muscles squelettiques, tissu adipeux, foie). 95 Il est associé à une polyurie 

(urine excessive), se traduisant par une polydipsie (soif intensive) ainsi que des 

atteintes micro et macro-vasculaires à long terme sur différents organes 

(majoritairement les yeux, les reins, les nerfs, le cœur et le système cardiovasculaire). 

93,96 

 

 

I.4.II. Épidémiologie du diabète 

 

Le diabète est un véritable problème de santé publique car de nombreuses personnes 

en sont atteintes. L’OMS estimait à 108 millions le nombre de personnes diabétiques 

dans le monde en 1980 (2,4% de la population mondiale totale). En 2017, il y avait 425 

millions de diabétiques (5,6% de la population totale) et les experts (Fig. 8) estiment à 

pas moins de 642 millions le nombre de personnes qui seront atteintes par le diabète 

en 2045 (6,7% de la population totale). 4 La prévalence augmente de manière plus 

rapide dans les pays en voie de développement que dans les pays développés. Ainsi, 

l’OMS prévoit que le diabète deviendra alors la septième cause de décès dans le 

monde (4 millions de décès en 2017). 4 

En France et en 2017, le nombre de sujets diabétiques est de 3,2 millions, auxquels il 

faut ajouter 600 à 700 000 personnes qui seraient diabétiques sans le savoir. 97 
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Figure 8 Nombre estimé de personnes atteintes de diabète au niveau mondial et 
par région en 2017 et 2045 (20-79 ans) ; d’après la 8ème édition de la Fédération 
Internationale du Diabète FID. 

 

 



40 
 

I.4.III. Les caractéristiques et causes du diabète 

 

La classification du diabète est complexe puisqu’un patient diabétique peut faire partie 

de plusieurs catégories. Cependant, l’ADA a mis en place en 1997 la classification 

suivante, allant de la catégorie la moins représentée à la plus commune : le diabète 

de type maturity onset diabetes of the young (MODY) ; le diabète gestationnel ; le 

diabète de type 1, DT1 (5 à 10% des diabétiques) et le diabète de type 2, DT2 (90 à 

95% des diabétiques). 93 

Le diabète de type MODY est dû à des mutations génétiques principalement sur les 

gènes Hepatocyte Nuclear Factor (HNF1A) 98 et Glucokinase (GCK), 99 et de façon 

moindre sur les gènes HNF4A, 100 HNF1B, 101 et le gène de l’insuline (INS). 101 Ce type 

de diabète peut être découvert et pris en charge lorsqu’un sujet possède des 

antécédents familiaux de diabète sur deux ou plusieurs générations. 102 Il se développe 

chez l’enfant dont l’âge est compris entre 9 et 14 ans en moyenne. Les patients atteints 

de MODY ne sont pas nécessairement obèses, mais développent une hyperglycémie 

chronique ainsi qu’une insulinopénie. 

Le diabète gestationnel se déclare dans environ 5% des grossesses et se caractérise 

par une hyperglycémie. La prévalence est en plein essor du fait d’une prévalence de 

l’obésité toujours plus prononcée. La mère ainsi que l’enfant auront par la suite un 

risque plus élevé de développer un DT2. 103 

Le DT1, qui débute plus tôt dans la vie que le DT2, est caractérisé par une déficience 

totale d’insuline, expliquée par une réponse auto-immune de l’organisme contre les 

cellules β des ilots de Langerhans du pancréas. 104–106 

Jusqu’à peu, et contrairement au DT1, la littérature associait le DT2 à un âge adulte. 

Cependant, de plus en plus de jeunes enfants sont sujets à développer un DT2 107 du 

fait d’un mode de vie sédentaire et d’une alimentation déséquilibrée. 95 Même si 

l’étiologie de cette pathologie n’est pas précisément connue, la majorité des patients 

atteints sont obèses, ce qui entraine une insulino-résistance périphérique. Pour 

contrebalancer la baisse de sensibilité des organes périphériques à l’insuline, 

l’organisme va produire en plus grande quantité de l’insuline et induire une hyper-

insulinémie. 108 Cette hausse du niveau d’insuline est corrélée avec une hausse de la 

glycémie. Après plusieurs années, les cellules β des ilots de Langerhans vont s’épuiser 

et se détruire graduellement, réduisant, de ce fait, le niveau d’insuline produite et 

augmentant fortement la glycémie, que ce soit à jeun ou après un repas. 109 Les études 
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actuelles semblent conforter le fait que la composition du microbiote intestinal serait 

impliquée dans le développement du DT2. 110 Dans le cas d’une dysbiose, ou l’équilibre 

du microbiote intestinal est perturbé, la présence de bactéries à Gram négatif induirait 

une insulino-résistance par l’intermédiaire d’une inflammation chronique à bas bruit. 

111,112 Cette partie sera exposée plus en détails dans le chapitre 2. 

 

I.4.IV. Un dysfonctionnement métabolique impliqué dans les complications du 

diabète de type 2 

 

L’élévation chronique de la glycémie est impliquée directement dans les complications 

du diabète telles que les rétinopathies, les neuropathies, les néphropathies et les 

cardiomyopathies. Selon M. Brownlee, quatre voies métaboliques seraient à l’origine 

des effets physiopathologiques de l’hyperglycémie (Fig. 9). 5 

 

 

Figure 9 Potentiels mécanismes cellulaires à travers lesquels l’hyperglycémie 
peut induire des effets néfastes sur l’organisme sur le long terme ; d’après M. 
Brownlee. 5 
 

 

Dans un premier temps, la voie des polyols implique une enzyme cytosolique, l’aldose 

réductase qui catalyse les réactions de dégradation de groupements carbonylés 
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dépendantes du cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). 

Dans un organisme avec une glycémie normalement régulée, l’affinité de l’aldose 

réductase avec le glucose est faible. Mais en cas d’hyperglycémie, cette affinité 

augmente, réduisant en conséquence la biodisponibilité du NADPH. Ce cofacteur 

d’oxydoréduction participe à la régénération du disulfure de glutathion (GSSG) en 

glutathion réduit (GSH). Ainsi, une baisse du NADPH serait en partie responsable du 

développement d’un stress oxydant chez le sujet diabétique. Même si certaines études 

remettent en cause la pertinence de ce mécanisme chez l’homme, 113 d’autres ont 

montré des effets positifs d’une inhibition de l’aldose réductase sur la neuropathie 

diabétique. 114 

 

La voie des hexosamines est une voie mineure de la glycolyse, catalysée par la 

glutamine-fructose-6-phosphate aminotransferase (GFAT). Le produit final de cette 

voie métabolique, l’UDP-GlcNAc, glycosyle les résidus thréonine et sérine de facteurs 

de transcriptions, tels que la specificity protein-1 (sp1), 115 impliquée dans 

l’augmentation de différentes molécules telles que le plasminogen activator inhibitor 1 

(PAI-1) et le transforming growth factor β (TGFβ-1). 116 Ces molécules sont impliquées 

dans les atteintes vasculaires observées au cours du DT2. 

 

Un fort apport de glucose dans les cellules peut également induire une augmentation 

du niveau du diacylglycérol (DAG), qui est le second messager lipidique de la protéine 

kinase C (PKC) et qui in fine l’active. Dans ce contexte, les isoformes β et δ de la PKC 

qui sont les plus activées, vont être impliquées dans de nombreux processus 

pathologiques clés, parmi lesquels : 1) un flux sanguin anormal dû à une baisse de 

l’expression de l’endothelial nitric oxide synthetase (eNOS) et une augmentation de 

l’endothelin-1 (ET-1), 117 2) une néo-angiogenèse ainsi qu’une augmentation de la 

perméabilité vasculaire du fait d’une augmentation du niveau de vascular endothelial 

growth factor (VEGF), 118 3) une occlusion vasculaire induite par une augmentation 

des concentrations de TGF-β, de collagène, de fibronectine et de PAI-1,  4) une 

augmentation des marqueurs de l’inflammation par l’intermédiaire du NF-κB. 119 

 

L’hyperglycémie chronique favorise une augmentation de la concentration de plusieurs 

α-oxoaldéhydes. Parmi ces derniers, le 3-DG peut être formé par dégradation des 

produits d’Amadori, le MGO peut être issu de la dégradation des trioses phosphates, 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_adénine_dinucléotide_phosphate
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intermédiaires de la glycolyse, 120 et le GO formé par auto-oxydation du glucose 

intracellulaire. 121 Ces composés dicarbonylés nettement plus réactifs que le glucose 

(200 à 50 000 fois) 122 contribuent à la formation de divers AGE intra et extracellulaires 

123 dont la CML et le Méthylglyoxal-hydroimidazolone 1 (MG-H1). Le fructose produit 

par dégradation du sorbitol dans la voie des polyols peut également être source de 

glycation précoce (produits de Heyns) et avancée. 

 

 

 

I.4.V. Rôle de la glycation dans les complications dégénératives du diabète  

 

Des études montrent que le plasma de sujets diabétiques est plus riche en produits 

précoces (HbA1c et fructoselysine) et avancés de la glycation (CML, pentosidine, 

fluorescence) comparé à celui de sujets sains (Tableau 1). 2,124 Des tendances 

similaires sont observées chez des animaux de laboratoire rendus diabétiques 

(Tableau 2). 2,125,126 

 

 

Molécule Groupe Concentration 

CML (pg/mL) ND 171 (81-298) 

 T2D 440 (383-601)*** 

Pentosidine (pg/mL) ND 53 (36-60)  

 D 211 (69-380)** 

HbA1c  (%) ND 5,1 ± 0,3  

 T2D 9,6 ± 2,3***  

 

Tableau 1 Données de marqueurs de la glycation précoce et avancée dans le 
plasma de sujets sains et diabétiques. ND : non diabétique (âge moyen : 57 ans) ; 
T2D : diabétique de type 2 (âge moyen : 59 ans). Données exprimées en médiane 
(minimum-maximum) pour la CML et pentosidine. 124 Les étoiles représentent les 
différences significatives, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Molécule Groupe Concentration Référence 

CML (µmol/mol lys) ND 33 ± 4 2 

 D 62 ± 8***  

CML (U/mL) ND 1,5 ± 0,4 125 

 D 2,2 ± 0,6*  

CEL (µmol/mol lys) ND 8 ± 3  2 

 D 17 ± 6**   

MG-H1 (mmol/mol arg) ND 1,5 ± 0,3  2 

 D 2,2 ± 0,4**  

HbA1c  (%) ND 2,8 ± 0,1  125 

 D 8,9 ± 0,8*  

Fructoselysine  ND 1,8 ± 0,4  2 

(mmol/mol lys) D 7,4 ± 1,6***  

 

Tableau 2 Données de marqueurs de la glycation précoce et avancée dans le 
plasma de rats-STZ (streptozotocine). ND : non diabétique ; D : diabétique ; lys : 
lysine ; arg : arginine. Les étoiles représentent les différences significatives, * p<0.05, 
** p<0.01, *** p<0.001. 
 

 

De plus en plus d’études montrent des liens entre la glycation et le développement des 

complications macro- et micro-vasculaires du diabète. 127–129 La rétinopathie qui est 

une complication micro-vasculaire, se caractérise par une augmentation de la 

prolifération des vaisseaux sanguins, une occlusion vasculaire mais également une 

néo-angiogenèse. 130 Une accumulation de produits de glycation précoce 

(fructosamines) ainsi que d’AGE (e.g. CML) au niveau de la rétine a été observée chez 

des patients diabétiques. 131 Des études in vitro ont montré que la surexposition de 

cellules de rétine à des AGE induisait une augmentation de l’expression de VEGF, 

impliquée dans l’angiogenèse. De plus, la liaison AGE-RAGE stimule les mécanismes 

pro-inflammatoires et pro-oxydants, se traduisant par une dysfonction micro-

vasculaire. 132 Une forte accumulation de produits de glycation a aussi été observée 

dans les cristallins de personnes diabétiques. Il est aujourd’hui admis que cette 

accumulation de modifications post-traductionnelles des cristallines participe au 

développement de l’opacification du cristallin, et donc au développement de la 

cataracte. 3 
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Lorsque les produits de glycation s’accumulent au niveau des reins des sujets 

diabétiques, ils participent au développement de néphropathies par l’intermédiaire 

d’une hyperfiltration (albuminurie) ainsi que par le développement d’anomalies 

structurales (glomérulosclérose, fibrose, altération tubulaire). Comme nous l’avons 

décrit dans le chapitre I.2.I, les AGE forment des cross-links entre les fibres de 

collagène, rigidifiant alors la MEC. 133 Par ailleurs, d’autres études montrent qu’en 

inhibant le RAGE, les dommages tubulaires et l’albuminurie sont réduits du fait d’une 

baisse du niveau d’inflammation et de stress oxydant. 134 

 

Parmi les 4 voies pathologiques induites par l’hyperglycémie proposée par M. 

Brownlee, la voie des polyols et de la glycolyse participent à l’accumulation de produits 

de la glycation au niveau des nerfs périphériques. En effet, plusieurs études ont non 

seulement rapporté une augmentation des produits d’Amadori, CML, 

carboxyéthyllysine (CEL) et du MG-H1 dans les nerfs périphériques de rats-STZ 135,136 

mais aussi chez des sujets diabétiques. 125,137 La glycation des cellules nerveuses 

entraine une baisse du flux sanguin et une hypoxie neuronale. En parallèle, 

l’interaction AGE-RAGE va induire sur les cellules de Schwann une démyélinisation 

conduisant à une perte neuronale. Cette même interaction AGE-RAGE sur les cellules 

endothéliales va conduire à une vasodilatation des micro-vaisseaux dans les nerfs 

périphériques et à une angiogenèse se traduisant par une microangiopathie. 138 

 

Enfin, la glycation participe également au développement des cardiomyopathies chez 

les sujets diabétiques, puisqu’une accumulation d’AGE a été observée dans des 

cardiomyocytes de ces patients. Les interactions AGE-protéines et AGE-RAGE vont 

induire des changements intracellulaires de ces cellules musculaires cardiaques, 

conduisant ainsi à une augmentation de la rigidité de la MEC et à une baisse de la 

contractilité des cardiomyocytes. 139 

 

L’ensemble des études citées ci-dessus et bien d’autres démontrent l’implication de la 

glycation dans le développement des complications du diabète. C’est pourquoi, ces 

dernières décennies, de nombreuses études ont porté sur le développement de 

stratégies thérapeutiques visant à limiter la formation et l’accumulation des produits 

précoces, des intermédiaires dicarbonylés et des produits avancés de la glycation. 
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 I.5. Les modèles d’étude du diabète et de la glycation 
 

 I.5.I. Les modèles murins d’étude du diabète 

 

 

Afin de mieux comprendre l’étiologie et les complications du diabète, de nombreux 

modèles expérimentaux murins ont été développés depuis plusieurs décennies. 

Chaque modèle possède ses avantages et limites, et ne développe généralement pas 

toutes les complications du diabète. Il est donc important de bien choisir un modèle en 

fonction des questions posées. Les modèles animaux de diabète (type 1 ou 2) les plus 

couramment utilisés sont les rongeurs (rats et souris), pour lesquels différents 

protocoles d’induction du diabète sont proposés (chimique, génétique, 

environnemental, viral). 

 

Les modèles murins visant à étudier le DT1 sont constitués d’au moins 4 familles : 

 

- Le modèle murin le plus communément utilisé pour l’étude du DT1 est le modèle 

de diabète spontané auto-immun. Les souris non-obese diabetic (NOD) 140 et les 

rats biobreeding (BB) sont connus pour développer une insulite qui correspond à 

une inflammation des îlots pancréatiques conduisant à une destruction des cellules 

β. Le mécanisme pathologique de ces modèles est très proche de celui développé 

chez l’humain, ce qui permet d’étudier précisément la mécanistique du DT1 et de 

développer des thérapies visant à moduler le système immunitaire. 140–142 

 

- L’utilisation de molécules chimiques est couramment réalisée lors de l’étude du 

diabète. La streptozotocine (STZ – administrée par injection d’une dose unique 

élevée ou par répétition de doses faibles) ou l’alloxane induisent une destruction 

partielle ou totale des cellules β de Langerhans, 143–147 réduisant ou supprimant 

totalement la production d’insuline et provoquant une perte de poids. 142 Les 

animaux soumis à ce traitement chimique développent une hyperglycémie 

chronique importante ainsi qu’une intolérance au glucose et nécessitent d’être 

régulièrement traités avec de l’insuline. Ces modèles sont surtout utilisés pour 

étudier l’effet de molécules sur la réduction de l’hyperglycémie ou pour tester des 

transplantations de pancréas. 148 
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- Le DT1 peut également être induit de manière sévère en réalisant une mutation 

spontanée sur le gène de l’insuline, la rendant non fonctionnelle. C’est le cas de la 

souris AKITA, qui développe une hyperglycémie chronique, une hypoinsulinémie, 

une polydipsie et une polyurie. 142 Ce modèle est couramment utilisé pour 

développer des thérapies contre le stress du réticulum des cellules β. 149 

 

- Le DT1 peut enfin être induit par voie virale (coxsackie B, encéphalomyocarditis, 

kilham rat virus), afin de détruire les cellules β de Langerhans de façon directe ou 

par initiation d’une réponse immunitaire dirigée contre celles-ci. 150 

 

Il existe d’autres modèles animaux non murins qui permettent d’étudier le DT1, parmi 

lesquels la pancréatectomie ou encore l’ablation chimique des ilots β chez le porc, 151 

le chien 152 et le primate non humain. 153 Cependant, les chirurgies réalisées pour ces 

modèles sont très invasives et rendent ceux-ci moins communs. 

 

Les modèles animaux utilisés pour l’étude du DT2 sont majoritairement des modèles 

d’obésité qui tentent de se rapprocher des conditions environnementales d’induction 

du DT2 chez l’homme. 

Tout comme pour les modèles de DT1, ceux de DT2 peuvent être classés en 

différentes familles : 

 

- Les modèles monogéniques d’obésité, qui font partie des plus utilisés pour le 

développement de thérapies contre le DT2, ont un défaut dans la voie de 

signalisation de la leptine (hormone responsable de la satiété). Les souris Lepob/ob, 

par exemple, sont déficientes en leptine, tandis que les souris LepRdb/db et les rats 

Zucker sont déficients pour le récepteur à la leptine. 142,154,155 L’ensemble de ces 

animaux développe rapidement une hyperphagie qui se traduit par une obésité 

sévère. Après quelques semaines, ces animaux obèses développent une 

hyperinsulinémie, une hyperlipidémie, une hyperglycémie chronique ainsi qu’une 

intolérance au glucose. Ces différents modèles monogéniques d’obésité diffèrent 

de par les complications qu’ils développent. Ainsi, les modèles murins Lepob/ob et 

rats Zucker sont plutôt employés pour étudier les complications précoces du 
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diabète, tandis que le modèle de souris LepRdb/db est préférable pour suivre les 

complications avancées. 156 

- Il existe, en plus des modèles monogéniques, des modèles polygéniques d’obésité 

tels que la souris KK, le rat Otsuka Long-Evans Tokushima (OLETF) ou encore la 

souris TallyHo/Jng. Ces modèles développent une insulinorésistance modérée, 

des néphropathies ainsi que des stéatoses hépatiques non alcooliques. 

Cependant, contrairement aux modèles monogéniques, il n’existe pas de souris 

contrôles de type sauvage (wild-type en anglais, WT) pour les modèles 

polygéniques. 142 

 

- Chez L’Homme, en dehors des formes monogéniques, l’obésité est principalement 

due aux conditions de vie (sédentarité, mauvaise alimentation, tabac, stress). Afin 

de se rapprocher au mieux de l’étiologie du DT2, des modèles d’induction de 

l’obésité par l’alimentation ont été mis en place. Différents régimes sont 

couramment utilisés, comme les régimes riches en graisse (high fat diet, HFD) et 

les régimes riches en graisse et saccharose (high fat high sucrose, HF-HS). 157–161 

Contrairement aux modèles monogéniques, ces modèles sont beaucoup plus longs 

à mettre en place, puisque selon les protocoles, les animaux soumis à ces régimes 

développent une obésité plus ou moins rapidement (de 10 à 55 semaines de 

régime). De plus, malgré le développement d’une intolérance au glucose, il est 

difficile de mettre en place une hyperglycémie notable. Cependant les modèles 

d’obésité HFD et HF-HS sont souvent utilisés afin de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques visant à prévenir l’apparition des complications du DT2. 

162 

 

- Enfin, le rat Goto-Kakizaki (GK) est un modèle atypique, puisque c’est un modèle 

de DT2 non obèse caractérisé par une intolérance au glucose ainsi qu’une insulino 

résistance due à une anomalie de fonction des cellules β. 163 

 

Les modèles d’études du diabète sont donc nombreux. Le choix d’un modèle dépend 

de la question à laquelle les chercheurs souhaitent répondre. 
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Afin d’étudier la glycation, ses associations avec les complications du diabète, et la 

mise en place de stratégies thérapeutiques, différents modèles animaux parmi ceux 

qui ont été décrits ci-dessus ont déjà été utilisés. 

 

 

 I.5.II. Les modèles de diabète appliqués à l’étude de la glycation 

 

 

Pour pouvoir caractériser la glycation dans un contexte diabétique proche de l’Homme, 

la plupart des études se sont basées sur les modèles murins existants (modèles de 

diabète de types 1 et 2). 

Parmi les études les plus récentes, celles qui ont utilisé des modèles murins de diabète 

de type 1 induit par la STZ montrent une accumulation d’AGE dans le plasma, 164,165 

les reins, 166–168 le foie, 166 le cœur 166 et les cristallins. 169,170 Ces concentrations 

élevées d’AGE étaient en lien avec le développement de complications diabétiques 

chez les animaux (néphropathie, stéatose hépatique non alcoolique, troubles 

cardiovasculaires, cataracte). 

Une accumulation d’AGE a aussi été observée dans les muscles squelettiques, 171 le 

plasma 172,173 et le cortex cérébral 174 de modèles murins génétiques Lepob/ob et 

LepRdb/db. C. H. Park et al. ont finalement mis en évidence par western blot, une 

accumulation de CML, CEL et pentosidine dans le foie 175 et les reins 176 de souris 

LepRdb/db. 

Les quelques études réalisées sur des souris soumises à des régimes obésogènes 

(HFD, HF-HS) ont montré une accumulation de MGO et de GO dans le tissu adipeux 

177 ainsi que d’AGE dans le sérum, 173,178 les reins, 179 le cœur 179 et le foie. 180 

 

Les méthodes analytiques utilisées dans les études de la glycation décrites ci-dessus 

ont été le western blot, le dosage ELISA ou encore la fluorescence. Ces méthodes - 

très accessibles de par leurs faibles coûts, leur simplicité et leur rapidité d’utilisation - 

ne sont cependant que semi-quantitatives. Elles sont aussi considérées comme peu 

spécifiques et sensibles aux interférences matricielles. 181 

 

 

 



50 
 

Par ailleurs, un nombre limité d’études a utilisé la Chromatographie Liquide de haute 

performance couplée à la Spectrométrie de Masse en tandem (LC-MS/MS) pour 

caractériser la glycation sur les modèles animaux. Bien que coûteuse, cette méthode 

a l’avantage d’être quantitative. Elle peut aussi être répétable, reproductible et 

hautement spécifique. De manière générale, la LC-MS/MS est considérée comme 

étant la méthode de référence pour la quantification des produits de glycation. 182 

En utilisant la LC-MS/MS, quelques résultats intéressants ont été obtenus, dont 

certains sont présentés dans le tableau 3. 

 

 

Par exemple, une accumulation du MGO a été observée dans les cristallins, les 

globules rouges et les nerfs sciatiques de rats-STZ. 183 Avec ce même modèle, il a été 

observé une augmentation de furosine (dérivé d’hydrolyse acide d’un produit 

d’Amadori, la fructoselysine) et de CML dans les foies tandis que les niveaux de CEL 

et de MG-H1 restaient inchangés. 184 Toujours chez le rats-STZ, P. J. Thornalley et al. 

ont rapporté une augmentation des produits d’Amadori, de la CML, de la CEL et du 

MG-H1 dans les glomérules, les urines, les rétines, le plasma, les nerfs sciatiques et 

squelettiques, 2 tandis qu’une autre équipe a montré une augmentation de la CML 

dans le plasma, les tendons et l’aorte. 185 D. W. Lai et al. ont mesuré, par LC-MS/MS, 

une augmentation significative de la CML dans le sérum de rats et souris-STZ, de 

souris sous régime HFD ainsi que de souris LepRdb/db. 186 
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Molécule Groupe Plasma Rein Foie Référence 

CML (µmol/mol lys) Rats ctrl - - 100±3 184 

 Rats-STZ - - 170±2**  

 Rats ctrl 33±4 269±10 - 2 

 Rats-STZ 62±8*** 501±186* -  

 Rats ctrl 302±20 - - 185 

 Rats-STZ 390±100* - -  

Produits d’Amadori  Rats ctrl - - 0,8±0,4 184 

(mmol/mol lys) Rats-STZ - - 2,1±0,6**  

 Rats ctrl 1,8±0,4 0,2±0,1 - 2 

 Rats-STZ 7,4±1,6*** 1,0±0,1*** -  

 Rats ctrl 0,4±0,1 - - 185 

 Rats-STZ 0,8±0,4* - -  

 

Tableau 3 Données de marqueurs de la glycation précoce et avancée dans le 
plasma, les reins et le foie de rats-STZ obtenues par LC-MS/MS. Les étoiles 
représentent les différences significatives, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
 
 

 

De manière peut être surprenante, il a été montré que des souris soumises à un régime 

HFD accumulaient moins de CML et de MG-H1 dans les tendons de queue et les 

tendons d’Achille que des souris sous un régime classique A04 (Normal Diet, ND) 

(Tableau 4). 187 Les auteurs de cette étude attribuent la faible accumulation d’AGE 

chez les souris HFD à une plus faible exposition aux AGE venant de l’alimentation 

HFD comparée à l’exposition des souris témoins. En effet, il apparaît que l’alimentation 

HFD est constituée de protéines de meilleure qualité et moins glyquées que celles qui 

sont utilisées pour la constitution du régime classique A04. Cette étude, qui montre les 

effets indirects d’une exposition alimentaire aux AGE, sera reprise et discutée dans 

les travaux de cette thèse (Partie expérimentale - Chapitre I). 
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Molécule Groupe Tendon d’Achille Tendon de queue 

CML 

(nmol/mol hydroxyproline) 

Souris 

ND 

53±3** 36±1** 

 
Souris 

HFD 

42±2 26±1 

MG-H1 

(nmol/mol hydroxyproline) 

Souris 

ND 

175±4** 375±10** 

 Souris 

HFD 

150±2 300±5 

 

Tableau 4 Données de marqueurs de la glycation avancée dans les tendons 
d’Achille et de queue de souris sous régime normal diet (ND) ou high fat high diet 
(HFD) obtenues par LC-MS/MS. Les étoiles représentent les différences significatives, 
** p<0.01. 187 
 
 

I.6. Moyens de lutte contre la glycation endogène 

 

Afin de lutter contre la glycation, les organismes cellulaires et supérieurs ont développé 

des stratégies de défense visant entre autres à déglyquer le produit d’Amadori (i.e. la 

fructosamine-3-kinase) et à métaboliser divers dérivés dicarbonylés tels que le MGO 

et le GO (i.e. le système glyoxalase). 

Parallèlement à cela, les chercheurs ont développé au cours des dernières décennies 

des stratégies thérapeutiques dans le but de : 1) limiter et empêcher la formation des 

produits précoces de la glycation ; 2) séquestrer ou métaboliser les précurseurs de la 

glycation ; 3) inhiber le récepteur aux AGE (RAGE). 

 

 

I.6.I. Systèmes organiques de défense contre la glycation 
 

I.6.I.1. La fructosamine-3-kinase 

 

Les moyens de lutte contre la glycation vont être présentés en fonction de l’étape de 

la glycation pendant laquelle ils interviennent. Pour rappel, la première étape de la 

glycation consiste en une réaction entre un sucre réducteur et la fonction amine d’un 
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acide aminé, d’un peptide ou d’une protéine afin de former dans un premier temps des 

produits précoces tels que les fructosamines. 

L’activité de la fructosamine-3-kinase (FN3K) a été découverte dans les années 1990 

avec l’observation d’une phosphorylation du fructose dans des cristallins et des 

érythrocytes diabétiques murins. 188 Lorsque cette enzyme a été découverte, il a alors 

été montré que l’affinité enzymatique était plus forte envers la fuctoseamine qu’envers 

le fructose seul. 189 En phosphorylant la fructosamine au niveau intracellulaire, la FN3K 

libère la fonction amine qui était glyquée et génère par la même occasion une molécule 

de 3-déoxyglucosone (Fig. 10). Cette enzyme est donc capable d’inverser la glycation 

précoce. 189 

Afin d’étudier les effets biologiques directs de la FN3K, des chercheurs ont créé un 

modèle murin knock-out (KO) pour cette enzyme. Bien qu’aucun paramètre biologique 

ne semble affecté par cette mutation génétique, les souris issues de ce modèle 

montrent bien une augmentation du niveau de fructosamine dans plusieurs tissus 

(cerveau, foie, cœur, muscles squelettiques). 190 Cette étude a permis de démontrer 

l’effet déglyquant de la FN3K chez la souris. La FN3K a également été observée dans 

les érythrocytes humains. 191 Bien que son expression reste inchangée en fonction du 

poids, de l’âge, la teneur en cholestérol sanguin, la glycémie, son activité est 

augmentée dans les érythrocytes de patients atteints de troubles rénaux. 192 De plus, 

il a été montré une corrélation entre l’augmentation de la FN3K dans les valves 

aortiques de sujets âgés et l’apparition de pathologies de la valve aortique. 193 

Aujourd’hui, aucun essai clinique à base de FN3K n’a été mis en place. 
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Figure 10 Mécanisme de déglycation induit par la FN3K ; d’après V. Monnier et al. 6 

 

 

Le vieillissement est un processus pendant lequel les produits de glycation précoce 

s’accumulent au niveau extracellulaire, notamment sur les protéines à longue durée 

de vie (cristallin, collagène de la peau, …). L’activité de la FN3K se cantonne à un 

niveau intracellulaire, mais il existe des enzymes capables de dégrader les produits 

d’Amadori au niveau extracellulaire. Il s’agit des Amadoriases, 194 cependant aucun 

résultat concluant n’a été observé chez les mammifères. 

 

 

I.6.I.2. Le système glutathion / glyoxalase 

 

Au cœur du cytosol de toutes les cellules eucaryotes et procaryotes, le système 

cétone-aldéhyde mutase, plus communément appelé système glyoxalase, est un 

second mécanisme de défense contre la glycation. 195 Ce système enzymatique, qui 

permet de métaboliser certains dérivés dicarbonylés (principalement le MG) en D-

lactate, a été mis en évidence pour la première fois en 1913 par H. D. Dakin, H. W. 
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Dudley et C. Neuberg. 196 L’activité de la glyoxalase était alors mesurée en analysant 

la formation de lactate dans des extraits cellulaires auxquels était ajouté du MG. En 

1932, K. Lohmann a mis en évidence une certaine complexité du système 

enzymatique en montrant que le GSH en était un cofacteur primordial. Les études qui 

ont suivi ont montré que le MGO réagissait avec le GSH pour être ensuite métabolisé 

en D-lactate par la glyoxalase 1 (Glo-1). 197 C’est enfin en 1951 que E. Racker 

complètera la compréhension de ce système de détoxification des composés 

dicarbonylés en montrant qu’il n’existait pas une mais deux glyoxalases : les Glo-1 et 

Glo-2. 198,199 Il est aujourd’hui admis que la Glo-1 catalyse la formation d’un 

hémitioacéthale S- lactoylglutathion à partir du MGO et du GSH, tandis que la Glo-2 

permet d’hydrolyser le S- lactoylglutathion en D-lactate puis de régénérer le GSH qui 

sera de nouveau disponible pour l’étape précédente (Fig. 11). 200 

 

 

 

Figure 11 Le système glutathion/ glyoxalase, impliqué dans la métabolisation du 
méthylglyoxal. 
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La Glo-1 est retrouvée dans divers organismes comme les levures, les plantes et les 

mammifères. 195 Elle est exprimée au niveau du cytosol de toutes les cellules de 

l’organisme mais très peu retrouvée dans les noyaux cellulaires et les mitochondries. 

201 L’enzyme humaine existe sous forme de dimère et sous trois formes d’allozymes 

différentes (enzymes codées par différents allèles d'un même gène) : Glo 1-1, Glo 1-2 

et Glo 2-2. Son poids moléculaire est estimé à environ 44 kDa. 202 La Glo-2, d’environ 

24 kDa, est quant à elle exprimée majoritairement dans le cytosol et les mitochondries. 

Une défaillance de ce système de défense, et notamment de la Glo-1, est associée à 

de nombreuses pathologies parmi lesquelles le diabète, 203–205 les pathologies 

cardiovasculaires, 206 les désordres hépatiques, 207 le cancer. 208,209 Une baisse de 

l’activité de ce système enzymatique est aussi observée au cours du vieillissement 

physiologique. 210 

Afin d’étudier plus en détails le rôle physiologique du système glyoxalase, de 

nombreux travaux scientifiques ont cherché à moduler la Glo-1, soit en l’inhibant, soit 

en augmentant son expression et son activité. La surexpression du gène de la Glo-1 

prévenait la prise de poids et réduisait l’inflammation chez des souris transgéniques 

qui consommaient un régime riche en graisse HFD. 211 De manière complémentaire, 

les effets de la glyoxalase ont été étudiés au niveau rénal en étudiant en parallèle des 

souris diabétiques qui surexprimaient la Glo-1 ou à l’inverse des souris non diabétiques 

KO pour la Glo-1. 212 La surexpression de la Glo-1 permettait de prévenir 

l’augmentation du MGO rénal et de développer des pathologies rénales, tandis qu’en 

parallèle, les souris KO pour la Glo-1 montraient des concentrations en MGO et un 

stress oxydant rénal plus important que les souris contrôles. 212 Du point de vue du 

vieillissement, une surexpression de la Glo-1 chez le ver Caenorhabditis elegans 

réduisait les niveaux de MGO, le stress oxydant et prolongeait la durée de vie de ceux-

ci. 213 T. Fleming et al. ont observé une baisse du transcrits, de la protéine et de 

l’activité de la Glo-1 chez des souris âgées de plus d’un an. Ils ont pu observer une 

corrélation entre ces baisses et une baisse de la capacité de cicatrisation. 214 

Une étude clinique réalisée en 2016 a montré qu’une surexpression de la Glo-1 par 

l’intermédiaire de trans-resvératrol combiné à de l’hespérétine diminuait les niveaux 

plasmatiques de MGO, réduisait la glycémie à jeun, améliorait la tolérance au glucose 

et améliorait la fonction vasculaire chez des patients obèses. 7 
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Cependant il existe un risque d’effets secondaires puisque la surexpression de la Glo-

1 pourrait être responsable d’effets carcinogènes, et pourrait induire une résistance 

aux chimiothérapies. 215,216 

 

 

I.6.II. Les stratégies thérapeutiques contre la glycation 

 

I.6.II.1. Séquestrer les précurseurs de la glycation 

 

La deuxième étape de la glycation (étape de propagation) génère différents dérivés 

dicarbonylés qui sont des précurseurs majeurs des AGE. De nombreuses études ont 

porté sur le développement de molécules capables de piéger les produits d’Amadori 

ou les dérivés dicarbonylés afin de les empêcher de former des AGE. La plupart des 

molécules qui vont être présentées ci-dessous possèdent des groupements aminés 

(Fig. 12). Ces fonctions amines ont donc la capacité de réagir avec les composés 

dicarbonylés et ainsi de rentrer en compétition avec les amines des protéines de 

l’organisme. 

C’est dans les années 1980 que l’action anti-glyquante de l’aminoguanidine (AG) a été 

découverte in vitro par M. Brownlee et al. 217 Ces mêmes auteurs ont aussi montré que 

l’accumulation d’AGE au niveau du collagène d’aortes de rats diabétiques pouvait être 

limitée par l’AG, confirmant par la même occasion le lien entre la glycation et le diabète. 

D’autres études sur le même thème ont montré que l’AG pouvait prévenir l’apparition 

de dysfonctions épithéliales en réduisant les niveaux de pentosidine et de fluorescence 

dans l’aorte et la peau. 218 De plus, l’AG retarderait la progression des complications 

rénales en réduisant l’albuminurie chez le rat-STZ. 219 Cependant l’utilisation de 

méthodes analytiques spécifiques et quantitatives n’ont pas permis d’observer d’effet 

de l’AG sur les concentrations de pentosidine et de CML au niveau de la peau chez le 

rat-STZ. 220 Les différences d’efficacité de l’AG observées entre les publications 

peuvent s’expliquer par des temps de traitement variables entre les différents 

protocoles. En effet il a été montré que les effets de l’AG sont positivement corrélés à 

la durée de traitement. 221 Malgré des effets anti-glyquants de l’AG relativement 

concluants, cette molécule n’a pas été retenue en raison d’effets secondaires 

indésirables et potentiellement graves. Il a par exemple été observé une apparition de 

tumeurs chez les rats diabétiques 222 ou encore une baisse d’enzymes telles que la 
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catalase plasmatique ainsi qu’une augmentation d’auto-anticorps dans des essais 

cliniques. 223 

 

Du fait du coût élevé du design de certaines molécules et des effets néfastes induits 

par ces dernières, les études se basent de plus en plus sur des molécules aux 

propriétés homologues, telles que des dérivés des vitamines du groupe B. Parmi ces 

dérivés, il a été montré que la pyridoxamine, qui est un dérivé de la vitamine B6, induit 

une réduction des niveaux de MGO, d’AGE et d’ALE dans le plasma 224 et la peau de 

rats diabétiques. 225,226 Une étude de 2007 sur des sujets diabétiques montre que la 

pyridoxamine diminue les teneurs en CML et CEL urinaires. 227 

La thiamine et la benfotiamine (S-benzoylthiamine-O-monophosphate) sont quant à 

elles des dérivés de la vitamine B1 qui vont stimuler et augmenter l’activité d’une 

enzyme dépendante de la thiamine, la transcétolase. Cette enzyme joue un rôle dans 

la réduction des dérivés glycolytiques et en particulier dans la réduction des dérivés 

dicarbonylés. 8 Il a été montré que la thiamine et la benfotiamine réduisaient, in vitro, 

228 la fluorescence induite par les AGE dans des cellules endothéliales de cordon 

ombilicaux humains (HUVEC), tandis que seule la benfotiamine prévenait 

l’accumulation de la CML et du 3-DG in vivo dans des neurones de rats-STZ. 135 

L’utilisation de la thiamine 229 (300mg/ jour pendant trois mois) ou de la benfotiamine 

230–232 (600, 300 ou 900mg/ jour pendant deux, vingt-quatre ou trois mois) comme 

traitement anti-glyquant sur des patients diabétiques de type 1 et 2, n’a pas montré 

d’effet concluant sur la réduction des dérivés dicarbonylés ou des AGE au niveau 

circulant. 

Finalement, le chlorure 4,5-dimethyl-3-(2-oxo-2-phenylethyl)-thiazolium, plus 

communément appelé alagebrium ou ALT-711, est une molécule étudiée plus 

récemment sur laquelle beaucoup d’espoirs ont été fondés. Cette molécule entre dans 

la catégorie des « casseurs d’AGE », puisqu’elle a la capacité de casser les liaisons 

carbone-carbone des dérivés dicarbonylés, notamment le MGO. 233 Cette hypothèse 

a pu être vérifiée par l’apparition de fragments plus petits issus des AGE lors 

d’analyses LC-MS/MS de lentilles de patients diabétiques incubées avec l’ALT-711. 

234 L’ALT-711 permet également de séquestrer les dérivés dicarbonylés. 8 Une étude 

clinique lors de laquelle était réalisée une ingestion d’ALT-711 pendant huit semaines 

par des sujets hypertendus, avec ou sans diabète de type 2 a montré une baisse de 

la tension artérielle ainsi qu’une amélioration de la compliance artérielle par rapport 
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aux patients sous placebo. 235 De nombreux autres essais cliniques ont été réalisés 

mais n’ont pas abouti du fait de problèmes économiques. 8 En plus de son effet anti-

glyquant, l’ALT-711 réduit le niveau d’expression du RAGE chez la souris 128 et le rat 

diabétique 236 au niveau cardiovasculaire. 

 

 

 

 
Figure 12 Molécules pharmaceutiques utilisées pour inhiber le processus de 
glycation ; d’après J.M. Forbes et al. 8 
 
 
 

I.6.II.2. Inhiber le récepteur aux AGE 

 

L’ensemble des études présentées ci-dessus a porté sur des molécules agissant 

directement sur les produits de glycation. Mais ce n’est pas le seul moyen de lutter 

contre les effets de la glycation. En effet, d’autres travaux ont tenté de prouver que 

l’inhibition du récepteur aux AGE, le RAGE, pouvait réduire l’inflammation, le stress 

oxydant et les complications du diabète. 

 

L’inhibition de RAGE fait donc partie des stratégies thérapeutiques visant à réduire les 

dommages cellulaires et tissulaires causés par l’interaction entre les produits de 

glycation et le RAGE (e.g. genèse de radicaux libres et de NF-κB, augmentation et 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires). 
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Comme décrit précédemment, le sRAGE qui est une des variantes génétiques du 

RAGE, permet, par compétitivité, d’empêcher la fixation des ligands au RAGE 

membranaire. 72 

Le sRAGE est caractérisé comme étant un régulateur endogène négatif et compétitif 

du RAGE membranaire et empêche l’activation des voies de signalisation induisant les 

dommages cellulaires et tissulaires. 237 Le fait que la concentration de sRAGE soit plus 

élevée chez les sujets centenaires ou les sujets jeunes et sains par rapport aux sujets 

ayant des troubles cardiovasculaires, suggère, dans un premier temps que cette 

molécule pourrait être un bon marqueur de longévité. 238 De plus, sRAGE semble 

pouvoir devenir aussi un bon marqueur physiopathologique puisque, selon plusieurs 

études, sa modulation serait en lien avec l’avancée de plusieurs pathologies 

(Alzheimer, 239 diabète de type 1 240 et 2, 241 maladies cardiovasculaires, 242 cancers, 

243 atteintes rénales, 244 atteintes pulmonaires, 245 arthrite rhumatoïde, 246 stéatose 

hépatique non alcoolique 247). 

L’ensemble de ces travaux laisse à penser que le sRAGE pourrait être une stratégie 

thérapeutique à l’encontre des conséquences pathologiques de la glycation. Il a été 

montré que l’utilisation de sRAGE in vitro empêche la genèse d’un stress oxydant et 

de molécules d’adhésion par les AGE. 248,249 In vivo, l’administration pendant vingt-huit 

jours de sRAGE (100µg/ jour en intrapéritonéale) chez des souris diabétiques, 

déficientes en apoE, prévient l’apparition des complications macro-vasculaires, 250 

l’évolution de l’athérosclérose, 251 l’apparition de glomérulosclérose 252 ou encore 

permet d’améliorer la cicatrisation. 253 

D’autres approches pour bloquer l’axe AGE-RAGE ont été tentées. Des anticorps anti-

RAGE ont par exemple été utilisés avec succès pour réduire des marqueurs de 

souffrance rénale et améliorer les fonctions rénales chez des souris-STZ. 134 Chez le 

rat-STZ, la vitesse de cicatrisation est réduite à cause d’une activation du RAGE à la 

surface des macrophages lors de la phase précoce d’inflammation. Ainsi, l’inhibition 

de l’axe AGE-RAGE améliore la cicatrisation chez ces animaux. 254 Cependant, à notre 

connaissance, aucun essai clinique n’a été réalisé à ce jour. 

Enfin, la dernière stratégie vise à inhiber directement le RAGE avec des molécules de 

faible poids moléculaire comme l’Azeliragon ou encore le FPS-ZM1. De nombreuses 

molécules semblables à l’Azeliragon ont été développées. Elles présentent toutes une 

ou deux régions hydrophobiques, un atome d’azote sensible à la protonation et un 
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corps central hétéro-aromatique capable de créer des liaisons hydrogènes. 255 

Chacune de ces molécules est capable de se lier au RAGE et de l’inhiber et 

d’empêcher l’activation des voies de signalisation. La plupart des études menées à ce 

jour chez l’animal et chez l’homme se sont plutôt focalisées sur les effets anti-

Alzheimer de ces principes actifs. En effet, le peptide Aβ est aussi un ligand de RAGE. 

Il n’est donc pas surprenant que les scientifiques aient tenté d’utiliser ces molécules 

contre la formation des plaques séniles. Par exemple, l’administration d’Azeliragon 

chez des souris transgéniques (0.3-3mg/kg/ jour pendant trois mois) développant des 

plaques séniles a permis de réduire l’inflammation ainsi que le nombre de plaques 

amyloïdes. 256 Des essais cliniques ont été développés chez des patients atteints 

d’Alzheimer. Les patients étaient divisés en deux groupes dont l’un recevait une faible 

dose d’Azeliragon (30 mg/ jour pendant six jours puis 10 mg/ jour pendant vingt 

semaines) et l’autre recevait une forte dose (60 mg/ jour pendant six jours puis 20 mg/ 

jour pendant vingt semaines). Aucune modification des niveaux plasmatiques Aβ, des 

marqueurs inflammatoires ou cognitifs n’a été observée. 257 Un essai clinique en phase 

III de 2015 à 2018 chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer n’a cependant 

montré aucun effet notable de l’Azeliragon (ClinicalTrials.gov identifier : 

NCT02916056). 

 

I.6.II.3. Méthodes alternatives pour lutter contre la formation et l’accumulation des 

produits de glycation 

 

 

Prévenir l’accumulation, la formation et les effets de la glycation peut également passer 

par une limitation de l’exposition aux AGE alimentaires ou bien par l’utilisation de 

molécules anti-glycation issues de l’alimentation (e.g. vitamines, acides aminés, 

antioxydants, …). 258 Ce thème sera largement décrit dans le premier article de la 

partie expérimentale, et nous ne reprenons ici qu’un bref résumé des stratégies mises 

en place dans le secteur agroalimentaire. 

La prise de conscience des effets délétères associés à une exposition importante aux 

AGE a conduit de nombreux industriels du secteur agroalimentaire à améliorer les 

conditions de transformation de leurs aliments (e.g. réduction de la température ou du 

temps de cuisson, utilisation d’ingrédients de meilleure qualité). 258 L’utilisation 

d’aliments à faible index glycémique semblerait également limiter l’exposition et 
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l’accumulation de produits de la glycation. C’est tout au moins ce qui a été prouvé chez 

l’animal. 259 

Comme décrit précédemment, certaines molécules pharmaceutiques testées contre la 

glycation (e.g. AG, pyridoxamine, benfotiamine), n’ont pas débouché sur des résultats 

cliniques concluants. Aujourd’hui, plusieurs laboratoires cherchent à développer des 

stratégies alternatives à partir de molécules issues de l’alimentation ou facilement 

incorporable dans une matrice alimentaire. Parmi ces molécules, on peut citer la 

créatine, 260 la carnosine, 261 le trans-resveratrol et l’hespéritine 7. 

 

Le DT2 étant une pathologie souvent associée à une dysbiose du microbiote 

intestinale, 11 de nombreux scientifiques cherchent à développer de nouvelles 

thérapies anti-diabétiques à partir de souches bactériennes, appelées probiotiques. 

En modulant la flore bactérienne, ces probiotiques semblent pouvoir induire des 

changements métaboliques tels que le contrôle de la glycémie ou encore la gestion du 

stress oxydant. Cependant, à notre connaissance, aucune étude n’a décrit les effets 

de ces probiotiques sur la glycation. 

 

  



63 
 

II  

 

II. Le microbiote  
 

II.1. Généralités 
 

Depuis leurs origines il y 3,5 milliards d’années, 262 les bactéries sont 

omniprésentes sur Terre. Ces organismes procaryotes ont été découverts au cours du 

XVIIème siècle par Antonio van Leeuwenhoek à l’aide de microscopes qu’il avait lui-

même conçus. Certaines bactéries peuvent s’adapter aux milieux les plus 

extrêmes connus sur terre, 263 comme l’archéa bactérie Sulfolobus acidocaldarius 

capable de proliférer dans les lacs de Yellowstone aux États-Unis avec un pH acide 

de 3 et dont les températures avoisinent les 80°C. Cette bactérie ne représente qu’un 

très faible échantillonnage de l’ensemble des bactéries dites « extrémophiles ». 

Certaines bactéries sont capables de proliférer dans des conditions de températures 

extrêmes (Pyrolobus fumarii), ou dans des milieux ventilés avec du CO2 pure 

(Cyanidium). D’autres sont résistantes à de fortes radiations (D. radiodurans, les 

espèces Rubrobacter et l’algue verte Dunaliella bardawil), ou encore à des pH très 

acides (l’algue rouge Cyanidium caldarium et l’algue verte Dunaliella acidophila). 

Si certaines bactéries sont capables de vivre dans des conditions extrêmes, ces 

dernières ne représentent qu’une minorité. En effet, bon nombre de bactéries profitent 

des conditions de vie avenantes proposées par les organismes supérieurs. C’est le 

cas des bactéries constituant le tractus digestif des animaux et de l’homme, où règne 

des conditions favorables à la prolifération bactérienne (température stable de 37°C et 

une alimentation abondante). Le tractus digestif, ou gastro-intestinal, représente une 

des interfaces les plus importantes entre l’environnement extérieur et l’environnement 

interne. Les bactéries présentes dans ce tractus digestif (entre 500 et 1000 espèces 

bactériennes différentes), 264 forment avec les protozoaires, les levures, les 

champignons, les virus et les archéas, un véritable écosystème anaérobique (viable 

en absence d’oxygène) intégré, appelé « microbiote intestinal ». 265,266 Les méthodes 
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de séquençage modernes, ont permis de mettre en évidence le fait qu’environ 90% 

des espèces bactériennes appartenaient à seulement deux phyla, correspondant au 

deuxième niveau de classification classique des espèces vivantes : les Firmicutes et 

les Bactéroidetes (Fig. 13). 264 Les 10% restants appartiennent à des phyla autres tels 

que les Protéobactéries, Verrumicrobia, Actinobactéries, Fusobactérie et 

Cyanobactéries. 267 

 

 

Figure 13 Représentation de l’arbre phylogénique du microbiote intestinal. Les 
phyla sont représentés à gauche, tandis que les niveaux taxonomiques inférieurs sont 
à droite ; d’après D.N. Frank et al. 268 
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Le microbiote est hiérarchisé en bactéries anaérobies dites dominantes (> à 109 unités 

formant colonies, ou Colony Forming Unit en anglais, CFU) comme les Bacteroides, 

Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus, Clostridium et 

Propionibacterium ; des bactéries aérobies sous dominantes (< à 109 CFU) 

représentées par des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae, notamment E. 

Coli, ou d’autres bactéries telles que les Streptococcus, Enterococcus, Fusobacterium, 

Desulfovibrio et Methanobrevibacter, et les Lactobacillus. 269,270 Ces dernières sont 

utilisées de plus en plus comme probiotiques (voir chapitre II.2.III). 

En plus d’une diversité bactérienne, il existe au sein du tractus digestif un gradient de 

concentration bactérien en fonction de la localisation intestinale (Fig. 14). 265,271 

L’estomac, du fait de son pH qui est chroniquement très acide et de ses enzymes de 

digestion, est très peu colonisé par les bactéries (seulement 101 à 103 CFU). 272 

Cependant, les concentrations bactériennes croissent dans les parties duodénale, 

jéjunale et iléale (103 à 107 CFU) pour atteindre une confluence maximale dans le côlon 

et les fèces (1012 à 1014 CFU). Cette différence de concentration bactérienne entre 

l’intestin grêle et le colon est essentiellement due à deux conditions particulières  : 1) 

après un repas, les sécrétions d’acides biliaires sont élevées au niveau du duodénum, 

du jéjunum et de l’iléon, alors qu’elles sont fortement réduites au niveau colique où les 

bactéries trouvent de meilleures conditions de pH pour proliférer, 2) un péristaltisme 

important dans les parties supérieures du tractus digestif limite l’adhérence des 

bactéries, contrairement au côlon qui permet une bien meilleure adhérence. 273 

En plus d’un gradient de concentration des bactéries, il existe une répartition 

géographique des espèces, et donc une composition bactérienne différente en 

fonction de la localisation dans le tube digestif. 268,273 En comparant différentes 

biopsies de sujets sains, les chercheurs ont observé un plus fort enrichissement en 

Bacilles, de la famille des Firmicutes, et en Actinobactéries dans le petit intestin, tandis 

que les Bactéroidetes et la famille Lachnospiraceae des Firmicutes sont plus 

représentées dans les biopsies coliques. 268 Finalement, l’ensemble des bactéries 

(Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, les membres de la famille des 

Enterobacteriacea, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus et enfin les 

Ruminococcus) sont retrouvées dans les fèces. 
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Au total, le tractus digestif est colonisé par environ cent mille milliards de bactéries, 

soit dix fois plus que le nombre total de cellules de l’organisme. 274 De plus, le génome 

de l’ensemble de cette biomasse contient plus de cinq millions de gènes pouvant 

conduire à la transduction de nombreuses voies de signalisation jouant un rôle dans 

la physiologie de l’hôte. 

 

 

 

 

Figure 14 Répartition des bactéries intestinales dans le tractus digestif. 
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II.2. Le microbiote : de l’homéostasie à la dysbiose  
 

  
Il existe une véritable symbiose entre l’organisme hôte et les différents 

microorganismes qui le constituent. Diverses études ont pu démontrer certains liens 

qui existent entre le microbiote et la physiologie de l’organisme hôte. Ces études ont 

généralement été menées à l’aide de modèles animaux. Par exemple, des souris 

élevées de manière stérile sans microbiote (dites souris axéniques ou germ free, GF) 

ont été comparées avec des souris dont le microbiote était naturellement colonisé 

(dites souris conventionnelles). 275 

Depuis, de nombreuses études ont observé une implication cruciale des bactéries 

commensales du tube digestif dans de nombreux processus physiologiques tels que 

– 1) la prise en charge des nutriments et leurs métabolites – 2) la protection contre les 

invasions pathogènes – 3) la synthèse de certaines vitamines du groupe B et de la 

vitamine K – 4) la stimulation du système immunitaire. 276 

 

II.2.I. Homéostasie et rôles du microbiote intestinal 
 

La physiologie de plusieurs organes dont le système digestif, le système 

cardiovasculaire et le cerveau, a été montrée altérée chez les souris GF. Ceci a alors 

constitué les premiers éléments de preuve de l’implication du microbiote sur la santé. 

277 Il a été montré que ces dérèglements physiologiques étaient principalement dus à 

une réduction significative de la dégradation des aliments et donc à une baisse de 

l’absorption des nutriments. 

Le microbiote est constitué de nombreuses souches bactériennes capables de délivrer 

à l’organisme des vitamines parmi lesquelles la vitamine K, la riboflavine (B2), la 

biotine (B8), l’acide folique (B9), la cobalamine (B12) ainsi que d’autres vitamines du 

groupe B. 278 Les bactéries intestinales sont aussi capables de dégrader les fibres 

alimentaires en acides gras à chaines courtes (SCFA) : butyrate, propionate et 

acétate ; comptant pour une part importante de l’énergie absorbée par l’organisme. 279 

L’acide butyrique (CH3CH2CH2-COOH) est utilisé majoritairement au niveau du côlon, 

là où il servira de source d’énergie pour l’organisme. Ce métabolite joue aussi un rôle 

favorable dans la sensibilité à l’insuline. 280 D’un point de vue moléculaire, il permet 
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d’accroître l’expression de nombreuses protéines en inhibant les histones 

déacétylases. 281 L’acide propionique est utilisé par le foie comme substrat de la 

gluconéogenèse et de la lipogenèse 282 et l’acide acétique transite à travers la 

circulation sanguine périphérique où il sera métabolisé par les tissus environnants pour 

entrer dans la synthèse du cholestérol. 283 Bien que l’énergie produite par la 

fermentation bactérienne des aliments soit nécessaire pour le bien-être de 

l’organisme, une partie est également utilisée pour maintenir le nombre et la viabilité 

des bactéries intestinales. Ainsi la composition du microbiote intestinal peut s’avérer 

grandement modifiée lorsque l’ingestion des trois familles de macronutriments 

(glucides, protéines, lipides) n’est pas équilibrée. 284 

Le microbiote est également impliqué dans le développement du système digestif ainsi 

que dans celui de l’immunité humorale et mucosale. 285 Les métabolites générés par 

la flore bactérienne intestinale peuvent être reconnus par les cellules du système 

immunitaire innée et conduire à des réponses physiologiques et à la régulation de 

l’écologie microbienne. 286 Ainsi une perturbation de la communication entre le 

système immunitaire et le microbiote peut être responsable du développement de 

pathologies. Ces données ont pu être acquises par l’intermédiaire de souris GF dont 

un défaut dans la structure lymphoïde locale et systémique (rate et nœuds lymphoïdes 

peu développés) a été observé. De plus, ces animaux ont une hyperplasie des plaques 

de Payer (follicules lymphoïdes contenant des lymphocytes B et T), ce qui conduit à 

une baisse du nombre de follicules matures isolés. Enfin, il a été rapporté une baisse 

du nombre de cellules plasmatiques productrices d’IgA, du nombre d’immunoglobuline 

sécrétée ainsi qu’une irrégularité dans la genèse de cytokines. 277 

 

 

II.2.II. Dysbiose et désordres métaboliques 
 

 

II.2.II.1. Définition, causes et conséquences 

    

 

Un nombre croissant d’études s’accordent à démontrer l’influence du microbiote 

intestinal sur la santé animale et humaine. 11 Le terme « dysbiose » est employé 
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lorsque la composition et la diversité bactérienne intestinale est dérégulée par rapport 

à un microbiote de sujet sain (Fig. 15). 9 Il existe différents types de dysbioses : une 

augmentation des espèces bactériennes qualifiées de pathogènes ; une réduction de 

la diversité bactérienne et enfin une baisse du nombre des bactéries aux propriétés 

bénéfiques pour la santé. Cette dérégulation est en lien avec le développement de 

nombreuses pathologies aussi bien intestinales (syndrome du côlon irritable, 

rectocolite…) qu’extra-intestinales (obésité, syndrome métabolique, allergies, troubles 

cardiaques…). 11 

 

 

 

Figure 15 Composition bactérienne dans un microbiote sain (en haut) et dans le 
cas d’une dysbiose (en bas). Trois phénomènes peuvent être observés dans un cas 
d’une dysbiose : une augmentation du nombre de bactéries pathogènes ; un 
amoindrissement de la diversité bactérienne ; une baisse des espèces bactériennes 
bénéfiques ; d’après C. Petersen et al. 9 
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La dysbiose peut être induite par l’administration d’antibiotiques mais aussi plus 

couramment par la consommation d’un régime déséquilibré. 

 

L’utilisation d’antibiotiques peut en effet conduire à une réduction de la diversité 

bactérienne ainsi qu’à une augmentation des bactéries pathogènes résistantes. Ces 

altérations sont en lien avec une augmentation de la susceptibilité à développer des 

infections et à perturber l’homéostasie immunitaire. 287 L’exposition précoce des 

enfants aux antibiotiques conduit au développement d’une résistance aux antibiotiques 

et ainsi à l’augmentation du risque de développer des maladies infectieuses ou des 

allergies. 288,289 Une courte exposition d’enfants aux antibiotiques peut modifier la 

composition du microbiote sur le long terme. 290 Dans ce sens, la théorie hygiénique 

voudrait que la baisse de l’exposition aux microbes de notre environnement induise 

une augmentation de la prévalence à développer des pathologies auto-immunes au 

sein de la population (rhinite allergique, eczéma, asthme, allergies diverses, …). 291 

 

La relation entre l’alimentation et le microbiote est complexe. En effet le microbiote 

participe activement à la digestion des aliments, mais à l’inverse l’alimentation peut 

influencer la composition bactérienne du tractus digestif. 

Le rôle du microbiote dans sa capacité à puiser l’énergie des aliments a pu être étudié 

par l’intermédiaire de souris GF. N’ayant pas de microbiote, ces souris sont dans 

l’incapacité de dégrader les aliments et absorbent moins de nutriments que des souris 

avec un microbiote naturel. 292,293 Les études sur le microbiote démontrent par la même 

occasion que les sujets obèses ont une plus grande capacité à pouvoir extraire 

l’énergie des aliments et à absorber les nutriments, à les transformer et à les stocker 

sous forme de graisses. Les premiers liens entre l’obésité et la dysbiose ont été 

observés chez la souris génétiquement modifiée Lepob/ob. 10 En étudiant le microbiote 

constituant le tractus digestif de ces souris, les scientifiques se sont rendu compte 

d’une dérégulation de la balance bactérienne aux dépens du phylum des 

Bactéroidetes et en faveur du phylum des Firmicutes. 10 Lorsqu’elle n’est pas d’origine 

monogénique, l’obésité chez l’homme est majoritairement due à l’alimentation 

(ingestion d’une grande quantité de calories d’origines lipidiques et glucidiques) et à la 

sédentarité. Afin de compléter les précédentes études sur les souris Lepob/ob, des 
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chercheurs ont étudié le microbiote sur des souris soumises à un régime riche en 

graisse et en saccharose (HF-HS) et ont aussi observé une baisse des Bactéroidetes 

et une augmentation des Firmicutes. 294 Les mêmes chercheurs ont par la suite étudié 

le microbiote de sujets obèses et ont montré une augmentation du ratio 

Firmicutes / Bactéroidetes confirmant les résultats obtenus sur les modèles murins. 295 

Cependant toutes les études ne vont pas dans ce sens. En effet, l’étude de A. 

Schwiertz et al. montre l’inverse, c’est-à-dire une baisse du ratio 

Firmicutes / Bactéroidetes chez des sujets obèses par rapport à des sujets sains. 296 

Dans cette étude, les concentrations de SCFA et particulièrement du propionate, sont 

augmentés chez les patients obèses et il est connu qu’une variation des concentrations 

de SCFA est accompagnée d’un changement dans la constitution des groupes 

bactériens. 297 S. H. Duncan et al. trouvent également des résultats inverses et 

estiment que des changements au niveau des phylums n’a pas de conséquence 

majeur sur l’organisme. 298 Au vu de leur étude, ils concluent qu’il est encore trop tôt 

pour associer avec certitude un type de microbiote intestinal avec l’obésité, et que des 

études complémentaires sont nécessaires. 

Quand les aliments passent au niveau du côlon, ceux-ci sont en partie métabolisés 

par les bactéries coliques, absorbés par l’organisme et alors impliqués dans l’activation 

de différentes voies de signalisation. Lors d’une dysbiose, une baisse de la diversité 

microbienne conduit à des désordres métaboliques. Par exemple, une baisse de 

souches bactériennes générant des SCFA peut conduire à une augmentation de 

bactéries pathogènes. À l’inverse, une plus forte teneur en bactéries (e.g. 

Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium) productrices de métabolites de la 

choline (di / triméthylamine), serait impliquée dans l’apparition de la stéatose hépatique 

non alcoolique, de l’obésité et du diabète. 299 

De manière intéressante dans le cadre de cette thèse, il est à noter que la 

consommation de régimes riches en AGE et autres produits de glycation a été montrée 

associée à une modification de la composition du microbiote. Après digestion des 

protéines dans l’estomac, les acides aminés glyqués semblent moins bien absorbés 

que les acides aminés natifs. 300 Ces acides aminés considérés comme non 

physiologiques par certains experts du domaine transitent alors jusqu’au côlon où ils 

subissent la fermentation bactérienne. Une expérimentation chez le rat a montré, entre 

autres, que la consommation d’un régime riche en AGE pendant dix-huit semaines 
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réduisait la diversité et l’abondance du microbiote intestinal. Dans un second temps, 

la présence d’acides aminés glyqués induisait une baisse de la fermentation des 

glucides, réduisant in fine la synthèse des SCFA et leurs effets bénéfiques sur la santé. 

301 Des résultats identiques et plus prononcés ont été observés lors d’une exposition 

chronique de huit mois d’un régime riche en AGE chez la souris. 302 Comme décrit 

dans la première partie de cette revue bibliographique, la réaction de Maillard se 

termine par la synthèse de mélanoïdines. Une étude in vitro réalisée par C. Helou et 

al., semble indiquer que la consommation de mélanoïdines pourrait avoir une action 

anti-inflammatoire en inhibant la croissance des entérobactéries. 303 De nombreux 

autres travaux ont montré des actions prébiotiques des mélanoïdines. 304 

Comme décrit précédemment, une dysbiose peut être impliquée dans de nombreuses 

pathologies (intestinales, cérébrales, cardiaques, …). Cependant ce qui nous 

intéresse plus particulièrement dans le cadre de cette thèse est l’implication du 

microbiote dans le DT2, la stéatose hépatique non alcoolique et les maladies rénales. 

Le DT2 se développe majoritairement chez des personnes obèses (voir 

Chapitre I.4.III), dont la mauvaise alimentation en est généralement la cause. 

 

II.2.II.1.a. Dysbiose et diabète 

 

J. I. Gordon et al. sont les premiers à avoir décrit une augmentation de l’insulino-

résistance associée à une augmentation de la masse grasse chez des souris GF ayant 

reçu une transplantation de microbiote fécal de souris conventionnelles. Il est 

important de préciser que l’apport d’un microbiote n’a pas augmenté la prise 

alimentaire des souris transplantées. 

L’une des théories reliant le microbiote, l’obésité et le diabète passe par une plus 

grande extraction de l’énergie alimentaire par le microbiote d’animaux ou de sujets 

obèses par rapport à des animaux ou sujets sains. 305 

La dysbiose serait également impliquée dans la dérégulation du métabolisme 

glucidique. Il a entre autres été montré qu’une intolérance au glucose pouvait se 

développer chez des souris GF après transplantation de microbiote fécal provenant de 

souris intolérantes au glucose.  Chez l’homme, il a été montré une amélioration de la 

sensibilité à l’insuline ainsi qu’une augmentation de la diversité du microbiote 
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intestinale lorsque des patients atteints de syndrome métabolique recevaient une 

transplantation de microbiote fécale provenant de sujets sains. 306 D’après cette étude, 

l’augmentation de souches bactériennes qui synthétisent le butyrate (e.g. E. hallii) 

pourrait expliquer l’amélioration de la sensibilité à l’insuline. De plus, ces résultats 

permettent d’appuyer la théorie selon laquelle il existerait un lien entre la diversité 

bactérienne et l’insulino-résistance chez le sujet diabétique. 

Les sujets obèses ou atteints d’un diabète de type 2 sont soumis à une inflammation 

chronique à bas bruit due à une augmentation du lipopolysaccharide (LPS) et des 

protéines sériques liant le LPS (LBP pour LPS Binding Protein) provenant des 

bactéries gram négatifs. 307 Chez la souris, un régime HFD est responsable de 

l’apparition d’une dysbiose, de l’augmentation du LPS circulant, d’une inflammation, 

d’un stress oxydant et d’un syndrome métabolique. L’utilisation d’antibiotiques chez 

ces animaux permet de bloquer la plupart de ces dérèglements physiologiques. 308 Il 

a en plus été montré qu’un régime HFD conduisait à une baisse des Bifidobacterium 

associée à une augmentation du LPS chez la souris. 309 En parallèle, dans cette étude, 

un groupe de souris a été nourri avec une alimentation HFD enrichie en oligofructose 

qui a un pouvoir prébiotique reconnu. Dans ce dernier groupe, la concentration de 

bifidobacterium était augmentée, celle de LPS circulant était réduite, le métabolisme 

du glucose était amélioré et enfin l’inflammation était réduite. 309 

La dysbiose est également accompagnée d’une augmentation de la perméabilité 

intestinale favorisant le transit du LPS vers la circulation, conduisant à une 

inflammation systémique et à certaines dysfonctions métaboliques. À l’inverse 

certaines souches de probiotiques semblent pouvoir limiter la perméabilité intestinale. 

C’est par exemple ce qui a été montré par S. Resta-Lenert et K.E. Barrett en incubant 

des cellules épithéliales intestinales humaines (HT29/cl.19A et Caco-2) en présence 

de souches probiotiques telles que le Lactobacillus acidophilus ou le Streptococcus 

thermophilus. 310 Dans ce cas les auteurs ont observé une réduction des niveaux de 

TNF-α et de IFN-γ produits par les cellules intestinales, et impliqués dans 

l’augmentation de la perméabilité intestinale. À partir de modèles murins diabétiques 

soumis à un régime HFD ou HF-HS ou de modèles génétiques Lepob/ob et LepRdb/db, il 

a été observé une augmentation de la perméabilité de la barrière intestinale, due à une 

réduction des protéines constituants les jonctions serrées (ZO-1, Occludine), et 

accompagnée d’une augmentation du LPS circulant, comparé à des souris saines. 309 
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Des résultats similaires ont été observés chez des sujets atteints d’un diabète de type 

2. 311–313 Une étude clinique a montré récemment que la consommation quotidienne 

d’un yaourt à base de Lactobacillus johnsonii La1 (109 CFU/jour) pendant quatre 

semaines chez des sujets âgés permettait de réduire la concentration de LPS circulant. 

314 Bien que les études cliniques sur ce sujet soient encore trop peu nombreuses, les 

résultats déjà obtenus in vitro, dans des modèles animaux et chez l’homme semblent 

indiquer des effets anti-inflammatoires d’une flore intestinale saine en contrôlant 

l’homéostasie et de l’intégrité intestinale. 315 

De façon générale, d’après les études présentées ci-dessus, il semblerait qu’une 

dérégulation du microbiote soit associée au développement de l’obésité et du diabète 

de type 2. Nous allons voir dans la partie qui suit, l’implication d’une dysbiose dans le 

développement de la stéatose hépatique non alcoolique et des maladies rénales qui 

sont des affectations hépatiques et rénales chroniques couramment retrouvées chez 

le sujet diabétique. 

 

II.2.II.1.b. Dysbiose et stéatose hépatique non alcoolique 

 

La stéatose hépatique non alcoolique est une des complications du diabète de type 2 

faisant partie du spectre des pathologies hépatiques (stéatose, stéato-hépatite non 

alcoolique, fibrose, cirrhose, carcinomes hépatiques). 316 Une étude comparative a 

montré sur un ensemble de huit millions d’individus provenant de plus de 20 pays 

différents que la prévalence de la stéatose hépatique était de 25.2% dans la population 

générale et atteignait 51.3% ches les patients obèses, 69.2% chez les patients 

hyperlipidémiques, 42.5% chez les patients avec un syndrôme métabolique et 22.5% 

chez les diabétiques de type 2. 317 En 1998, C. P. Day et O. F. James 318 ont établi 

deux voies possibles conduisant à la stéatose hépatique. La première voie suggère 

une inflammation hépatique consécutive à une lipotoxicité. La seconde voie décrit un 

accroissement de la peroxydation lipidique ainsi qu’une accumulation de radicaux 

libres dans le foie. 

 

À ces deux pistes étiologiques, s’ajoute celle du microbiote (Fig. 16). Lors d’une 

dysbiose, la perméabilité intestinale, assurée par des protéines de jonctions serrées 

(ZO-1 et Occludine), est fortement augmentée provoquant un passage de 
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macronutriments. Ces derniers induisent des changements progressifs dans les voies 

de signalisation relatives au métabolisme des lipides et du glucose. Une baisse du 

facteur adipocytaire induit par le jeûne (FIAF) au niveau intestinal est alors observée. 

Une accumulation des triglycérides (TG) dans les adipocytes est aussi associée à 

l’augmentation de la perméabilité intestinale, favorisant l’inflammation ainsi que la 

résistance à l’insuline. 319 

Lors d’une dysbiose, la désorganisation des jonctions serrées provoque également 

une augmentation de la perméabilité intestinale vis à vis du LPS bactérien et donc une 

augmentation du LPS circulant. Au niveau hépatique, le LPS stimule l’expression des 

récepteurs Toll-like 4 (TLR4) et se fixe au complexe CD14/ TLR4 pour provoquer une 

réponse inflammatoire puis une insulinorésistance. 320 D’après P. Cani et al., un régime 

riche en graisse chez la souris permet d’augmenter la proportion des bactéries à gram 

négatif en stimulant leur croissance. Cela induit une augmentation du relargage de 

LPS circulant pouvant accentuer l’inflammation à bas bruit et conduire à une 

insulinorésistance. 112,321,322 

La dysbiose est également impliquée dans l’altération du métabolisme de la choline et 

des acides biliaires. La choline est un composant de l’acétylcholine 

(neurotransmetteur) et de la membrane phospholipidique des cellules, mais elle joue 

également un rôle clé dans le métabolisme des lipides. 323 Certaines bactéries 

(Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium) dégradent la choline en métabolites 

tels que les di- et tri-méthylamines (D/TMA), qui sont transportées dans le foie et 

oxydées (D/TMAO). Lorsque le métabolisme de la choline est accentué, cela conduit 

à – 1) une déficience en choline et donc à une accumulation des TG dans le foie – 2) 

une inflammation et des dommages hépatiques dus à l’augmentation des niveaux de 

D/MAO. 316 Certaines bactéries (Lactobacillus, Bifidobacteria, Enterobacter, 

Bacteroides, Clostridium) vont également accroitre le métabolisme des acides biliaires 

(responsables de la digestion et de l’absorption des graisses) en acides biliaires non 

conjugués (UBA). Ces UBA reconnaissent et stimulent un récepteur farnésoide X 

complexé à une protéine G couplée à un récepteur Takeda 5. Ce complexe conduit à 

la métabolisation des acides biliaires, réduisant la digestion des TG, qui s’accumulent 

dans le foie et conduisent à une stéatose hépatique. 
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Figure 16 Rôles du microbiote intestinal dans la stéatose hépatique non alcoolique 
d’après J. Ma et al. 316 NAFLD : stéatose hépatique non alcoolique, FIAF : facteur 
adipocytaire induit par le jeûne,   LPL : lipoprotéine lipase, FFA : acide gras libre, IR : 
insulinorésistance, TMA : triméthylamine, TMAO: triméthylamine oxyde, UBA : acide 
biliaire non conjugué, FXR : récepteur farnésoide X, GR5 : protéine G couplée à un 
récepteur Takeda 5, BA : acide biliaire ; LPS : lipopolysaccharide, TLR : récepteur 
Toll like, CD14 : antigène de différenciation des monocytes, NF-κB : facteur nucléaire-
κB ; MyD88 : facteur 88 de différenciation myéloïde, IRS: substrat du récepteur à 
l’insuline. 
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II.2.II.1.c. Dysbiose et atteintes rénales 

 

Comme décrite précédemment, une dysbiose peut altérer la structure et la fonction du 

foie. Mais d’autres organes périphériques tels que le rein (organe clé impliqué dans la 

pathologie du diabète) sont également concernés. Il a par exemple été montré que 

des patients atteints de souffrances rénales chroniques avaient une plus grande 

proportion de bactéries dans le compartiment duodénale et jujénale (106 bactéries 

aérobies /mL et 107 bactéries anaérobies /mL) que des sujets sains. 324 Les effets 

d’une dysbiose sur le rein et ses complications sont encore peu decrites. Nous avons 

pu voir dans la partie précédente (II.II.2.1.b.) que lors d’une dysbiose, la perméabilité 

intestinale était augmentée et permettait le passage d’endotoxines (LPS). Des études 

sur des modèles murins de lésions rénales ou chez des patients hémodialysés ont 

permis de mettre en évidence une augmentation de la perméabilité intestinale 

associée à une baisse de la fonction de la barrière intestinale et un passage de 

bactéries, de toxines et d’endotoxines dans la circulation. 325,326 Une association a pu 

être faite entre une augmentation de la mortalité, une baisse de la fonction rénale et 

de la concentration du sCD14 (récepteur aux endotoxines) dans le plasma des patients 

atteints de maladie rénale. 327,328 De plus, des données scientifiques suggèrent que 

les toxines urémiques synthétisées par un microbiote dysbiotique, dont les plus 

connues sont le sulfate p-cresyle et le sulfate d’indoxyle, seraient associées à un plus 

haut risque de développer des complications cardiovasculaires chez ces mêmes 

patients. 329,330 Des études complémentaires ont montré chez des souris urémiques 

que ces toxines endommagent les cellules des tubules rénales. 331 Des études 

cliniques montrent enfin qu’une endotoxémie résultant d’une dysbiose est responsable 

d’une inflammation chez les patients atteints de maladie rénale aggravant le 

phénotype. 332,333 D’après l’ensemble de ces études, il semblerait qu’un microbiote 

altéré agisse de façon négative sur les organes périphériques conduisant au 

développement de pathologies et aux complications associées. Il apparait donc crucial 

de développer des traitements visant à restaurer un microbiote sain. 
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II.3. Utilisation de souches bactériennes comme traitement contre 

les complications du DT2. 
 

 

II.3.I. Généralité sur les probiotiques. 
 

Au vu de l’influence du microbiote sur la physiologie des organismes hôtes et des 

dérégulations que peut induire une dysbiose, les scientifiques cherchent à mettre en 

place de nouvelles stratégies thérapeutiques dirigées contre les désordres 

métaboliques, en modulant la balance bactérienne dans le tube digestif. 

 

L’étymologie du terme « probiotique » vient de la préposition latine pro, « pour » et 

d’un adjectif grec βιωτικόσ, « biotique » provenant du nom βίοσ, « la vie ».  Ce terme 

a évolué au cours des décennies en même temps que l’intérêt grandissant porté à ces 

microorganismes. Comme l’illustre la figure 17, le nombre de publications sur la 

thématique des probiotiques est passé à moins de 100 sur l’année 1998 à plus de 

1800 sur l’année 2017. 

 

À l’origine, les probiotiques étaient définis comme des substances actives synthétisées 

par un unique microorganisme permettant la croissance d’autres bactéries. Par la 

suite, la communauté scientifique a utilisé ce terme pour définir tout extrait tissulaire 

pouvant induire la croissance de certaines souches bactériennes pouvant exercer un 

ou plusieurs effets bénéfiques sur un organisme en modulant sa flore bactérienne. 334 

Actuellement, l’Organisation des Nations Unis pour l’alimentation et l’agriculture (la 

FAO) définit un probiotique comme un « microorganisme vivant qui, lorsqu’il est 

administré en quantité suffisante, confère des effets bénéfiques à l’hôte ». 335 
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Figure 17 Nombre de publications relatives à l’utilisation de souches probiotiques 
depuis les deux dernières décennies après avoir utilisé le mot clé « probiotique » dans 
la base de données pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). 

 

Il existe un grand nombre de bactéries, isolées et identifiées, pouvant exercer des 

effets positifs sur les organismes supérieurs. Parmi celles-ci, les plus étudiées sont 

des bactéries du genre Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. crispatus, L. 

fermentum, L. gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, 

L. rhamnosus), des Bifidobacterium (B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, 

B. infantis, B. lactis, B. longum). Quelques autres espèces faisant également partie de 

la famille des bactéries dites « acides lactiques » sont étudiées (Enterococcus faecalis, 

E. faecium, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus acidilactici, 

Sporolactobacillus insulinus, Streptococcus thermophilus). Enfin des bactéries « non 

acides lactiques » montrent aussi un certain bénéfice (Bacillus cereus var. toyoi, la 

souche nissle d’Escherichia coli, Propionibacterium freudenreichii, Saccharomyces 

cerevisiae, S. boulardii). 

Afin de pouvoir être utilisée comme probiotique, une souche bactérienne doit remplir 

certains critères qui sont mis en évidence lors de tests in vitro. Un probiotique doit avoir 

une bonne tolérance aux acides biliaires et être capable de les hydrolyser, doit pouvoir 

adhérer aux surfaces mucosales et épithéliales et, enfin, doit posséder une activité 

microbienne contre les agents pathogènes. 336 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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Ces dernières décennies, de nombreux scientifiques ont cherché à développer des 

traitements à base de probiotique afin de prévenir l’apparition du diabète et ses 

complications. 

Le tableau 5 présenté ci-dessous regroupe vingt et une études précliniques réalisées 

de 2003 à 2017 sur six souches bactériennes différentes (Lactobacillus, Bacteroides, 

Saccharomyces, Bacillus, Bifidobacterium, Pediococcus), isolées ou en combinaison. 

Pour réaliser ces études précliniques, différents modèles murins de DT2 induit 

génétiquement, par l’alimentation, ou bien encore chimiquement, ont été utilisés. Les 

modulations observées sur les modèles murins semblent peu dépendantes de la 

souche utilisée. En effet, les différents probiotiques testés (Tableau 5) montrent tous 

les mêmes effets, c’est-à-dire principalement une réduction de la masse corporelle, 

une baisse de la glycémie et de l’HbA1c et une amélioration de la tolérance au glucose. 

L’administration de L. rhamnosus, L. paracasei, L. reuturi GMNL-263, Saccharomyces 

boulardii, Bacillus subtilis B10, Bifidobacterium animalis sp. Lactis 420, Bacteroides 

uniformis CECT 7771 ou de Pediococcus pentosaceus LP28 chez des souris ou des 

rats obèses ou diabétiques diminue la prise de poids de façon significative après une 

durée de traitements comprise entre quatre et quatorze semaines. L’utilisation de ces 

probiotiques a également permis d’améliorer le métabolisme glucidique (baisse de la 

glycémie à jeun et de l’HbA1c, amélioration de la tolérance au glucose) comme par 

exemple après l’administration de L. gasseri BNR17 (1010 CFU) à des souris LepRdb/db 

après 12 semaines de traitement. 

La baisse de la masse corporelle chez l’animal peut s’expliquer par une augmentation 

des SCFA, produits de fermentation des bactéries, qui permettraient de réduire la prise 

alimentaire par l’intermédiaire d’une stimulation de molécules anorexigènes telles que 

la GLP-1 ou le peptide PYY. 282 D’après la littérature, le microbiote intestinal joue un 

rôle majeur dans la régulation de l’énergie et de la glycémie par l’intermédiaire des 

SCFA. Une plus faible absorption des calories et donc de l’énergie issues de la 

fermentation des aliments, ou encore une augmentation de la dépense énergétique 

peuvent aussi expliquer la réduction de la masse corporelle observée chez les 

animaux traités par les probiotiques. 337 

Une augmentation des LPS circulants est observée lors du phénomène de dysbiose. 

Ces LPS accélèrent l’apoptose des cellules β de Langerhans provoquant une 

insulinorésistance et donc une augmentation de la glycémie. Il a été montré que 
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l’ingestion de certains probiotiques pouvait réduire le niveau de LPS, améliorer le 

métabolisme glucidique,326 et améliorer la perméabilité intestinale. 338 

Des actions bénéfiques sur la santé hépatique ont été observées après le traitement 

par de nombreux probiotiques (L. Rhamnosus, L. johnsonii BS15, L. paracasei, L. 

reuturi GMNL-263, Bacillus subtilis B10, Bifidobacterium animalis sp. Lactis 420, 

Bacteroides uniformis CECT 7771 ou de Pediococcus pentosaceus). D’un point de vue 

mécanistique, il est proposé que le rétablissement de l’homéostasie microbienne par 

les probiotiques permettrait de réduire les concentrations circulantes d’un certain 

nombre de molécules impliquées dans l’étiologie de la stéatose hépatique non 

alcoolique (e.g. la concentration de TG) et de l’inflammation (e.g. endotoxines, 

métabolites toxiques tels que l’éthanol, le phénol et l’indole). 339 

Concernant la santé rénale, des études ont rapporté des effets bénéfiques de 

différentes souches bactériennes (Bacillus pasteuris, L. acidophilus, E. coli DH5, B. 

longum, L. casei shirota, …) chez le rongeur (Tableau 5) mais également chez 

l’homme (Tableau 6). 271,340 Ces études suggèrent que les probiotiques réduiraient les 

concentrations circulantes de toxines urémiques (e.g. sulfate d’indoxyle) et des 

cytokines pro-inflammatoires. Une étude de 1996 chez des rats urémiques montrait 

qu’un traitement d’un mois avec une souche d’E. coli DH5 modifiées réduisait 

significativement l’urée sérique. 341 Plus tard une autre étude a montré, chez des rats 

néphréctomisés traités pendant deux mois avec différents cocktails de probiotiques (B. 

pasteuris, Sporolac®), un ralentissement de la progression des atteintes rénales et un 

prolongement de la durée de vie des rats. 342 Des études cliniques d’intervention 

publiées de 1996 à 2015 et réalisées chez des patients hémodialysés ou atteints de 

maladie rénale chronique ont rapporté qu’un traitement à différents probiotiques 

entrainait une réduction sérique des toxines urémiques, 324,343–346 de l’homocystéine, 

344 de la di-méthylamine, 324 des cytokines pro-inflammatoires, 346 de l’urée 341,347–349 

ou encore une augmentation des cytokines anti-inflammatoires. 346 

Toutes les études chez l’animal ne montrent pas un effet bénéfique évident des 

probiotiques. Certaines souches bactériennes semblent en effet induire des effets plus 

modestes. C’est par exemple le cas de la souche L. rhamnosus administrée chez des 

souris LepRdb/db 350 pour laquelle seule une amélioration de la tolérance au glucose a 

été observée. Il est important de préciser que l’étude réalisée à partir de L. rhamnosus 

chez des souris LepRdb/db n’a duré que quatre semaines contrairement à trois autres 
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études qui ont utilisé ce même probiotique pendant huit, 351 douze 352 et treize 

semaines. 353 La première hypothèse d’un effet modéré du probiotique L. rhamnosus 

consiste à considérer que cette bactérie nécessite un certain temps de colonisation 

pour pouvoir exercer ses effets positifs. La seconde explication de la différence 

observée entre ces quatre études réside dans le choix du modèle animal. L’effet 

modéré du probiotique a été observé sur un modèle génétique sévère de diabète alors 

que les effets plus prononcés ont été observés sur des modèles alimentaires de 

diabète. 351–353 La troisième hypothèse est que le probiotique L. rhamnosus agit plutôt 

de manière préventive que de manière curative. 

Des études basées sur l’utilisation de la souche L. casei montrent des résultats 

similaires à ceux décrit pour la souche L. rhamnosus. L’administration dans un modèle 

HFD pendant quatre semaines a eu pour seul effet d’améliorer la tolérance au glucose. 

354 De la même manière, l’administration de cette souche (109 CFU) chez des souris-

STZ pendant quatre semaines n’a induit qu’une baisse de la glycémie. 355 À l’inverse 

l’administration de cette souche chez des souris HFD-STZ pendant douze semaines 

(109 CFU) a conduit à de nombreux effets dont une baisse de la glycémie à jeun et 

post-prandiale, de l’HbA1c, une amélioration de la tolérance au glucose, une réduction 

du TNF-α, de l’IL-6, des TG, du MDA, des ROS et une augmentation de la SOD, du 

GSH et du HDL. 356,357 Ces différences peuvent s’expliquer premièrement par le temps 

d’administration, qui est plus long dans les deux dernières études. Deuxièmement, 

l’administration du probiotique, dans la première étude, 354 passe par l’alimentation, il 

est donc possible que le probiotique se dégrade au cours du temps ou que les animaux 

n’ingèrent pas tous les mêmes quantités de probiotique. 

Des études ont regardé l’effet de l’administration d’une combinaison de plusieurs 

souches bactériennes. L’effet synergique attendu n’a pas forcément été observé dans 

les études qui ont utilisé une combinaison de plusieurs souches bactériennes (Tableau 

5). En effet l’administration d’une combinaison de 3 souches (L. rhamnosus CNCM I-

4036, L. paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035) à des rats 

Zucker Leprfa/fa, 358 n’a induit qu’une baisse des TG hépatiques tandis que l’ingestion 

d’une seule de ces souches (L. paracasei) chez des souris HFD a induit une baisse 

de la masse corporelle, de l’insuline, de la glycémie à jeun, en plus d’une diminution 

des TG hépatiques. 353 La première différence majeure est l’utilisation d’un modèle 

génétique sévère de diabète dans le premier cas contre un modèle alimentaire dans 
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le second cas. La seconde différence entre ces deux études est le temps 

d’administration qui est de quatre semaines chez le rat Zucker Leprfa/fa 358 et de douze 

353 semaines chez la souris HFD. Du fait de la courte durée d’administration de cette 

combinaison de probiotiques, il est difficile de conclure quant à une efficacité de celle-

ci dans un contexte de diabète. 

En parallèle, la combinaison L. curvatus HY7601 et L. plantarum KY1032 359 

administrée pendant dix semaines à des animaux HFD induisait plusieurs effets tels 

qu’une diminution du poids corporel (masse grasse), du cholestérol, de l’insuline, de 

la leptine, de l’inflammation hépatique et adipocytaire. 

Le tableau 6 présenté ci-dessous regroupe neuf études cliniques réalisées de 2012 à 

2017 sur trois souches différentes (Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus), 

isolées ou en combinaison. Les effets des différents probiotiques ont été étudiés dans 

de nombreux cas pathologiques (obésité, DT2, maladies infectieuses, syndrome du 

côlon irritable, asthme, allergie, sclérose amyotrophique latérale, …) mais seules les 

études relatives à l’obésité, aux atteintes rénales et au diabète seront décrites ci-

dessous. 

Le nombre d’essais cliniques portant sur l’étude des effets d’un ou plusieurs 

probiotiques dans un contexte diabétique est nettement plus faible que le nombre 

d’études précliniques. Comme souvent lors de l’étude d’une nouvelle substance à 

potentiel thérapeutique, les effets observés entre les modèles in vitro, les 

expérimentations animales et les essais cliniques peuvent être très différents. Les 

effets d’une administration de probiotiques chez des sujets obèses et diabétiques de 

type 2 sont généralement moindres que ceux observés sur les modèles murins. Mais 

contrairement aux modèles murins, l’effet synergique de plusieurs souches 

bactériennes semble plus prometteur chez l’homme. Il a par exemple été montré chez 

des patients diabétiques de type 2 qui ont reçu une combinaison de deux souches 

bactériennes (L. curvatus HY7601 et L. plantarum KY1032) pendant six semaines, une 

amélioration du métabolisme glucidique (baisse de l’HbA1c et de la glycémie), un 

renforcement des défenses antioxydantes (augmentation des concentrations de 

superoxyde dismutase, SOD, et de la glutathion peroxydase), ainsi qu’une baisse de 

la peroxydation lipidique. 360 
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Lors d’essais cliniques avec une seule souche administrée, les seuls effets notables 

observés ont été les suivants : une augmentation de la sécrétion d’insuline avec 

L. reuteri administrée à 1010 CFU/ capsule pendant quatre semaines, 361 et une baisse 

du MDA avec L. sporogenes administrée à 108 CFU/ 40 g de pain trois fois par jour 

pendant huit semaines. 362 D’autres essais cliniques n’ont montré aucun ou peu d’effet 

des probiotiques testés sur l’amélioration du profil métabolique des patients. 363,364 

 

 

En conclusion, les données scientifiques sur les effets bénéfiques des probiotiques ne 

sont pas toutes concordantes, et leur utilisation chez l’homme est régulièrement 

remise en cause. Il existe en particulier une polémique autour de l’utilisation abusive 

de certains probiotiques et de leur implication dans l’épidémie mondiale d’obésité. 365 

Il est bien connu des experts de la nutrition animale que l’utilisation de certains 

probiotiques permet d’augmenter la croissance des animaux d’élevage. 366 La 

supplémentation en Saccharomyces cerevisiae est, par exemple, utilisée chez les 

bovins et les porcelets afin d’augmenter leur prise alimentaire ainsi que leur masse 

corporelle. 367 Le choix et la durée de traitement du/ des probiotiques visant à restaurer 

un équilibre bactérien sain au niveau du tractus digestif est donc primordial.
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Souche probiotique Temps traitement (semaines) Effet(s) observé(s) Modèle étudié Références 

L. gasseri BNR17 (107/8/9/10 CFU) 12 ↓ glycémie à jeun et post-prandiale 

↓ prise alimentaire 

↓ HbA1c 

Souris LepRdb/db 368 

L. rhamnosus (108 CFU) 4 Amélioration de la tolérance au glucose Souris LepRdb/db 350 

                                     (5.107 CFU) 8 ↓ des TG hépatiques 

↓ inflammation hépatiques 

Souris HF1 351 

                                      (108 CFU) 12 ↓ de la masse corporelle 

↓ glycémie à jeun 

↓ de l’insuline 

Amélioration de la tolérance au glucose 

↓ des TG hépatiques 

Souris HFD 352 

                                     (108 CFU) 13 ↓ de la masse corporelle 

↓ de la graisse mésentérique 

↓ des TG hépatiques 

↑ de l’adiponectine 

Souris HFD2 353 

L. casei  (0,05% de la quantité de nourriture) 4 Amélioration de la tolérance au glucose Souris HFD 354 

               (109CFU) 4 ↓ glycémie à jeun 

↑ insuline 

 

Souris STZ 355 
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               (109CFU) 12 ↓ glycémie à jeun et post-prandiale 

↓ HbA1c  

↓ TNF-α  

↓ TG, LDL  

↓ ROS, MDA 

↑ SOD, GSH 

Souris HFD-STZ 356 

               (109CFU) 12 ↓ glycémie à jeun et post-prandiale 

↓ TNF-α et IL-6 

↑ GLP-1 

Souris HFD-STZ 357 

L. johnsonii BS15 (107/8 CFU) 17 ↓ glycémie 

↓ des TG hépatiques 

↓ peroxydation lipidique 

Souris HFD 369 

L. paracasei (108 CFU) 12 ↓ de la masse corporelle 

↓ glycémie à jeun 

↓ de l’insuline 

Amélioration de la tolérance au glucose 

↓ des TG hépatiques 

Souris HFD 353 

L. reuturi GMNL-263 (109 CFU) 4 ↓ HbA1c 

↓ glycémie 

↑ de la masse corporelle 

Rats STZ3 370 
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↓ glomérulosclérose 

                                                     (109 CFU) 14 ↓ de la masse corporelle 

Amélioration de la tolérance au glucose 

↓ de l’insuline 

↓ de la leptine 

Amélioration activité anti-oxydante 

hépatique 

↓ des TG sériques et hépatiques 

Rats HF 371 

L. GG (2% de la nourriture) 9 Amélioration de la tolérance au glucose 

↓ HbA1c 

↓ peroxydation lipidique hépatique 

Rats STZ 372 

Saccharomyces boulardii (120 mg) 4 ↓ de la masse corporelle 

↓ de la masse grasse adipeuse 

Prévention stéatose hépatique 

Souris LepRdb/db 373 

Bacillus subtilis B10 (0,1% de la nourriture) 4 ↓ glycémie à jeun  

↓ de la masse corporelle 

↓ des TG hépatiques 

Souris HFD 374 

Bacillus pasteuri (109 CFU) 8 Ralentissement de la progression des 

atteintes rénales 

Augmentation de la durée de vie 

Rats 

néphréctomisés 

342 

Bifidobacterium animalis ssp. Lactis 420 12 ↓ de la masse corporelle Souris HFD 337 
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(109 CFU) ↓ glycémie à jeun  

Amélioration de la tolérance au glucose 

(108 CFU) 12 ↓ de la masse corporelle 

↓ de l’insuline 

Amélioration de la tolérance au glucose 

↓ des TG hépatiques 

Souris HFD 353 

Bacteroides uniformis CECT 7771 

(5.108 CFU) 

7 ↓ de la masse corporelle 

Amélioration de la tolérance au glucose 

↓ du cholestérol sérique et hépatique 

↓ des TG sériques et hépatiques 

↓ de l’insuline 

↓ de la leptine 

Souris HFD 375 

E. coli- DH5  4 ↓ urée sérique Rats urémiques 341 

Pediococcus pentosaceus LP28 

(109 CFU) 

8 ↓ de la masse corporelle 

↓ du cholestérol hépatique 

↓ des TG hépatiques 

Souris HFD 376 

Combinaison de : L. curvatus HY7601 et 

L. plantarum KY1032 (5.109 CFU) 

10 ↓ de la masse corporelle 

↓ de la masse grasse adipeuse 

↓ du cholestérol 

↓ de l’insuline 

Souris HFD 359 
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1 : High Fructose 
2 : High Fat Diet 
3 : Streptozotocine 
4 : High Fat High Cholesterol Diet 

 

Tableau 5 Présentation des études sur les effets de différentes souches de probiotiques sur le profil métabolique de modèles 

murins de diabète ou de maladies rénales. 

↓ de la leptine 

↓ inflammation hépatique et adipocytaire 

Combinaison de : L. rhamnosus GG, L. 

paracasei TMC0409, Streptococcus 

thermophilis TMC1543 (1-2% de la nourriture) 

6 ↓ de la masse corporelle 

Améliore le métabolisme lipidique 

Souris aP2-

agouti 

377 

Combinaison de :  L. plantarum et L. 

curvatus (1010 CFU) 

9 ↓ du cholestérol sérique et hépatique 

↑ des TG sériques ; ↓ Hépatiques 

 

Souris HFCD4 378 

Combinaison de : L. rhamnosus CNCM I-

4036, L. paracasei CNCM I-4034, 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035 (1010 

CFU) 

4 ↓ des TG hépatiques Rats Leprfa/fa 358 
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Souche probiotique Temps traitement (semaines) Effet(s) observé(s) Patients Références 

L. reuteri (1010 CFU) 4 ↑ sécrétion insuline Obèses 361 

L. acidophilus (109 CFU) 26 ↓ di-méthylamine sérique 

↓ toxines urémiques 

Patients hémodialysés 324 

B. longum (109 CFU) 5 ↓ toxines urémiques Patients hémodialysés 343 

Combinaison de :  S. thermophilus 

KB19, L. acidophilus KB27, B. longum 

KB31 (109 CFU de chaque souche) 

24 Amélioration qualité de vie 

↓ glucuronide d’indoxyle 

Patients hémodialysés 345 

Combinaison de :  B. bacterium A218, 

B. catenulatum A302, B. longum A101, 

L. plantarum A87 (3.1010 CFU) 

24 ↓ cytokines pro-inflammatoires 

↑ cytokines anti-inflammatoires 

↓ endotoxines 

Préserve les fonctions rénales 

Patients avec dialyse 

péritonéale 

346 

Combinaison de :  S. thermophilus 

KB19, L. acidophilus KB27, B. longum 

KB31 (109 CFU de chaque souche) 

24 ↓ urée sérique 

Amélioration qualité de vie 

Patients avec maladie 

rénale chronique 

347 

Combinaison de :  S. thermophilus 

KB19, L. acidophilus KB27, B. longum 

KB31 (1,5.1010 CFU) 

24 ↓ urée sérique 

Amélioration qualité de vie 

Patients avec maladie 

rénale chronique 

348 

L. casei shirota (8 ou 16.109 CFU) 8 ↓ urée sérique 

 

Patients avec maladie 

rénale chronique 

349 

L. sporogenes (108 CFU) 8 ↓ MDA Diabétiques de type II 362 
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Tableau 6 Présentation des études sur les effets de différentes souches de probiotiques sur le profil métabolique de patients 

diabétiques ou atteints de maladies rénales. 

                                      (108 CFU) 8 ↓ insuline Diabétiques de type II 379 

L. helveticus (300mL de yaourt) 12 Pas de résultat Diabétiques de type II 363 

Combinaison de : Lactobacillus 

acidophilus La5 and Bifidobacterium 

lactis Bb12 (300mL de yaourt) 

6 ↓ HbA1c 

↓ glycémie 

↑ SOD et ↑ GSH 

↓ MDA 

Diabétiques de type II 360 

Combinaison de : L. acidophilus, L. 

bulgaricus, L. bifidum et L. casei (500mg) 

16 ↓ insuline 

↓ MDA 

Diabétiques de type II 380 

Combinaison de :  L. acidophilus, L. 

casei, L. rhamnosus, L. bulgaricus, 

Bifidobacterium breve, B. lengum, 

Streptococcus thermophilis  (2.109, 7.109, 

1,5.109, 2.108, 2.1010, 7.109, 1,5.109 CFU) 

18 ↓ glycémie à jeun 

↑ glutathion sérique 

Diabétiques de type II 381 

Combinaison de :  L. acidophilus, 

Bifidobacterium lactis (300 mL de yaourt) 

8 ↑ HDL  Diabétiques de type II 382 

Combinaison de : Lactobacillus et 

Bifidobacterium (300 mL de yaourt) 

12 Variations modestes de l’HbA1c 

et de l’insuline 

Diabétiques de type II 364 
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II.3.II. La souche d’intérêt : Lactobacillus fermentum ME3 

 

C’est en 1994 à l’université de Tartu en Estonie, que le Lactobacillus fermentum ME-3 

du genre Lactobacillus, a été isolée à partir des fèces d’enfants sains. 383 

Lors de sa mise en culture, il a pu être montré que la souche ME-3 avait différentes 

propriétés intéressantes. In vitro, il a été montré que la souche ME-3 était capable de 

synthétiser du monoxyde d’azote, de réduire les processus inflammatoires et de 

stimuler les défenses antioxydantes. 383 D’autres analyses ont permis de mettre en 

évidence un effet anti-microbien, notamment contre les bactéries à Gram négatif (e.g. 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium ou encore E. coli). 384 Les propriétés 

antioxydantes (réduction de la peroxydation lipidique et du ratio GSSG/GSH) et anti-

inflammatoires de la souche ME-3, premièrement montrées en boite de pétri, ont 

ensuite été confirmées in vivo chez la souris lors de l’analyse du plasma et de deux 

organes (foie et intestin). 385,386 

La souche ME-3 a très peu été étudiée chez l’homme.  Le premier essai clinique a 

porté sur une ingestion de la souche ME-3 par des sujets sains afin de tester la viabilité 

de la souche dans le tractus digestif. Les résultats ont montré une bonne tolérance de 

la bactérie par l’Homme ainsi qu’une bonne efficacité de la formule d’ingestion du 

probiotique qui était sous forme de capsule contenant 109 CFU de bactéries avec 

250 mg de saccharose). De plus, le profil antioxydant (GSH/ GSSG) a été amélioré 

chez les individus consommant le probiotique quotidiennement pendant trois semaines 

(109 CFU/ capsule) par rapport à ceux recevant uniquement un placebo. 387 Des 

résultats similaires ont été observés dans le sang et la peau de patients atteints d’une 

dermatite atopique après avoir consommé pendant 12 semaines ce probiotique (3. 109 

CFU/ mL de lait de chèvre fermenté). 388 Un essai clinique regroupant des patients 

ayant survécu à un accident vasculaire cérébral et ayant consommé le probiotique 

pendant 3 semaines a montré des résultats semblables aux études précédentes. 383 

Enfin, l’étude de ce probiotique sur la santé de sujets diabétiques n’a pas encore été 

réalisée, mais pourrait apporter de nouvelles pistes d’applications thérapeutiques. 

Bien qu’un bon nombre d’études précliniques et quelques essais d’intervention, portant 

sur l’utilisation de probiotiques, aient démontré une amélioration du métabolisme 

glucidique, une réduction du stress oxydant (GSSG) et une réduction de la glycation 
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précoce (HbA1c), aucune n’a étudié les potentielles propriétés anti-glyquantes de 

leur(s) probiotique(s). 
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Comme décrits à travers la littérature, les produits de glycation précoce (e.g.  

produits d’Amadori) et avancée (e.g. CML) sont en concentrations particulièrement 

élevées dans le plasma, les tissus et organes des patients diabétiques. Bien qu’une 

controverse persiste, de plus en plus d’études confirment le rôle majeur de la glycation 

dans les complications du diabète (néphropathie, rétinopathie, cardiopathie, désordres 

hépatiques, …). 

 

De nombreuses stratégies thérapeutiques ont été développées afin de prévenir et de 

réduire la glycation in vivo. Cependant, aucune n’a été en mesure d’apporter in fine 

des résultats satisfaisants. 

 

Le premier article de la partie expérimentale de cette thèse est consacré à une revue 

détaillée des effets bénéfiques ou délétères des aliments et certains de ses 

composants sur l’accumulation des produits de glycation dans le corps humain. Cet 

article a pour objectif d’apporter un éclairage nouveau sur les stratégies non 

médicamenteuses qui sont actuellement testées, ou qui pourraient l’être, pour réduire 

la glycation in vivo. 

 

 

Aujourd’hui, avec une meilleure maîtrise de l’analyse du microbiote intestinal mais 

aussi et surtout avec une meilleure connaissance des fonctions physiologiques de 

cette flore commensale, de nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant des souches 

bactériennes isolées ont vu le jour. À notre connaissance, aucune étude n’a recherché 

à démontrer les effets protecteurs d’une souche bactérienne contre la glycation et les 

complications du diabète. 
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Notre premier objectif a été de comparer différents modèles murins de glycation 

et de diabète (génétique et alimentaire). À la lecture de la littérature, il apparait que 

les modèles murins de diabète ne sont que très partiellement caractérisés en ce qui 

concerne la glycation. Pour cela, nous avons utilisé la chromatographie liquide couplée 

à la spectrométrie de masse (HPL-MS/MS) afin d’obtenir des données quantitatives et 

justes. Les résultats et interprétations sont présentés dans le deuxième article de la 

partie expérimentale. 

 

 

 

Cet objectif était un prérequis au second objectif qui visait à utiliser le modèle de 

glycation le plus pertinent pour pouvoir étudier les effets de la souche 

bactérienne Lactobacillus fermentum ME-3 sur la glycation et certaines 

complications du diabète. Des données préliminaires sur la souche ME-3 ont 

démontré des effets antioxydants et anti-inflammatoires dans des modèles cellulaires 

ainsi que lors d’essais cliniques et précliniques. Cependant l’étude de ses effets sur la 

glycation et dans un contexte diabétique n’a pas été investiguée. Les résultats et 

interprétations relatifs à ce deuxième objectif sont présentés dans le troisième et 

dernier article de la partie expérimentale. 

 

 

  



97 
 

 

 

 

 

 

PARTIE 

EXPÉRIMENTALE 

 

 

  



98 
 

I 

 

 
 

 

 

I. Comment l’alimentation peut-elle affecter 

l'accumulation des produits avancés de la 

glycation dans le corps humain ?   
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Abstract 

 

The accumulation of advanced glycation end products (AGEs) is associated with the 

complications of diabetes, kidney disease, metabolic disorders and degenerative 

diseases. It is recognized that the pool of glycation products found in the human body 

comes not only from an endogenous formation, but also from a dietary exposure to 

exogenous AGEs. In recent years, the development of pharmacologically-active 

ingredients aimed at inhibiting endogenous glycation has not been successful. Since 

the accumulation of AGEs in the human body appears to be progressive throughout 

life, an early preventive action against glycation could be effective through dietary 

adjustments or supplementation with purified micronutrients. The present article 

provides an overview of current dietary strategies tested either in vitro, in vivo or both 

to reduce the endogenous formation of AGEs and to limit exposure to food AGEs. 

 

KEYWORDS 

Glycation; Maillard; advanced glycation end products; carboxymethyllysine; calorie 

restriction; fructose; probiotics; vitamins; diabetes; ageing 
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1. INTRODUCTION 

 

Advanced glycation end-products (AGEs) are a complex group of molecules  

that have been found almost everywhere among tissues and organs of the human 

body. 1 Their concentration increases with age, but is also closely related to renal 

failure and diabetes. 2 Whether they are just a consequence of some metabolic and 

chemical disorders or etiologically responsible for some age-related diseases is still 

being debated. However, data have been accumulating for the last 20 years 

demonstrating more convincingly the pathophysiological role of AGEs mainly in 

relation to ageing and metabolic disorders. 

AGEs are formed in the human body essentially by glycation. 3 This non-enzymatic 

reaction condenses a molecule of glucose or other reducing sugars with an amine from 

free amino acids or proteins, to form a Schiff base that rearranges into a ketoamine 

called the Amadori product. This relatively stable product can undergo further chemical 

reactions, such as oxidation and dehydration, to give rise to diverse AGEs. These are 

found on the long-lived proteins of the extracellular matrix, on short-lived plasma 

proteins, such as serum albumin, and on intra-cellular proteins. In all of those cases, 

the glycation is classified as a non-enzymatic post-translational modification of 

proteins. AGEs are also found as free adducts in the circulation and in the urine. 4 In 

this latter situation, they derive either from the proteolysis of in vivo proteins or from 

the absorption of dietary AGEs. 5 

 

Helen Vlassara and her group were among the first scientists who postulated that the 

total load of AGEs of the human body could derive from both in vivo synthesis and 

dietary exposure. 6 Since then, glycation products have been classified as endogenous 

and exogenous AGEs, respectively. The contribution of the dietary AGEs to the total 

AGE load in vivo and their potentially deleterious effect on health have recently 

attracted considerable interest. The chemical structures of AGEs and other Maillard 

reaction products formed in foods during processing (mainly during heat treatment) are 

more heterogeneous and more complex than those formed in physiological conditions. 

7 Because of this chemical diversity and other issues, estimating the contribution of 

dietary AGEs has been difficult. Based on a rodent study, Koschinsky et al. have 
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estimated that 10% of the orally-ingested AGEs was absorbed, and only 30% of that 

was eliminated in the urine. 6 This first study revealed that a significant part of the 

dietary AGEs is likely to be retained in the body. Our recent studies based on 

exposures to dietary carboxymethyllysine (CML), one of the best studied AGEs, 

indicate that its chronic intake leads to an increase of its content in most organs and 

tissues tested. 8-10 Therefore, there is no doubt that exogenous AGEs contribute to the 

pool of AGEs found in vivo. 

 

The term “glycotoxin” was created when the new link between the fields of the Maillard 

reaction in medicine (i.e., glycation) and in food science was first detected. 6 This term, 

which defines any reactive glycation products having a potential toxic effect in vivo, 

includes essentially the precursors of AGEs, among which are diverse dicarbonyl 

compounds. Although some reactive dicarbonyls have been found in significant 

amounts in foods, 11 recent data revealed that it is unlikely that they can reach the 

circulation. 12 For instance, a study on methylglyoxal, one of the most studied 

intermediates, indicates that methylglyoxal coming from the diet is rapidly degraded in 

the gastrointestinal tract. 12 It is therefore unlikely that the exposure to food dicarbonyls 

will influence the methylglyoxal level in vivo or contribute to the formation of 

endogenous AGEs. 

 

2. How Can the Presence of AGEs Be Reduced in the Human 

Body? 

 

Since the discovery that the presence of AGEs in the human body could be involved 

in the ageing process, 13 many studies have been conducted to find dietary ways to 

limit the accumulation of early and advanced glycation products throughout the body 

and eventually to slow down the potentially associated degenerative diseases. 

 

Figure 1 shows that several constituents of foods can affect the in vivo AGE load. First 

of all, an overall caloric restriction was found to affect the accumulation by different 

amounts, some greater, some smaller, of both early and advanced glycation products. 

The reduction of the exposure to dietary AGEs and the reactive precursors was also 
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found to limit the accumulation or the formation of AGEs in vivo. As a result of this, 

food scientists and technologists have long been exploring how potentially deleterious 

AGEs and other Maillard reaction products (MRPs) could be mitigated in processed 

foods. A more adapted heat treatment during food processing and a better selection of 

the raw food ingredients are known to be the two main courses of action for limiting the 

exposure to dietary AGEs. Special attention was given in particular to the selection of 

raw foods because of the influence of their carbohydrate composition on the in vivo 

AGE load (e.g. the amount of fructose or the proportion of complex carbohydrates in 

food). 

 

Figure 1 also shows that another strategy to lessen the accumulation of AGEs was to 

use active ingredients derived from foods or other biological material. Numerous 

molecules isolated from foods (e.g. vitamins, amino acids, antioxidants) and generally 

tested at pharmacological doses seem to provide protection against the in vivo 

formation of AGEs. 

 

The current review will not attempt to provide an exhaustive overview of the anti-AGE 

strategies. Instead, a couple of examples will be considered in depth. 

 

 

Figure 1. Diets and food components that affect the load of advanced glycation end-
products (AGEs) in the human body. 
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3. Effects of Calorie/Dietary Restriction on the AGE Load 

 

Caloric restriction (CR) is known to increase life span in rodents and non-human primates. 

14, 15 Although it would not be acceptable to apply such dieting to humans in the long 

term, it is used as a laboratory dietary model to study ageing mechanisms. Different 

CR protocols have been tested, but as far as glycation research is concerned, a 60% 

restriction of caloric intake was generally used. It is important to realize that the 

micronutrient intake was not always re-equilibrated to compensate for the restriction 

when the animals were calorie-restricted to 40% less that other animals given free 

access to food. Therefore, the term “dietary restriction” (DR) seems to be more 

appropriate to describe such a protocol than the term “caloric restriction”. 

 

Studies showed that the intervention DR maintains lower blood glucose and glycated 

hemoglobin than ad libitum-fed rats (AL). 16, 17 These early studies led to the 

assumption that DR may also slow down the glycation of proteins in the body if it could 

reduce blood glucose and improve glucose tolerance. Some studies have been carried 

out to verify this hypothesis. 

Rats receiving 60% of AL diet for 25 months showed an 18% to 33% reduction in the 

early glycation of hemoglobin, plasma proteins and skin collagen. The age-associated 

rate of accumulation of AGEs (CML, pentosidine and AGE-related fluorescence) was 

also slowed down in the skin collagen from DR rats compared to that of AL rats. 18 

 

Other studies on rodents indicated that the glycation-lowering effect of DR differed 

between tissues 19 and was mainly observed at advanced ages (around 24 months). 

20 The beneficial effects of CR were not only tissue- and age-dependent, but also 

dependent on the strain of the animal. 19 One of the very few studies on nonhuman 

primates confirmed the inhibitory action of DR on the early glycation assessed by 

measuring furosine content in skin collagen. However, the DR did not show any effect 

on the advanced process assessed by CML and pentosidine quantification. 21 Evidence 

from this study, and others, suggests that long-term DR can inhibit early glycation (i.e., 

the formation of the Amadori product). This is highly dependent on the concentration 

of blood glucose though not advanced glycation (e.g. CML and pentosidine), which is 
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more likely dependent on conditions other than just glycaemia, such as the lipoxidation 

and the overall oxidative stress.  

 

None of the studies presented above established a causal relationship between CR 

intervention and the reduction of AGEs throughout the body. At present, it remains 

important to understand whether the effects observed in animals were related only to 

an indirect better control of blood glucose or if other actions of the CR, such as a 

decrease in oxidative stress, were involved. Furthermore, there is no evidence that a DR 

lower than the ones that have been tested in animals, which would be more 

representative of a life-long diet suitable for humans, would significantly slow down 

glycation and delay associated complications in humans. 

 

A typical DR diet is likely to be a diet that will also result in a low exposure to dietary 

AGEs. In addition, it is known that both DR intervention 14, 15 and dietary AGE restriction 

intervention increase lifespan. 22 In light of these observations, it has become important 

to study the link between DR and AGE restrictions. For instance, Cai et al. 23 found 

that increasing the intake of AGEs in calorie-restricted mice erases the advantages of 

the CR intervention, such as a longer lifespan and lower tissue and circulation AGE 

levels. This observation suggests that the glycation-lowering effect of DR in the body 

may be partly due to a low exposure to dietary AGEs. 

Studies on dietary AGEs and their impact on the in vivo AGE load are numerous. Some 

of the most important ones will be presented in the next paragraph. 

 

4. Exposure to Dietary AGEs and Their Precursors 

 

AGEs such as pyrraline and CML have been found at the same time in food and in 

vivo. 24-26 It was then believed, therefore, that AGEs originating from food, also called 

exogenous or dietary AGEs, could be partly responsible for their presence in serum 

and tissues. One of the first studies on this subject was conducted by He et al. 27 who 

fed rats with protein-bound labeled AGEs using an AGE model system with 14C and 

125I. The radioactive measurement proved that the orally-absorbed AGEs, derived 

from an ovalbumin-glucose mixture, were distributed in several organs and tissues. 
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Our more recent studies, based either on exposures to dietary CML or its 13C-

isotopologue, indicate that the chronic intake of this AGE by mice leads to an increase 

of its content in the kidneys, gut, lungs, brain, heart, blood vessels and other tissues. 

8-10 The use of a specific isotopologue of CML confirmed unequivocally the causal 

relationship between the CML supplied via foods and its accumulation in organs and 

tissues. 

 

Apart from animal studies, some observational or interventional human studies have 

been conducted to confirm the contribution of exogenous AGEs to the in vivo pool of 

AGEs. 28 For instance, an increased serum level of AGEs was observed after the intake 

of a meal composed of egg white glycated with glucose. 6 Another intervention study 

on 64 healthy subjects confirmed that the plasma CML was slightly higher (+7%) when 

the volunteers ate a high MRP diet compared to a low one. 29 Although statistically 

significant, this increase of plasma CML was lower than expected. In addition, an 

observational study found an absence of correlation between dietary intake and 

circulating CML. 30 The low correlation or lack thereof found in those last two studies 

may be accounted for by the fact that the analyses were performed on fasting blood 

samples instead of postprandial blood samples and have, in addition, detected and 

quantified protein-bound CML rather than free CML. We believe, on the basis of the 

existing data and our own studies, that only the meals consumed within 24 h before a 

test will affect the level of free CML in the serum of healthy subjects. 

 

While the influence of dietary intake of AGEs on human serum level has been proven, 

the same cannot be said for the relationship between dietary AGEs and tissue 

accumulation. Since the use of research biopsies is highly limited in clinical trials, it will 

be difficult to prove a causal relationship between AGE consumption and their level in 

the major organs and tissues. The different dietary AGE restriction studies recently 

published can at best only estimate the biological consequences of an oral exposure 

to AGEs, but not their long- or even short-term retention in the body. 28, 31 

 

Unlike the findings on AGEs derived from food, the contribution of dietary methylglyoxal 

and other oxoaldehydes to the neo-formation of AGEs in the body appears to be 

negligible. As presented in the Introduction, recent data from Degen et al. 12 revealed 
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that methylglyoxal cannot reach the circulation, probably because of its high reactivity 

with amino groups in the intestinal tract. 

What creates a great deal of confusion in the literature is the misuse of terms, such as 

“methylglyoxal-supplemented diet” 23 or “methylglyoxal+-diet”, 32 which do not define 

diets supplemented directly with methylglyoxal, but diets high in BSA glycated with 

methylglyoxal. In this case, the terms “methylglyoxal derivatives” or “methylglyoxal-

derived AGEs” would have been more appropriate. 

 

Strategies to reduce the intake of AGEs and other MRPs have been presented in the 

literature pending confirmation that a dietary AGE restriction is beneficial to health. For 

healthy or diseased individuals who cook, it is recommended “to use mild cooking 

techniques instead of high-heat cooking”. 33 They may also select foods low in AGEs 

using available databases. There are two drawbacks here: their validity, in certain 

cases, 34 and their accessibility to the general public, among others. 35 

A better control of the Maillard reaction in products from the food industry allows 

desirable neoformed compounds, such as aromas and colors, to be maintained while 

limiting the formation of unwanted AGEs and other potentially toxic neoformed 

compounds. 36 Different strategies are currently being used depending on the food 

concerned and on the available means of improvement. These means to limit the 

formation of unwanted AGEs/MRPs depend as much on the selection of new raw 

ingredients as on the process parameters that are used. 37, 38 

 

5. Dietary Glycemic Index and Tissue Levels of AGEs 

 

The glycemic index (GI) is a scale that ranks foods according to how much they raise 

the blood glucose level after consumption. 39 It depends not only on the quantity of 

carbohydrates present in a food, but also on the quality of the carbohydrates (proportion 

of simple and complex carbohydrates), on the overall composition of the food and on 

its cooking level. To put it simply, the intake of a low GI food will induce a lower increase 

in the blood glucose level than the intake of a high GI food. A low glycemic diet then is 

a diet that selects a high proportion of foods on the basis of their low GI. 
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Taylor and his colleagues have postulated recently that a low GI diet could limit spikes 

in blood glucose and consequently lower the AGE levels in vivo 40 in the same way as 

a long-term good glycemic control decreases AGE levels in patients with type 1 

diabetes. 41 This group found that 11-month-old mice fed a high GI diet, compared to 

mice fed a low GI diet, had an impaired glucose tolerance. However, more importantly 

for our concern, these mice had at least a three-fold higher accumulation of AGEs 

(using protein-bound methylglyoxal-derived hydroimidazolone, MG-H1, as a marker of 

AGEs) in the retina, liver lens and brain. 42 The authors concluded that a high GI diet 

can induce what they termed a “systemic glycative stress” with pathological 

consequences. More work needs to be done to confirm the association between the 

accumulation of AGEs in the body and the intake of high-GI foods, especially with the 

quantification of different AGEs using accurate analytical methods. Other aspects of the 

carbohydrate quality should also be investigated, such as the glycemic load, the 

presence of dietary fibers and the proportion of sucrose, fructose and other simple 

carbohydrates in foods. The ability of fructose to produce more AGEs in vivo than other 

simple carbohydrates will be discussed in the next paragraph. 

 

 

 

6. Fructose Consumption and AGE Accumulation In Vivo 

 

The regulation of the factors that affect the Maillard reaction in food has been 

considered and studied for a long time. One major factor affecting the rate of the 

reaction is the type of carbohydrates selected in food preparation. It is well known that 

not all sugars have the same reactivity and lead to the formation of various MRPs in 

different proportions. The relationship between the type of sugars and the kinetics of 

the Maillard reaction has been studied in model systems to understand the formation 

of MRPs in foods. At least two studies found that fructose was no more reactive than 

glucose when browning development and sugar degradation were considered as 

markers of the reaction. 43, 44 Another study by Kwak et al., 45 who tested the sugar 

reactivity on 12 amino acids, found that fructose was the least reactive among the five 

sugars compared. 
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The same research has been carried out to compare the reactivity of glucose and 

fructose with proteins under physiological conditions. 1 Among 12 aldoses and four 

ketoses tested, Bunn and Higgins found that glucose was the least reactive.46 

Compared to glucose, the authors measured a seven-fold increase in the reactivity of 

fructose to form Schiff bases with amino groups of hemoglobin. Another in vitro 

comparative study found that the fructation (i.e., glycation by fructose) of bovine serum 

albumin generated 10-times more fluorescence than the glycation of the same protein 

with glucose. 47 Since fluorescence is a marker of the advanced stage of the chemical 

reaction in vivo, it is was then suggested that the fructation could push forward the 

chemical reaction to advanced products more rapidly than glycation with glucose. 

 

The question that we would like to address here is not only whether fructose is more 

reactive than glucose in physiological conditions, but more importantly, whether a high 

consumption of fructose is an important factor contributing to the accumulation of AGEs 

in vivo. 

It is commonly assumed that fructose consumption has increased in the Western diet 

over the past five decades, mainly in the U.S., where high-fructose corn syrup (HFCS) 

is frequently used to replace sucrose in beverages and foods. However, Anderson 

explained in 2007 that the replacement of sucrose by HFCS in many products did not 

necessarily change the ratio of glucose and fructose consumed from sugars. Indeed, 

HFCS used in beverages contributes 55% percent of fructose compared with 50% of 

fructose from sucrose. 48 

 

Regardless of the real situation, the belief in a high intake of fructose has gained an 

interest among epidemiologists and other scientists who have attempted to prove a 

causal correlation between dietary fructose and metabolic disorders, such as obesity, 

diabetes and metabolic syndrome. Some studies have confirmed a risk associated with 

the intake of fructose, whereas other have not reached such a conclusion. 49 

The effect of a high consumption of fructose on the accumulation of AGEs in vivo was 

tested on rodents. The first study published in 1998 found that rats fed for one year 

with a normal diet and water enriched with fructose (250 g/L) had no elevated plasma 

glucose concentration compared to rats fed without extra fructose in the water.50 

However, the fructose-fed rats showed higher glycated hemoglobin, fructosamine and 

fructose levels in blood, and the collagen-linked fluorescence (a marker of AGEs) in 
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bones was also found to be elevated in those rats compared to the control group. This 

was one of the first animal studies that presented evidence that a long-term intake of 

fructose increases the level of early glycation products in the circulation and the 

accumulation of AGEs in tissue. This study is nevertheless open to criticism on one 

particular point, which is the high dose of fructose provided in drinking water for the 

animals. Even so-called regular soda does not contain such a high concentration of 

fructose (usually <60 g/L, far below 250 g/L). 

 

A second study aiming to understand the effects of caloric restriction also focused on 

the effect of different simple carbohydrates on the formation and accumulation of AGEs 

in vivo. 51 Tested at different ages of the animals, with or without food restriction, the 

source of carbohydrate was found to have almost no effect on serum glucose, glycated 

hemoglobin and pentosidine in collagen. It was then concluded that the total caloric 

intake, but not the type of carbohydrate used, had an influence on the accumulation of 

AGEs. 

Three recent mice studies conducted by Mastrocola et al. reopened the debate about 

the potential toxic effect of dietary fructose. The exposure to free fructose was either 

via drinking water (150 g/L) 52 or animal food enriched with fructose (60% of energy 

coming from fructose instead of corn starch and maltodextrin for the standard food). 53, 

54 Here, again, the relevance of such a high fructose dietary intake in mice to human 

exposure may be questioned. Bearing this limitation in mind, those studies showed a 

larger accumulation of CML in plasma, liver, muscle and hippocampus for the mice fed 

a high-fructose diet compared to mice fed a standard diet. This high CML synthesis in 

vivo was partly inhibited when the mice received an oral dose of pyridoxamine, an anti-

glycative compound that will be described in the last paragraph of this review. 

The intake of foods for which fructose is the main sugar produces a low glycemic 

response. For that reason, dietary fructose is often used as an alternative to other 

carbohydrates despite the controversy around the effect of the intake of fructose on 

lipemia. 55 There can be little doubt that a moderate intake of fructose significantly limits 

early glycation. A meta-analysis of intervention studies confirmed that the intake of 

fructose below 90 g per day can improve glycated hemoglobin (HbA1c) concentration 

in a dose-response manner. 56 With respect to the control of early glycation, a moderate 

substitution of fructose for sucrose or other simple sugars appears to be beneficial. A 

recent dietary intervention study showed that a moderate consumption of a fructose 
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drink (60 g fructose/day) for four weeks in overweight women did not affect the urinary 

levels of CML and MG-H1. 57 However, the effect of a long-term intake of fructose on 

the accumulation of AGEs in tissues remains to be studied on healthy volunteers. 

 

7. Effects of Probiotic Supplementation on Glucose Metabolism 

and Glycation 

 

The gastrointestinal tract is one of the most important interfaces between the external 

environment and the internal human environment. It consists of a truly integrated 

ecosystem named the microbial flora or microbiota. This flora consists of various 

microorganisms, among which are the bacteria, archaea, viruses and bacteriophages. 

58 These microorganisms are known to be involved in many physiological processes, 

such as (1) the intake of nutrients and their metabolism; (2) the protection against any 

pathogen invasion; (3) the synthesis of vitamins and (4) the stimulation of the immune 

system. 59 

Many studies have shown the importance and influence of the gut microbiota on human 

health. 60 A disruption of this microbiota, also called dysbiosis, can lead to physiological 

disorders and promote the development of some metabolic diseases, such as obesity 

and type 2 diabetes. 61 In recent years, studies have shown that a dysbiosis is 

frequently observed among people with diabetes. This is characterized by a decrease 

in butyrate-producing bacteria and an increase in opportunistic bacteria (Bacteroides 

and Clostridium). 61 This observation led scientists to develop new antidiabetic 

therapies using bacterial strains, also called probiotics, such as Lactobacillales. 

Probiotics can actually induce changes in the gut microbiota, stabilize microbial 

communities and exert beneficial effects on the health of the host. 

Studies show that the ingestion of some bacterial strains, mainly lactic acid bacteria, 

can reduce blood glucose levels in rodent models, such as LepRdb/db mice (mice 

homozygous for the diabetes spontaneous mutation which is a result of a mutation in 

the leptin receptor gene lepR), 62 streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice fed a 

high-fat diet, 63 STZ-induced diabetic rats 64 and rats fed a high-fructose diet. 65 Some 

of these studies have also demonstrated an effect of the probiotics on the early 

glycation since the HbA1c content was decreased after a long-term exposure to 



112 
 

Lactobacillus strains. Similar results were reported in clinical trials where volunteers 

consumed probiotics over a period of four to eight weeks. 66, 67 These clinical studies 

showed a decrease in blood sugar level, oxidative stress and early glycation (HbA1c 

concentration). However, none of them attempted to study the potential protective 

effect of probiotics against the accumulation of AGEs in vivo. 

 

8. Inhibition of Glycation with Isolated Products from Foods 

 

A number of AGE inhibitor compounds have been discovered in the last 20 years of 

which perhaps the best known is aminoguanidine (pimagedine, AG) (Figure 2). This 

pharmaceutical agent was the first to prove its effectiveness in inhibiting the AGE 

formation in vitro and in rats. 68 There are now more than 570 publications referenced 

in the MEDLINE database of life sciences publications when the search is based on 

the two keywords “glycation and AG”. This clearly demonstrates the active research 

around this AGE inhibitor and the high expectations created by this discovery. 

Unfortunately, AG has proven to be unsuitable for clinical use due to adverse side 

effects. 69 

Some naturally-occurring compounds or their derivatives have also been tested for 

their potential effects against the formation of AGEs in vivo. Like AG, some of them 

are thought to compete with amino groups on proteins. In other words, by “sacrificing” 

themselves for others, they have the potential to preserve the chemical integrity of the 

proteins in vivo and, thus, limit the accumulation of AGEs in tissues. 

 

Creatine is one of these compounds. It is a nitrogenous organic acid that is not only 

synthetized in vivo, but also derives from the diet (mainly meat and fish) (Figure 2). 

Just like AG, creatine is able to trap highly reactive dicarbonyl compounds and, as a 

consequence, may slow down the formation and the accumulation of dicarbonyl-

derived AGEs. 70 The natural occurrence of creatine in vivo and the possibility of 

increasing its blood concentration with the consumption of animal foods or 

supplements are two of the positive elements that should encourage scientists to 

continue along this path. 
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Carnosine is another molecule that can act as an AGE inhibitor (Figure 2). Like most 

AGE inhibitors, this dipeptide seems to have more than one biological property, which 

can be the source of its effect on the level of AGEs in vivo. Carnosine has been 

described as having a hypoglycemic effect, an indirect intracellular antioxidant activity, 

anti-inflammatory properties and carbonyl-trapping capacities. 71 Naturally present in 

significant concentrations in the human lens, it was successfully tested as an anti-

glycation agent for the lens with the aim of delaying senile cataracts. 72, 73 Retarding 

the tissue accumulation of AGEs with carnosine or certain derivatives of this dipeptide 

should be investigated further. 

 

There are data suggesting that some B vitamins and their synthetic derivatives can 

reduce the formation of AGEs. Vitamin B1 and benfotiamine, its lipophilic derivative, 

have emerged as promising inhibitors of glycation in vivo (Figure 2). By increasing 

transketolase activity, both of them can increase the conversion of fructose-6-

phosphate and glyceraldehyde-3-phosphate into ribose-5-phosphate 74 and therefore 

prevent the accumulation of triose-phosphate, which is involved in the formation of 

AGEs. In STZ-induced diabetic rats, the concentrations of some of the AGEs quantified 

in plasma and tissues decreased in the presence of high-dose thiamine. 5 However, it 

is not clear if the lowering effect of thiamine observed on diabetic animals could also 

be efficient on non-diabetic animals during the course of ageing. Clinical trials using a 

thiamine therapy for slowing down the accumulation of AGEs in normal subjects 

without apparent thiamine deficiency are now required to test the therapy fully. 

 

Another vitamin derivative tested for its anti-glycation activity is pyridoxamine (PM) 

(Figure 2). This B6 vitamin 75 is found in human plasma at low concentrations (<0.03 

µM) and is found in food in the form of PM-5’-phosphate. Booth et al. found that PM 

could prevent the transformation of Amadori products into AGEs. 76, 77 Different 

protective effects have been attributed to PM when STZ-diabetic rats were 

pharmacologically supplied, and at least three mechanisms of PM’s action may explain 

its anti-AGE property. First of all, PM like AG can trap dicarbonyl compounds (such as 

methylglyoxal). It can also neutralize reactive oxygen species and inhibit the oxidative 

degradation of the Amadori products. Although it appears that PM can limit the 

formation and the accumulation of AGEs in diabetic animal models, clinical evidence 

of its anti-AGE effect on healthy volunteers and sick patients is still lacking. 69 
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A recent breakthrough is a clinical trial showing that pharmaceutical doses of two 

natural compounds could decrease glycation intermediates in vivo. 78 The innovative 

co-formulation was made of trans-resveratrol found in red grapes and hesperetin 

derived from hesperidin, which is itself found in citrus fruits (Figure 2). While inefficient 

when tested individually, those two compounds administrated together at high doses 

were found to improve metabolic health in an overweight population. They were found 

to decrease methylglyoxal efficiently in plasma, but surprisingly not MG-H1. This 

apparent lack of effect of the co-formulation on circulating AGEs may however be due 

to a rapid elimination of MG-H1 in the urine. A rough estimation of the urinary 

elimination of the endogenously-formed MG-H1 seems to indicate that the co-

formulation was not only effective in reducing glycation intermediates, but also in 

limiting the endogenous formation of AGEs. 

 

The efficacy of the co-formulation of trans-resveratrol and hesperetin was apparently 

due to an elimination of methylglyoxal, which resulted, indirectly, from an enhancement 

of the glyoxalase system (i.e., glyoxalase-1 inducer activity). Other polyphenols have 

been found to have a direct effect of scavenging methylglyoxal and other dicarbonyl 

compounds. The latter chemical property of polyphenols has been not only found at 

high temperature during food processing,79 but also in physiological conditions at 37 

°C. 80 This preliminary observation suggests therefore that a regular intake of 

polyphenols from plant foods may not only sequester reactive oxygen species and the 

associated oxidative stress, but also trap reaction carbonyl species (i.e., dicarbonyls) 

and the associated glycation of proteins. 
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Figure 2. Chemical structures of aminoguanidine and natural compounds that have anti-
AGE properties. 

 

9. Conclusions 

 

It is clear that preventing the formation of endogenous AGEs and the accumulation of 

exogenous AGEs could limit their pathophysiological effects in the human body. Besides 

curative pharmaceutical interventions, which are under investigation, dietary 

adjustments or supplementation have emerged as promising preventive therapies to 

slow down the accumulation of AGEs in the human body. 

Decreasing the glucose uptake and controlling the blood glucose level are options that 

can be applied with a “slow carb” diet. Since the carbonyl stress involved in the 

formation of endogenous AGEs is closely linked to oxidative stress, any diet that will 

improve the oxidative status of humans will potentially have the additional benefit of 

reducing the formation of endogenous AGEs. Trapping endogenous dicarbonyl 

compounds, such as methylglyoxal, appears also to be a high priority in the fight 

against glycation. In this regard, certain natural compounds extracted from foods have 

been found to be good candidates, either because of their chemical affinity with the 

dicarbonyl compounds or their indirect action in stimulating the dicarbonyl 
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detoxification system. While promising, the natural compounds derived from foods 

have been found to be effective only when extracted, purified and administrated at 

pharmacological dosages. 
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Abstract  

 

Background: Early (furosine) and advanced (carboxymethyllysine, CML) products of 

glycation (AGEs) have been reported as increased in plasma, tissues and organs of 

diabetic people, indicating a direct link between glycation and type 2 diabetes (T2D). 

While murine models present some of the characteristics observed in diabetic humans, 

their pertinence as models of glycation, particularly for T2D, remains poorly described. 

The aim of this study was to characterize and compare glycation in several organs of 

two commonly-studied murine models of T2D using stable isotope dilution liquid 

chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). 

Methods: Defining parameters of diabetes including body weight, fasting glycaemia 

and glucose intolerance were measured in three different C57BL6 mouse models of 

T2D (the genetic LepRdb/db (db/db) model and two diet-induced obesity (DIO) models) 

and their respective controls. Furosine, free and protein-bound CML were quantified in 

kidneys, lungs, heart and liver by LC-MS/MS. 

Results: The obesity, hyperglycaemia and glucose intolerance in db/db mice was 

accompanied by an increase of furosine and protein-bound CML levels in all organs 

relative to controls. The DIO models took several months to become obese, exhibited 

less severe hyperglycaemia and glucose intolerance, while glycation products were 

not significantly different between these groups (with the exception of furosine in liver 

and CML in lungs).  

Conclusions: The db/db model better reflected the characteristics of human T2D 

compared with the DIO models, and exhibited greater formation and accumulation of 

both furosine and protein-bound CML in all of the organs tested here.  

 

KEYWORDS  

Type 2 diabetes, murine models, glycation, furosine, free- and protein-bound 

carboxymethyllysine 

  



128 
 

1. Introduction 

 

Type 2 diabetes (T2D) is a chronic disease affecting a growing number of  

people, estimated at 425 million worldwide in 2017 and forecast to reach 642 million 

by 2045. 1 It is characterised in humans by a glycated haemoglobin (HbA1c) level 

>6.5%, a fasting glycaemia >126mg/dL or a random glycaemia >200mg/dL. 2 The 

attendant chronic hyperglycaemia is associated with long-term organ damage, 

morbidity and mortality. 3 Brownlee highlighted the polyol, protein C kinase, hexoamine 

and glycation pathways as the 4 main routes via which the perturbed glucose 

metabolism affects the organism. 4  

Glycation is a non-enzymatic reaction between reducing sugars (e.g. glucose and 

fructose) and amine functional groups in proteins, peptides or amino acids 

(preferentially lysine and arginine). 5 The primary stable glycation products formed are 

the Amadori or Heyns products, deriving respectively from glucose and fructose. These 

early glycation products can be degraded into advanced glycation end products 

(AGEs), among which Nε-carboxymethyllysine (CML) is one of the most studied. 6 

Many publications have reported increased concentrations of both early glycation 

products and AGEs in plasma and tissues from T2D patients, 7–10 demonstrating a 

direct link between glycation and diabetic complications. 11 

Several therapeutic strategies have been investigated for preventing, or at least 

reducing, the formation and accumulation of AGEs in vivo 12,13 but findings remain 

inconclusive. These investigations have often involved the use of animal models. One 

difficulty with these models for studying glycation in a diabetic context is that, while 

several of them present one or more of the characteristics observed in diabetic 

humans, 14 their pertinence as models of glycation is poorly described.  

Only a few rodent models have been used to specifically study glycation. Of note are: 

the chemically-induced type 1 diabetes (T1D) models, generated by administering 

streptozotocine (STZ); 7 the genetically-induced models of obesity with spontaneous 

T2D obtained by monogenic mutation, such as the Lepob/ob mice (deficient in leptin) 

and the LepRdb/db mice (lacking the functional, full-length Ob-Rb leptin receptor); 15,16 
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and the diet-induced obesity models (DIO) raised on a high fat (HF) or a high fat-high 

sucrose diet (HF-HS). 17–19 

The STZ-induced diabetic rat model is, to our knowledge, the only experimental model 

of diabetes that has also been well characterized for glycation using stable isotope 

dilution LC-MS/MS to quantify AGEs in plasma and organs. 7,20 While this model is 

useful for studying glycation in T1D it is not representative of the metabolic 

abnormalities seen in T2D – other animal models, such as the genetically- or diet-

induced obesity models, better reflect T2D in humans. In the LepRdb/db mice, CML and 

other AGEs have been measured in plasma or serum, 21 but only a few studies using 

genetically-induced obesity models have analysed AGEs in organs or tissues such as 

kidneys, liver or skin. 22–24 Among the DIO models of T2D, HF and HF-HS diets have 

successfully rendered the animals intolerant to glucose but have mixed results with 

respect to inducing hyperglycaemia. Very few studies have used DIO models to 

observe the accumulation of AGEs in fluids, tissues and organs. 17,19,25 

In addition, studies on both genetic and DIO T2D models have often used semi-

quantitative, more-or-less specific analytical methods (ELISA, fluorescence and 

immunostaining assays) to analyse AGEs. We are not aware of any published study 

that has measured the accumulation of both early and advanced glycation products in 

organs from different T2D mouse models using robust, quantitative analytical methods.  

The aim of our study was to compare the glycation status of three T2D mouse models: 

the LepRdb/db (db/db) monogenic model and two DIO models (HF and HF-HS diets). 

Classic parameters of obesity and glucose homeostasis including body weight, fasting 

glycaemia and glucose intolerance were measured. Early (Amadori product) and 

advanced (CML) glycation products were quantified in different organs by stable 

isotopic dilution LC-MS/MS. We also developed a method to separately analyse free 

and protein-bound CML, following recent work in our laboratory showing that this latter 

form of CML accumulates in organs as a function of dietary exposure. 26  
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2. Materials and methods 

 

2.1  Chemical products 

Nonafluoropentanoic acid (NFPA) 97% was from SODIPRO (Échirolles, France), 

HPLC Ultra-pure water from VWR (Fontenay-sous-Bois, France), and 37% 

hydrochloric acid (HCl), trichloracetic acid (TCA), sodium borohydride and boric acid 

from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallanvier, France). Analytical standards of 

furosine, (D4)-furosine, CML and (D2)-CML came from Polypeptide Group Laboratories 

(Strasbourg, France); lysine and (15N2)-lysine standards were from Sigma Aldrich and 

CORTECNET (Voisins-le-Bretonneux, France), respectively. Standard solutions were 

prepared in NFPA 10mM. 

 

2.2  Animal studies 

Animal experiments were approved by the local ethics committee and respected the 

principles of animal experimentation (CEEA75 Nord – Pas de Calais). 

For the genetic model, 15 male, db/db, BKS(D)-LepRdb/JOrlRj and their 15, db/+ wild-

type littermates were obtained at 6 weeks old from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, 

Saint Berthevin, France). After 2wks acclimatisation, the study was undertaken for 

14wks. All mice had ad libitum access to a normal diet (A04 U8220G10R, SAFE, Augy, 

France) and water. 

For the Diet-Induced Obesity (DIO) models, 27 male, wild-type, C57BL/6 littermates 

(all 6wks old) were obtained from Janvier Labs. Mice were acclimatised for 2 wks and 

then randomly assigned to three groups: 9 received an ad libitum normal diet (ND; 

3.14kcal/g; A04 U8220G10R, SAFE, Augy, France); 9 received an ad libitum high fat 

diet (HFD; 5.24kcal/g; D12492; Research Diets, New Brunswick, NJ - 60% fat, 20% 

carbohydrates, 20% protein); 9 received an ad libitum high fat high sucrose diet (HF-

HSD; 4.73kcal/g; D12451; Research Diets, New Brunswick, NJ - 45% fat, 35% 

carbohydrates, 20% protein). To allow for the development of obesity and chronic 

hyperglycaemia, this study was longer than for the genetic model (26wks). During this 

experiment, 4 mice from the ND group and 2 from the HFD group had to be euthanised.  
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All animals were maintained under a 12h light/dark cycle at 23±3°C. Mice were 

weighed every 2wks. The daily food intake was measured at different points during the 

experiments and these measurements averaged to obtain a mean daily food intake 

value. At the beginning and end of the experiments, fasting glycaemia and glucose 

tolerance tests were performed.  

The animals from the genetic and the DIO models were euthanised at 20 and 34wks 

old, respectively. Four organs (liver, kidneys, lungs, heart) were removed, weighed, 

immediately plunged into liquid nitrogen and stored at -80°C for the quantification of 

early (furosine) and advanced (CML) glycation products. Plasma was also collected 

and stored at -80°C until analysis of the same biomarkers. 

 

2.3  Glucose tolerance test 

At the beginning and end of the experiments, all animals underwent an oral glucose 

tolerance test (OGTT). Mice fasted for 6h 27 before a tail incision was used to sample 

blood to measure fasting blood glucose. Finally, a bolus of glucose (2 g/kg body weight) 

was administrated by gavage and glycaemia measured via tail vein sampling at 15, 30, 

60 and 120 minutes. 

 

2.4  Quantification of early and advanced glycation products by HPLC-MS/MS 

 

2.4.1  Sample preparation for furosine analysis 

Ten milligrams of each lyophilized and powdered organ or 10mg of each powdered 

mouse diet were hydrolysed in 1.2mL of 6M HCl at 110°C for 21h. Aliquots of 200µL 

of each hydrolysate were evaporated using a Speed-Vac concentrator (Thermo 

SPD131DDA) and then re-solubilized with 200µL of a 10mM NFPA solution containing 

(D4)-furosine (1µg/mL) and (15N2)-lysine (10µg/mL). Each sample was filtered (0.45µm) 

before LC-MS/MS analysis of furosine and lysine. 
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2.4.2  Sample preparation for analysis of free and protein-bound CML 

The sample preparation and analysis was conducted after the method of Niquet-

Léridon and Tessier. 28  

To separate free CML from protein-bound CML, 10mg of each lyophilized and 

powdered organ was solubilised for 30min on ice in 200µL of 10% TCA to precipitate 

proteins. After centrifugation (21 000g, 10min, 4°C), supernatants containing free CML 

were separated from the pellets containing protein-bound CML. Two-hundred millilitres 

of supernatant were evaporated using a Speed-Vac concentrator and then re-

solubilized in 200µL of internal standards (D2)-CML (0.1µg/mL) and (15N2)-lysine 

(10µg/mL). Pellets containing protein-bound CML were transferred to Pyrex tubes with 

100µL of HPLC Ultra-Pure H2O and 500µL of 0.1M NaBH4 (0.1M sodium borohydrate 

and borate buffer at 200mM, pH 9.5). This reduction step (2.5h at 20°C) is considered 

necessary to block the Amadori product and avoid de novo formation of CML during 

the subsequent acid hydrolysis. For each protein-bound CML sample, 600µL of 12M 

HCl was then added to obtain a final concentration of 6M HCl and hydrolysis was 

performed at 110°C for 21h. Two hundred microliters of protein-bound CML 

hydrolysates were evaporated using a Speed-Vac and then re-solubilized in 200µL of 

a 10mM NFPA solution containing internal standards (D2)-CML (0.1µg/mL) and (15N2)-

lysine (10µg/mL). 

The same procedure was applied for the preparation of the food samples except that 

no separation of the free from protein-bound CML was performed. 

All samples were filtered (0.45µm) before LC-MS/MS analysis. 

 

2.4.3  Analysis of furosine, CML and lysine by LC-MS/MS 

HPLC-MS/MS was performed on a Thermo Vantage instrument coupled by a Heated 

Electrospray Ionization source (HESI) to a Triple quadrupole mass spectrometer 

(Thermo, Courtaboeuf, France). 

A Hypercarb column (100 x 2.1mm, 5µm; Thermo) coupled to a guard column of the 

same phase (10 x 2.1mm, 5 µm) was used for chromatographic separation. The flow 

rate was 0.2mL/min of a binary mobile phase (A – aqueous solution 10mM NFPA, B – 
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acetonitrile). The percentage of A was as follows: 0-9min, 100-75%; 9-11min, 75-40%; 

11-13min, 40%; 13.1-21min, 100%. Column temperature was 10°C. 

The HESI probe was operated in positive mode: spray voltage 3500V; vaporization 

temperature 250°C; sheath (AU) 50; aux (AU) 20; capillary temperature 270°C; 

collision pressure 1.5 bar. 

For furosine, CML and lysine quantification, the tandem MS analyses were realized by 

measuring specific transitions (in elution order): m/z 147.0 → m/z 130.0 and m/z 149.0 

→ m/z 130.0 for lysine and its isotope, respectively; m/z 205.0 → m/z 130.0 and m/z 

207.0 → m/z 130.0 for CML and its isotope, respectively; m/z 255.0 → m/z 130.0 and 

m/z 259.0 → m/z 134.0 for furosine and its isotope, respectively.  

Quantification of furosine, CML and lysine was achieved using the ratio between the 

area under the peaks for the analyte and its corresponding isotope (i.e. internal 

standard), and comparison with standard curves. 

 

2.5  Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using Graphpad Prism 5. Quantitative data 

were represented as box-and-whisker plots: 10-90 percentiles. Wilcoxon tests were 

used to compare the 2 groups of mice in the genetic model, while Kruskal-Wallis tests 

with a Dunn post hoc test were used to compare the 3 groups in the DIO models. 

Differences were considered statistically significant at a value of p<0.05. 

 

3. Results 

 

3.1  Body weight, organ mass and dietary intake 

At the beginning of the study (8wks of age for all mice), body weight was comparable 

between groups (db/+, 25.8±1.3; ND, 25.3±1.4; HFD, 25.3±0.7 and HF-HSD, 25.5±1.2 

g) except for the db/db mice with a mean body weight of 38.0±3.3 g (Fig. 1A). During 

the experiment, the mean daily energy intake (and hence the mean daily food intake) 

were 1.7-fold higher (p<0.05) for db/db mice (25.4±2.6 kcal/day) compared with db/+ 
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mice (15.1±0.8 kcal/day) (Fig. 1B). This gave rise to a significantly higher body weight 

for db/db mice compared with their db/+ controls (42.9±5.2 g vs. 30.6±1.5 g) at the end 

of the experiment. Among the four organs collected in this study, the wet mass of 

kidneys was not different between these two groups (db/+, 241±23 mg; db/db, 226±25 

mg), while the wet mass of lungs and hearts were significantly lower in db/db mice 

compared with their db/+ controls (130±15 vs. 163±25 mg, and 110±9 vs. 140 ±11 mg, 

respectively, p<0.01). Inversely, the wet mass of livers was significantly higher in db/db 

mice compared with their controls (2086±188 vs. 1227±116 mg, p<0.001).  

After 26wks of their respective diets, HFD and HF-HSD mice showed higher body mass 

compared with ND mice (48.2±2.9, 47.3±4.0 and 32.0±2.0 g, respectively) (Fig. 1A). 

Daily energy intake was essentially the same for ND, HFD and HF-HSD mice 

(14.9±2.3, 14.9±1.2 and 16.0±2.3 kcal/day, respectively) (Fig. 1B). No difference in wet 

mass was observed for either kidneys or heart among the DIO groups. The wet masses 

of lungs and liver were significantly higher in HFD and HF-HSD mice compared with 

ND mice (lungs: 298±56, 282±63 and 209±32 mg, respectively; liver: 2063±389, 

2031±391 and 1518±216 mg, respectively).  

 

 

Figure 1 Evolution of body weight in grams (A) and daily energy intake in kcal 
(mean of three measurements during the experiment) (B). The genetic model (white 
symbols, solid curves) compares wild type (db/+; n=15) with diabetic mice (db/db; 
n=15). The DIO models (grey symbols, dotted curves) compare wild type mice fed a 
normal diet (ND; n=5), a high-fat diet (HFD; n=7) or a high-fat, high-sucrose diet (HF-
HSD; n=9). Sacrifice (†) took place at 22 weeks old for the Genetic model and 34 
weeks old for the DIO models. 
Mean ± SD, ** p<0.01; *** p<0.001. Wilcoxon test was used to compare db/db mice 
with their controls; a Kruskal Wallis tests for multiple comparisons was used to 
compare HFD and HF-HSD groups with the ND group. 
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3.2  Fasting glycaemia and glucose tolerance 

At the beginning and end of each experiment, all mice underwent an oral glucose 

tolerance test. Fasting glycaemia was measured before this test was performed: as 

shown in Fig. 2A and B, db/db mice had significantly higher fasting glycaemia than 

their controls, whatever their age, but the difference between the two groups was 

greater at 22wks old (623±103 vs. 164±26 mg/dL) than at 8wks old 

(476±90 vs. 174±28 mg/dL).  

Among the DIO groups, the 26wks of HF or HF-HS regimes significantly increased the 

fasting glycaemia between 8 and 34wks of age (HFD, from 137±28 to 268±59 mg/dL; 

HF-HSD, from 152±22 to 240±42 mg/dL, p<0.05). The ND control mice had a slight, 

non-significant increase in their fasting glycaemia during the study (from 141±27 to 

225±50 mg/dL).  

Following fasting glycaemia measurements, glycaemic kinetics (0 to 120mins) were 

monitored after a gavage with a bolus of glucose (2g/kg body weight). Fig. 2C and D 

show the evolution of the glycaemic responses at the beginning and end of the two 

studies. At 8wks old, db/db mice already exhibited glucose intolerance as evidenced 

by the high area under the glycaemic curve (85.2±6.0) (Fig. 2C and E). This trend of 

glucose intolerance among the db/db mice continued to increase until 22wks of age 

(96.0±7.9). After initially similar glucose tolerance results for the 3 DIO groups at the 

beginning of the study (from 23.0 to 24.8, Fig. 2C and E), the area under the glycaemic 

curve increased in HFD mice at the end of the experiment (47.6±12.7) and was 

significantly different from the ND mice (29.1±6.1), while a smaller, non-significant 

increase was observed for the HF-HSD mice (37.6±12.9) at sacrifice. 
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Figure 2 Evolution of glycaemia during the experiments (Start – A, C and E; 8-
week-old mice. End – B, D and F; The genetic model mice were 22 weeks old, DIO 
model mice were 34 weeks old). The OGTTs (B and C) were performed for 2h in each 
group and the areas under the curves (mg*min/dL) were compared (E and F). The 
Genetic model (white symbols, solid curves) compares wild type (db/+; n=15) with 
diabetic mice (db/db; n=15). The DIO models (grey symbols, dotted curves) compares 
wild type mice fed a normal diet (ND; n=5), a high-fat diet (HFD; n=7) or a high-fat, 
high-sucrose diet (HF-HSD; n=9). Statistical analyses were performed on measured 
areas under the curves. 
Mean ± SD were used for OGTT and whisker boxes were used for AUC, 10-90 
percentile, * p<0.5, ** p<0.01, *** p<0.001. Wilcoxon test was used to compare db/db 
mice with their controls; a Kruskal Wallis test for multiple comparisons was used to 
compare HFD and HF-HSD groups with the ND group.  
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3.3  Early glycation product in organs: furosine derived from fructoselysine 

Furosine is the major derivative arising from acid hydrolysis of fructoselysine. 

Assuming the ratio of formation of furosine during the hydrolysis is constant, some 

authors have used a conversion factor of 40 to calculate fructoselysine concentrations 

in vivo.29 Given that this ratio may differ slightly between matrices during hydrolysis, 

the results presented in Fig. 3 are expressed as the furosine concentration normalized 

to the lysine content of each organ rather than as fructoselysine concentrations. 

Furosine concentrations measured in the organs from db/db mice differed significantly 

from those in their db/+ controls (Fig. 3). Furosine levels in kidneys and lungs from 

db/db mice were 1.9±0.2 and 2.1±0.3 mmol furosine/mol lysine, respectively, against 

0.6±0.1 and 0.5±0.2 mmol furosine/mol lysine in db/+ mice. Furosine in heart and liver 

were much lower than in kidneys and lungs, but differences between db/db mice and 

their controls remained statistically significant: 0.4±0.1 vs. 1.6±0.2 mmol furosine/mol 

lysine in the heart, and 0.1±0.1 vs. 0.8±0.3 mmol furosine/mol lysine in the liver. 

Among the DIO groups, no variation between groups in furosine levels was observed 

in the kidneys, lungs or heart (Fig. 3A, B and C). Only the level of furosine in the liver 

was higher in the HF-HSD mice compared with ND mice (5.5±1.2 vs. 3.4±1.2 mmol 

furosine/mol lysine, respectively) (Fig. 3D).  
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Figure 3 Furosine, an early glycation marker, expressed in mmol/mol lysine in 
kidneys (A), lungs (B), heart (C) and liver (D). The LC-MS/MS analyses were 
performed at sacrifice: the genetic model (white boxes, 22 weeks old) compares wild 
type (db/+) with db/db mice (both n=15). The DIO models (grey boxes, 34 weeks old) 
compares wild type mice fed a normal diet (ND; n=5), a high-fat diet (HFD; n=7) or a 
high-fat, high-sucrose diet (HF-HSD; n=9).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, ** p<0.01, *** p<0.001. Wilcoxon test was used to 
compare db/db mice with their controls; a Kruskal Wallis test for multiple comparisons 
was used to compare HFD and HF-HSD groups with the ND group. 
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3.4   Free and protein-bound CML in food and organs 

The food comprising the ND had a significantly higher level of dietary CML (dCML) 

compared with the HF and HF-HS diets (17.9±1.6; 2.7±0.3 and 2.7±0.8 µg dCML/g 

food, respectively). The daily exposure to dCML thus calculated from the mean food 

intake for each group was 86.6±4.8, 145.4±14.9, 85.5±13.1, 8.0±0.6 and 9.2±1.3 

µg/day for the db/+, db/db, ND, HFD and HF-HSD mice, respectively.  

Fig. 4 shows the concentration of free CML in organs expressed as µg/g dry organ. 

The db/db mice accumulated significantly more free CML than their controls in kidneys 

(8.9±2.2 vs. 6.2±1.5 µg/g), lungs (7.2±1.5 vs. 5.2±1.3 µg/g) and heart (4.5±0.8 vs. 

2.8±0.5 µg/g), but livers were not significantly different in this regard (2.0±1.0 vs. 

1.6±6.7 µg/g).  

The HFD and HF-HSD mice accumulated significantly less free CML in kidneys and 

lungs compared with the ND mice (2.7±1.6; 4.3±0.9; 8.0±1.9 µg/g kidney, respectively, 

and 3.8±1.2; 3.7±3.7; 7.6±10.0 µg/g lung, respectively) (Fig. 4A and B). No inter-group 

differences were observed between either hearts or livers (Fig. 4C and D) 
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Figure 4 Concentrations of free carboxymethyllysine (CML) expressed in µg/g of 
dry organ in kidneys (A), lungs (B), heart (C) and liver (D). The genetic model (white 
boxes, 22 weeks old) compares wild type (db/+) with db/db mice (both n=15). The DIO 
models (grey boxes, 34 weeks old) compares wild type mice fed a normal diet (ND; 
n=5), a high-fat diet (HFD; n=7) or a high-fat, high-sucrose diet (HF-HSD; n=9).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Wilcoxon test was 
used to compare db/db mice with their controls; a Kruskal Wallis test for multiple 
comparisons was used to compare HFD and HF-HSD groups with the ND group. 
 

 

The levels of protein-bound CML, expressed as mmol/mol lysine, was higher in all 

organs from the db/db mice compared with their controls (Fig. 5), however these 

differences were only significant in the lungs (139.5±22.5 vs. 96.8±13.3 µmol/mol of 

lysine) and heart (107.3±12.5 vs. 84.0±12.2 µmol/mol of lysine).  

No significant differences in protein-bound CML concentrations were observed when 

the 3 DIO groups were compared, except in the lung which were significantly lower in 
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the HFD and HF-HS mice compared with the ND mice (284.4±35.4; 319.6±25.2; 

400.0±39.4 µmol/mol lysine, respectively) (Fig. 5). 

 

 

 

Figure 5 Concentrations of protein-bound carboxymethyllysine (CML) expressed 
in µmol/mol of lysine in kidneys (A), lungs (B), heart (C) and liver (D). The genetic 
model (white boxes, 22 weeks old) compares wild type (db/+) with db/db mice (both 
n=15). The DIO models (grey boxes, 34 weeks old) compares wild type mice fed a 
normal diet (ND; n=5), a high-fat diet (HFD; n=7) or a high-fat, high-sucrose diet (HF-
HSD; n=9).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Wilcoxon test was 
used to compare db/db mice with their controls; a Kruskal Wallis test for multiple 
comparisons was used to compare HFD and HF-HSD groups with the ND group. 
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4. Discussion  

 

Different murine model of diabetes and obesity have been used to study glycation and 

investigate approaches to inhibit or reduce accumulation of endproducts from the 

advanced glycation pathway. Detailed examinations of glycation in major organs in 

T2D animal models are lacking, however, as are studies employing robust analytical 

techniques. In order to better characterise glycation in commonly-used T2D animal 

models, we compared a genetic model (homozygote T2D db/db mice) with two DIO 

models of T2D (mice exposed to HF or HF-HS diets) using isotope dilution LC-MS/MS.  

As T2D is closely related to obesity, a significantly greater weight gains in the db/db 

and DIO mice compared to their controls was a requirement for our study of glycation. 

As expected, the db/db mice were hyperphagic and obese throughout the study (8 to 

22 weeks old) (Fig. 1). It took the mice on an HF or HF-HS diet 11 weeks of these high 

calorie diets to gain significantly more weight than the ND mice, and a further 7 weeks 

for them to reach a similar level of obesity as the db/db mice. The HFD and HF-HSD 

mice adjusted to their high calorie diets in part by eating less, a compensation strategy 

also observed by others. 30,31 

Not only were the db/db mice already obese at the beginning of the study, they were 

also hyperglycaemic and intolerant to glucose (Fig. 2). This altered glucose 

homeostasis increased at 22 weeks old for the db/db mice whereas the control db/+ 

mice remained normoglycaemic. The HFD and HF-HSD mice required 28 weeks of 

their respective diets to induce a significant rise in their fasting glycaemia compared 

with the start of the diets, but this increase was very low compared with the db/db mice 

and their glucose intolerance was also less pronounced than in the genetic model. 

Studies in humans have shown that the fructoselysine concentration (or its indicator, 

furosine) increased in plasma proteins and tissues with age, but also more markedly 

with diabetes. 10,32 Only a few tissue types such as skin and cartilage collagens and 

lens crystallins have been tested for furosine in humans. 33,34 In all cases furosine 

increased 1.4 to 4-fold in diabetic subjects compared with controls. Available data are 

also limited in animal models. In skin collagen from 86wk-old C57BL/6NNIA mice the 

mean furosine concentration was found to be 0.548 mmol/mol lysine, 35 while in 

glomerular proteins from STZ-induced diabetic rats and controls the mean 



143 
 

concentration of fructoselysine was 0.95 and 0.24 mmol/mol lysine, respectively 

(approximately 0.38 and 0.09 mmol furosine/mol lysine). 20 In our study 3.4, 4.6, 3.9 

and 2-fold differences of furosine concentration were found between db/db mice and 

their controls in kidneys, lungs, heart and liver, respectively. Our range of 

concentrations is in good agreement with the human studies described above and the 

magnitude of the increased glycation in db/db mice is consistent with that reported in 

collagen from diabetic patients. We conclude that the genetic T2D model tested here 

is pertinent for studying potential inhibitors of early glycation in organs. The same 

cannot be concluded for the DIO models in which no increase of early glycation was 

detected in three out of the four organs tested here. The liver was the only organ that 

showed a significant increase of furosine when high calorie, HF or HF-HS diets were 

consumed. The origin of this increase of furosine in the livers of HFD and HF-HSD 

mice is under investigation in our laboratory, but we can nevertheless postulate that 

the increase of liver mass observed in these animals may indicate a nascent 

nonalcoholic fatty liver disease which could, in turn, promote hepato-glycation.  

We recently demonstrated that dCML accumulates in most organs but particularly in 

kidneys and lungs. 26 Hence, the level of free CML in vivo is highly influenced by 

exposure to dCML. When CML is used as a marker of endogenous advanced glycation 

in preclinical studies, it is therefore essential to measure the level of dCML in the chow 

and to distinguish free from protein-bound CML. The dCML content in the ND used 

here was similar to that found by other workers. 26,36,37 We also found that the two DIO 

diets had 6 to 7 times less dCML than the ND (idem carboxyethyllysine, data not 

shown), despite a higher lysine content. This is likely due to the use of refined, less 

glycated proteins in the DIO diets compared with the ND. Given that dCML is 

biologically active after absorption, it is crucial to distinguish the effect of its exposure 

from other dietary effects when DIO and other diets are compared, and we strongly 

recommend that dCML is measured in animal models’ diets.  

 

 

The hyperphagia of the db/db mice gave rise to an increased exposure to dCML and 

an increased concentration of free CML in 3 out of the 4 organs tested. The only organ 

which showed no accumulation of free CML was the liver, which we have already 
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reported as retaining relatively little dCML. 26 Among the DIO models, the lower dCML 

exposure for the HFD and HF-HSD mice was reflected in the lower free CML 

concentration found in kidneys and lungs compared with ND mice. This association 

between relatively low exposure to dCML via an HFD and a low total CML content in 

vivo has been observed by others in the tail tendon of mice. 37 Without excluding other 

potential factors for the variation of free CML in organs, our study underlines the 

importance of characterizing the dCML exposure and, more particularly, of analytically 

distinguishing free from protein-bound CML.  

 

 

Aside from the data obtained by immunohistology, reliable quantitative data on CML 

concentrations in tissues and organs are limited. In skin collagen, 33 reported CML 

concentrations ranged from 200 to 2100 µmol/mol lysine, with higher concentrations 

found among diabetic patients. In STZ-induced diabetic rats the concentration of CML 

was also higher compared with controls (e.g. 460±170 vs. 270±150 µmol/mol lysine in 

glomerular proteins, respectively). 20 In the current study the concentrations of protein-

bound CML were of the same order of magnitude as that reported in rats. 20 While not 

always significantly so, the CML concentration was greater (1.2 to 1.5-fold) in all tested 

organs of db/db mice compared with their controls. Among the DIO groups, no 

difference in protein-bound CML was observed in kidneys, heart or liver. The surprising 

higher level of protein-bound CML in the lungs of the ND mice compared with the HFD 

and HF-HSD mice may be due to an incomplete TCA separation of the free from the 

protein-bound CML. An optimisation of this separation technique of these two forms of 

CML is underway in our laboratory. As described above for furosine, we concluded that 

the genetic model is more pertinent than the DIO models for studying advanced 

glycation in organs. 
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5. Conclusion 

 

This study is the first, to our knowledge, to have investigated glycation using isotope 

dilution LC-MS/MS in several organs of different animal models of T2D. The db/db 

mouse model was obese, hyperglycaemic and intolerant to glucose from the start of 

the experiment; the DIO mouse models took 5 months to attain the same level of 

obesity as the db/db mice, did not exhibit hyperglycaemia after 7 months HF or HF-HS 

diets and also showed a less severe glucose intolerance. Hyperglycaemia in the db/db 

mice was correlated with higher levels of furosine and protein-bound CML in all of the 

organs compared with controls, whereas the relatively minor hyperglycaemia in DIO 

models was not accompanied by an increase of furosine, (except in the liver of HF-HS 

animals) or CML. Our results concur with those in the literature where quantitative 

methods were used to investigate glycation in rodent T1D models and in human T2D, 

and we conclude that the db/db mouse model is the most pertinent for studying 

glycation in a diabetic context. 
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Abstract  

 

Background: Type 2 diabetes (T2D) induces organ damage associated with glycation, 

amongst other metabolic pathways. Therapeutic strategies have been tested to reduce 

the formation and impact of glycation products, but results are equivocal. Anti-diabetic 

therapies using probiotics have been proposed but no studies have yet studied their 

effect upon glycation. We investigated the effects of the bacterial strain Lactobacillus 

fermentum ME-3 on glycation and T2D complications.  

Methods: Diabetic LepRdb/db and their wild-type (WT) LepRdb/+ littermates received a 

daily gavage of either water or the ME-3 strain (1010 CFU). Glycation markers, furosine 

and carboxymethyllysine (CML), were quantified in organs and plasma using stable-

isotope dilution LC-MS/MS.  

Results: After 12 weeks of treatment, significantly reduced weight gain and an 

improved glucose tolerance were observed in treated diabetic mice. Among the organs 

examined, only the kidneys showed an attenuation of furosine and free-CML in both 

WT and diabetic treated mice. Attenuated development of hepatic steatosis was also 

observed in treated versus non-treated mice. The treatment did not disrupt the overall 

gut microbiota equilibrium in either WT or diabetic mice.  

Conclusion: In conclusion, L. fermentum ME-3 has potential as a therapeutic for 

preventing the formation/accumulation of some glycation products in kidneys and 

attenuating some diabetes-related complications.  

 

KEYWORDS 

Probiotic, furosine, free- and protein-bound CML, T2D complications 
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1. Introduction 

 

 According to a growing body of literature the chronic hyperglycemia 

characteristic of type 2 diabetes induces permanent organ damage through different 

pathways, one of which is glycation. This chemical reaction involves reducing sugars 

which react with the amino groups of proteins, peptides or amino acids. 1 The first 

stable glycation products formed are the Amadori and the Heyns products. These early 

glycation products can be degraded into advanced glycation end products (AGEs), 

among which Nε-carboxymethyllysine (CML) is one of the most studied. 2  

Therapeutic approaches to reduce the formation and the accumulation of glycation 

products, 3–6 or to inhibit their interaction with their main receptor (RAGE) which 

induces pro-inflammatory and pro-oxidant signaling, 7,8 have so far yielded only mixed 

results.  

Probiotics are defined as “live microorganisms which when administered in adequate 

amounts confer a health benefit on the host”. 9 Preclinical and clinical trials with 

different probiotic strains (e.g. Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuturi, 

Bacteroides uniformis, …) have reported positive effects of probiotics on weight gain, 

glucose parameters, 10–17 oxidative stress and hepatic triglyceride (TG) levels. 10,14,18–

20 However the effect of probiotic treatment on glycation has not yet been reported. To 

address this, we compared probiotic-treated and untreated groups of a commonly-

studied genetic model of diabetes, LepRdb/db mice, with their probiotic-treated and 

untreated LepRdb/+ littermates. Treated animals received the Lactobacillus fermentum 

ME-3 strain, identified in 1994 at the university of Tartu in Estonia. 21 Studies have 

observed anti-oxidative and anti-inflammatory effects of this strain in mice 22,23 and 

humans. 24,25,21  

Our aim was to study the effect of this ME-3 strain on both metabolic disorders and 

glycation in a diabetic context. Parameters of obesity and T2D including body weight, 

fasting glycaemia, glucose tolerance and HbA1c were monitored. Markers of early 

(furosine) and advanced (CML) glycation were quantified in plasma and different 

organs by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Renal and 

liver complications and gut microbiota were also investigated.  
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2. Materials and methods 

2.1  Chemical products 

Nonafluoropentanoic acid (NFPA) 97% was from SODIPRO (Échirolles, France), 

HPLC Ultra-pure water from VWR (Fontenay-sous-Bois, France), and 37% 

hydrochloric acid (HCl), trichloracetic acid (TCA), sodium borohydride and boric acid 

from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallanvier, France). Analytical standards of 

furosine, (D4)-furosine, CML and (D2)-CML came from Polypeptide Group Laboratories 

(Strasbourg, France); lysine and (15N2)-lysine standards were from Sigma Aldrich and 

CORTECNET (Voisins-le-Bretonneux, France), respectively. Standard solutions were 

prepared in aqueous NFPA (10mM). 

 

2.2  Study design 

Animal experiments were approved by the local ethics committee and respected the 

principles of animal experimentation (CEEA75 Nord – Pas de Calais). For the genetic 

model, 30 diabetic male, db/db, BKS(D)-LepRdb/JOrlRj and their 30, db/+ wild-type 

(WT) littermates were obtained at 6 weeks old from Janvier Labs (Le Genest-Saint-

Isle, Saint Berthevin, France). After 2 weeks acclimatization, WT and db/db mice were 

randomly assigned to two groups: 15 received a daily gavage of 400µL H2O while 15 

received a daily dose of Lactobacillus fermentum ME-3 (Lf, 1010 colony for units (CFU) 

/400µL H2O) over 12 weeks. All mice had ad libitum access to a normal diet (A04 

U8220G10R, SAFE, Augy, France) and water. During the experiment, 1 mouse from 

the db/+ Lf group and 1 from the db/db group had to be euthanized.  

All animals were maintained under a 12h light/dark cycle at 23±3°C. Mice were 

weighed every week. The daily food intake was measured at different points during the 

experiment and these measurements averaged to obtain a mean daily food intake 

value.  

All the animals were euthanized at 20 weeks-old. Four organs (kidneys, lungs, heart, 

liver) were removed, weighed, immediately plunged into liquid nitrogen and stored at -

80°C until analysis. Plasma, erythrocytes, 24h-urine and -feces were also collected 

and stored at -80°C. 
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2.3  Glucose tolerance test 

At the beginning and end of the experiments, all animals underwent an oral glucose 

tolerance test (OGTT). Mice fasted for 6h 27 before a tail incision was used to sample 

blood to measure fasting blood glucose. Finally, a bolus of glucose (2 g/kg body weight) 

was administrated by gavage and glycaemia measured via tail vein sampling at 15, 30, 

60 and 120 minutes. 

2.4  HbA1c 

The level of HbA1c in the blood was monitored using a CAPILLARYS 3 TERA 

electrophoretic instrument. 

2.5  Quantification of butyrate of fecal sampless 

Butyrate concentration were determined in fecal samples by Prodigest BVBA 

(Zwijnaarde, Belgium). 

2.6  Quantification of early and advanced glycation products by HPLC-MS/MS 

    

 2.6.1  Sample preparation for furosine analysis 

10mg of each lyophilized and powdered organ or 25µL of plasma were hydrolyzed in 

1.2mL of 6M HCl at 110°C for 21h. Aliquots of 200µL of each hydrolysate were 

evaporated using a Speed-Vac concentrator (Thermo SPD131DDA) and re-solubilized 

in 200µL aqueous 10mM NFPA containing (D4)-furosine (1µg/mL) and (15N2)-lysine 

(10µg/mL). Each sample was filtered (0.45µm) before LC-MS/MS analysis of furosine 

and lysine. 

 2.6.2  Sample preparation for analysis of free and protein-bound CML 

Sample preparation and analysis was adapted from Niquet-Léridon and Tessier 28 and 

is described elsewhere. 29 To separate free CML from protein-bound CML, 10mg of 

each lyophilized and powdered organ or 25µL was solubilized for 30min on ice in 

200µL or 12.5µL 10% TCA (respectively)to precipitate proteins. After centrifugation 

(21 000g, 10min, 4°C), supernatants (free CML) were separated from the pellets 

containing protein-bound CML. 200µL (organ samples) or 25µL  (plasma samples) of 

supernatant were evaporated by Speed-Vac and re-solubilized in 200µL 10mM NFPA 
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containing (D2)-CML (0.1µg/mL) and (15N2)-lysine (10µg/mL). Pellets containing 

protein-bound CML were transferred to Pyrex tubes with 100µL of HPLC Ultra-Pure 

H2O and 500µL of 0.1M NaBH4 (0.1M sodium borohydrate and borate buffer at 200mM, 

pH 9.5). This reduction step (2.5h at 20°C) is considered necessary to block the 

Amadori product and avoid de novo formation of CML during the subsequent acid 

hydrolysis. For each protein-bound CML sample, 600µL of 12M HCl was added to a 

final concentration of 6M HCl and hydrolysis performed at 110°C for 21h. 200µL of 

protein-bound CML hydrolysates were evaporated and re-solubilized in 200µL 10mM 

NFPA containing (D2)-CML (0.1µg/mL) and (15N2)-lysine (10µg/mL). All samples were 

filtered (0.45µm) before LC-MS/MS analysis. 

2.7  LC-MS/MS analysis of lysine, CML and furosine 

Isotope dilution, high performance liquid chromatography with tandem mass 

spectrometric detection (HPLC-MS/MS) was performed on a Thermo Vantage 

instrument equipped with a Heated Electrospray Ionization source (HESI, Thermo, 

Courtaboeuf, France). A Hypercarb column (100 x 2.1mm, 5µm; Thermo) with a guard 

column (10 x 2.1mm, 5 µm) was used for chromatographic separation (column 

temperature 10°C). Binary mobile phase flow rate was 0.2mL/min (A – aqueous 10mM 

NFPA, B – acetonitrile; percentage of A: 0-9min, 100-75%; 9-11min, 75-40%; 11-

13min, 40%; 13.1-21min, 100%). For lysine, CML and furosine quantification the 

tandem MS analyses measured the following specific transitions (in elution order): m/z 

147.0 → m/z 130.0 and m/z 149.0 → m/z 130.0 for lysine and its isotope, respectively; 

m/z 205.0 → m/z 130.0 and m/z 207.0 → m/z 130.0 for CML and its isotope, 

respectively; m/z 255.0 → m/z 130.0 and m/z 259.0 → m/z 134.0 for furosine and its 

isotope, respectively. Quantification for all compounds utilized the ratio between the 

area under the peaks of the analyte and its corresponding isotope (i.e. internal 

standard) and comparison with calibration curves. 

2.8  Measurement of albuminuria/ creatininuria ratio in urine 

Urine samples were analyzed at the Laboratory of Biochemistry, Centre de Biologie-

Pathologie (CHRU Lille), where albuminuria was quantified by measuring the turbidity 

at 340nm and creatininuria was measured by using an enzymatic method.  The ratio 

of these two parameters was subsequently calculated for each urine sample. 
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2.9  Detection of liver triglycerides and proteins 

 

 2.9.1  Histological sections 

A portion of liver was fixed with tissue embedding media (Fisher Scientific, Waltham, 

MA USA) and stored at -80°C. Frozen sections were cut at 8-10µm and fixed with 

paraformaldehyde 4% for 30 minutes before washing with water then isopropanol 60% 

for 5 minutes. A working solution of Oil Red O (ORO) was freshly prepared and filtered 

(250mg solubilized with 50mL of isopropanol 100% at 60°C). Triglycerides were 

stained for 15 minutes with an aqueous ORO solution (30mL ORO in 20mL water). A 

second water wash was realized and a drop of hematoxylin (Sigma Aldrich) deposited 

on the liver sections for 10 seconds. Liver sections were mounted in aqueous media. 

Coloration was analyzed using Leyca DM5500 B software. 

 2.9.2  Quantification of triglycerides and proteins in lyophilized liver 

samples 

Triglycerides were quantified in liver using a “Picoprobe Triglycéride Quantification 

Assay Kit” (Abcam ab178780, Cambridge, United Kingdom). The nitrogen content of 

liver samples was determined by a combustion method using a LECO FP528 nitrogen 

analyzer (LECO France, Garges les Gonesse, France) according to the Dumas 

method.  100mg of the powder was analysed in duplicate using the AOAC method 

990.03. A conversion factor of 6.25 was used to calculate the protein content. 

2.10  Quantification of the liver injury marker ALAT 

Plasma ALAT was measured using commercially available kits (Thermo Scientific) 

compatible with the KONELAB 20 automat (Thermo Scientific). 

2.10  Quantification of choline in the plasma 

Choline was quantified in plasma using a “Choline/Acetylcholine Assay kit” (Abcam 

ab65345). 
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2.11  RT-qPCR 

RNA extraction from 10 mg of colon, kidneys and liver was performed with a 

commercial kit (Qiagen). ARN was quantified by spectrophotometry at 260 nm (Biotech 

Spec-nano, Shimadzu Biotech) and quality analyzed by RNA Standard Sens kit (BIO-

RAD). For RT-qPCR, amplification of cDNA was performed with the following probe 

mixes (Thermo Fisher): Ffar2 (Mm02620654_s1), Lcn2 (Mm01324470_m1), Havcr1 

(Mm00506686_m1), IL-6 (Mm00446190_m1), Tnfα (Mm00443258_m1), α-SMA 

(Mm00725412_s1) and Col1a1 (Mm00801666_g1). The mean cycle threshold (CT) 

values for both the target and internal control (GAPDH, Mm99999915_g1) were 

determined for each sample. The fold change in the target gene, normalized to GAPDH 

and relative to the expression of untreated db/db or db/+ mice, was calculated as 2 

−ΔΔCT. 

2.12  Microbial profiling using 16S-targeted metagenomics in feces 

Microbial diversity and taxonomic composition in fecal samples were determined by 

Genoscreen (Institut Pasteur de Lille, Lille, France) using the so-called “targeted 

metagenomic method”, as described elsewhere. 26  

2.13  Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using Graphpad Prism 5. Quantitative data are 

represented as box-and-whisker plots showing medians and 10-90 percentiles. 

Wilcoxon tests were used to compare db/db mice with their controls and to assess the 

within genotype effects of the probiotic. Differences were considered statistically 

significant at a value of p<0.05. 
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3. Results 

 

3.1  ME-3 treatment attenuates weight gain in diabetic mice independent of food 

intake.  

At the beginning of the study (all mice; 8 weeks-old), body weight was comparable 

between WT groups (db/+, 25.8±1.3; db/+ Lf, 27.0±1.4 g) and diabetic groups (db/db, 

38.0±3.3; db/db Lf, 37.7±2.8 g) (Fig. 1). After 12 weeks of the experiment, treated 

diabetic mice had a significantly lower body weight compared with untreated ones 

(db/db Lf, 36.9±3.9; db/db, 42.9±5.2 g) but there was no difference between treated 

and untreated WT mice (db/+ 30.6±1.5; db/+ Lf 29.2±1.3 g) (Fig. 1).  

 

 

Figure 1 Evolution of body weight in grams. Untreated WT (db/+; n=15) and 
diabetic mice (db/db; n=14 – white symbols and boxes) were compared with treated 
WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic Lf mice (db/db Lf; n=15 – dark symbols and boxes). 
Sacrifice (†) took place at 20 weeks old for all animals. 
Mean ± SD, ** p<0.01. Wilcoxon tests were used to compare untreated with treated 
groups. 

 

During the experiment, the mean daily energy intake (and hence the mean daily food 

intake) was 1.9-fold higher for db/db mice (25.1±2.6 kcal/day) than db/+ mice (13.3±1.3 
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kcal/day; p<0.05). The energy intake did not differ between untreated and treated mice 

within genotypes (Table 1). 

 

 

 

Table 1 Evaluation of several parameters: daily energy intake in kcal (before 
treatment, and after 6 or 12 weeks of treatment); weight of studied organs (kidneys, 
lungs, heart and liver in mg); weight of 24h-hours feces (mg), fecal butyrate 
concentration (nmol/mg of feces) and relative quantity of butyrate receptor (Ffar2); 
volume of 24-hours urine (µL); the albuminuria : creatinuria ratio in urine; indicative 
markers of kidneys injury (Lcn2 and Hvarc); indicative markes of liver inflammation (IL-
6 and TNF-α) and fibrosis (α-SMA and Col1a1) in untreated WT (db/+; n=15) and 
diabetic mice (db/db; n=14) compared with treated WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic 
Lf mice (db/db Lf; n=15).  
Mean ± SD, « * » denotes comparison of untreated with treated mice while « # » 
denotes a comparison of db/db with db/+ mice, * p<0.05; ** or ## p<0.01, *** or ### 
p<0.001. Wilcoxon tests were used to compare untreated with treated groups.  
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3.2  Treated mice generally have organs of lower mass than untreated mice. 

After sacrifice, organs were weighed and physiological parameters measured (Table 

1). The wet weight of kidneys, heart and liver were all significantly lower in treated db/+ 

Lf than their controls, while only the wet weight of liver was significantly lower in db/db 

Lf mice compared with controls. Conversely, the wet weight of lungs was significantly 

higher in db/db Lf mice compared with db/db mice.  

 

3.3  ME-3 treatment promotes different patterns of glucose tolerances responses 

in WT and diabetic mice.  

Fasting glycaemia was measured at the beginning and end of the experiment (Fig. 2A 

and B) with no difference found between these measurements among either db/+ or 

db/db mice. A small increase (1.2-fold) in fasting glycaemia was observed from 8 to 20 

weeks-of-age among db/db mice. Fig. 2C and D respectively show the glycemic 

responses following OGTTs at the experiment’s beginning and end. The areas under 

the curves (AUC) before treatment were similar between WT groups (db/+ Lf, 26.8±3.7 

vs. db/+, 23.9±4.2 mg.min/dL) and between diabetic groups (db/db Lf, 87.8±8.6 vs. 

db/db, 85.2±6.0 mg.min/dL) (Fig. 2E). By the end of the experiment, treated db/+ mice 

exhibited lower glycaemia at 15 minutes after gavage (db/+ Lf, 206±33 vs. db/+, 

247±47 mg/dL, p<0.05) (Fig. 2C), something already observed after 6 weeks of 

treatment (data not shown).  12 weeks of ME-3 treatment resulted in a lower glycemic 

response in db/db mice at 60 and 120 mins post-gavage (at 60min: db/db Lf, 747±70 

vs. db/db, 807±93 mg/dL, p=0.06; at 120min: db/db Lf, 611±55 vs. db/db, 672±82 

mg/dL, p<0.05). 

HbA1c was monitored at the same time points as fasting glycaemia and OGTTs (Fig. 

2G and H).  At 8 weeks-old, there was no difference between the two db/+ groups (db/+ 

Lf, 1.9±0.1 vs. db/+, 1.7±0.3 %), nor between the two db/db groups (db/db Lf, 5.1±0.8 

vs. db/db, 4.8±0.7 %).  After 12 weeks of treatment there remained no difference 

between db/+ mice groups, while db/db Lf exhibited a small but significant increase in 

% HbA1C compared with controls (db/db Lf, 6.8±0.8 vs. db/db, 6.3±0.6 %, p=0.03). 
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Figure 2 Evolution of glycaemia and HbA1c during the experiments (Start – A, C, 
E and G; 8-week-old mice. End – B, D, F and H; 20 weeks old mice). The fasting 
glycemia was measured at the beginning (A) and end (B) of the experiment. The 
OGTTs (C and D) were performed for 2h in each group and the areas under the curves 
(mg.min/dL) were compared (E and F). HbA1c (G and H) were monitored after 6h of 
fasting. Untreated WT (db/+; n=15) and diabetic mice (db/db; n=14 – white symbols 
and boxes) were compared with treated WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic Lf mice 
(db/db Lf; n=15 – dark symbols and boxes). Statistical analyses were performed on 
measured areas under the curves. 
Mean ± SD were used for FBG and OGTT; whisker boxes were used for AUC and 
HbA1c, 10-90 percentile. « * » denotes comparison of untreated with treated mice while 
« # » denotes a comparison of db/db with db/+ mice, * p<0.5, ## p<0.01 ### p<0.001. 
Wilcoxon tests were used to compare treated with untreated groups. 
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3.4  Fecal butyrate and Ffar2 are slightly increased in treated WT mice.  

Diabetic mice had a higher fecal excretion compared with WT but there was no 

difference between treated and untreated mice within genotypes (Table 1).  There was 

no difference in the fecal butyrate concentration between db/+ and db/db mice.  

Although not statistically significant, treated db/+ mice exhibited 59% higher fecal 

butyrate concentrations (p=0.10) and 2.2-fold higher transcription of butyrate receptor 

gene (Ffar2; p=0.12) than untreated db/+ mice, though these treatment effects were 

not seen in db/db mice.  

 

3.5  Early glycation is reduced in the kidneys of treated mice.  

Fig. 3 shows the furosine concentration normalized to the lysine content in organs and 

plasma. Furosine was lower by a factor of ca.2 – 5 in db/+ compared with db/db mice 

(depending on the matrix). Its concentration in organs and plasma from treated mice 

did not differ significantly from the controls’ in either genotype (Fig. 3B, C, D and E), 

except in kidneys (Fig. 3A) where furosine levels were lower in both treated groups 

(db/+ Lf, 0.47±0.08 vs. db/+, 0.55±0.09, p=0.02; and db/db Lf, 1.65±0.32 vs. db/db, 

1.88±0.24 mmol furosine/mol lysine, p=0.04).  
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Figure 3 Furosine, an early glycation marker, expressed in mmol/mol lysine in 
kidneys (A), lungs (B), heart (C), liver (D) and plasma (E). The LC-MS/MS analyses 
were performed at sacrifice: untreated WT (db/+; n=15) and diabetic mice (db/db; n=14 
– white boxes) were compared with treated WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic Lf mice 
(db/db Lf; n=15 – dark boxes). 
Whisker boxes, 10-90 percentile, « * » denotes comparison of untreated with treated 
mice while « # » denotes a comparison of db/db with db/+ mice, * p<0.05, ## p<0.01, 
### p<0.001. Wilcoxon tests were used to compare treated with untreated groups. 
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3.6  ME-3 treatment of normal and diabetic mice reduces free but not protein-

bound CML in organs.  

Throughout the experiment, the food intake of db/db mice was almost double that of 

db/+ mice (Table 1). Therefore, the daily exposure to CML in the diet (dCML), 

calculated from the mean food intake for each group and the CML concentration in the 

chow, was 86.6±4.8, 65.1±10.9, 145.4±14.9, 141.2±15.5 µg/day for the db/+, db/+ Lf, 

db/db and db/db Lf mice, respectively.   

The db/db mice had significantly more free CML than db/+ mice in kidneys (43.8±11.0 

vs. 30.5±7.4 mmol/g, respectively), lungs (35.8±7.2 vs. 25.2±6.5 mmol/g, respectively) 

and heart (22.2±4.0 vs. 14.0±2.2 mmol/g, respectively), but the liver was not 

significantly different in this regard (11.0±5.1 vs. 13.0±21.4 mmol/g, respectively – Fig. 

4). The ME-3 strain significantly reduced the levels of free CML in kidneys and lungs 

of diabetic mice (db/db 43.8±11.0 vs. db/db Lf 33.1±8.3 mmol/g kidneys, and db/db 

35.8±7.2 vs. db/db Lf 29.1±6.4 mmol/g lungs, respectively) (Fig. 4A and B) and tended 

to reduce free CML in kidneys of WT mice (db/+ 30.5±7.4 vs. db/+ Lf,25.0±8.0 mmol/g 

kidneys – Fig. 4A). The ME-3 strain had no effect on the accumulation of free CML in 

the heart or liver of either WT or diabetic mice (Fig. 4C and D).  
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Figure 4 Concentrations of free carboxymethyllysine (CML) expressed in µg/g of 
dry organ in kidneys (A), lungs (B), heart (C) and liver (D). Untreated WT (db/+; n=15) 
and diabetic mice (db/db; n=14 – white boxes) were compared with treated WT Lf (db/+ 
Lf; n=14) and diabetic Lf mice (db/db Lf; n=15 – dark boxes).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, « * » denotes comparison of untreated with treated 
mice while « # » denotes a comparison of db/db with db/+ mice, * or # p<0.05, ** or ## 
p<0.01, ### p<0.001. Wilcoxon tests were used to compare treated with untreated 
groups. 
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The levels of protein-bound CML was higher in all organs from the diabetic mice 

compared with their WT controls, but only significantly so in the lungs (138.0±22.5 vs. 

96.0±13.3 µmol/mol lysine) and heart (105.7±12.5 vs. 80.8±12.2 µmol/mol lysine), with 

a trend towards significance observed in the liver (114.8±26.1 vs. 97.8±33.3 µmol/mol 

lysine – Fig. 5). The level of protein-bound CML in the plasma remained unchanged 

between diabetic and WT mice (Fig. 5E). At 8 weeks-old, the db/db mice had 

significantly more protein-bound CML than db/+ mice in lungs (114.4±13.9 vs. 

87.0±11.1 µmol/mol lysine, respectively), heart (135.3±51.5 vs. 99.6±35.5 µmol/mol 

lysine, respectively) and liver (130.4±12.6 vs. 110.8±12.3 µmol/mol lysine, 

respectively), but the kidneys were not significantly different in this regard (146.0±12.9 

vs. 124.4±13.5 µmol/mol lysine, respectively).  No significant differences in protein-

bound CML concentrations between WT or diabetic controls and ME-3 treated animals 

were observed after 12 weeks of treatment in any of the organs studied here, nor in 

the plasma (Fig. 5). 
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Figure 5 Concentrations of protein-bound carboxymethyllysine (CML) expressed 
in µmol/mol of lysine in kidneys (A), lungs (B), heart (C), liver (D) and plasma (E). 
Untreated WT (db/+; n=15) and diabetic mice (db/db; n=14 – white boxes) were 
compared with treated WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic Lf mice (db/db Lf; n=15 – 
dark boxes).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, « # » denotes a comparison of db/db with db/+ mice, 
# p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001. Wilcoxon tests were used to compare treated with 
untreated groups. 
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3.7  ME-3 treatment reduces kidney complication.  

The average volume of urine excreted per 24 h was higher in diabetic than WT mice 

(Table 1). The urinary albumin : creatinine ratio, a key indicator of kidney function, was 

higher in db/db compared with db/+ mice (p<0.0001) (Table 1).  ME-3 treatment halved 

this ratio in WT mice but had no effect among the diabetic mice. To investigate whether 

ME-3 treatment affected renal physiology, two kidney injury markers (Lcn2 and Hvarc) 

were assayed: Lcn2 was higher in db/db compared with db/+ mice (p<0.01) (Table 1), 

but there was no difference for Hvarc. Although not statistically significant, ME-3 

treatment lowered Lcn2 mRNA from 7.7±8.7 to 4.4±5.2 in db/db mice but not in WT 

mice, while Hvarc was unaffected.  

3.8  Liver complications are reduced by ME-3 treatment.  

To investigate whether treatment affected hepatic steatosis or function in diabetic mice, 

histological analyses were performed. As shown in Fig. 6A and 6C, a greater 

accumulation of lipid droplets was evident in the livers of db/db compared with db/+ 

mice and this accumulation was attenuated by ME-3 treatment (Fig. 6B and 6D). 

Quantitative measurements of hepatic triglycerides and proteins confirmed these 

observations. The lipid : protein ratio in livers from db/db mice was higher than in db/+ 

mice (5.1±2.7 vs. 2.6±0.7, respectively) and ME-3 treatment significantly reduced this 

ratio in both genotypes (db/+ 2.6±0.7 vs. db/+ Lf 1.8±0.5; db/db 5.1±2.7 vs. db/db Lf 

2.8±0.8) (Fig. 6E).  ALAT levels in db/db mice were 1.9-fold higher than db/+ mice 

(p=0.25) and ME-3 tended to reduce concentrations of this marker in both treated 

groups (db/db 199.4±48.0 vs. db/db Lf 151.0±53.0; and db/+ 105.7±81.7 vs. db/+ Lf 

86.0±37.0) (Fig. 6F).  ME-3 treatment did not affect choline concentrations in the 

plasma of either genotype (Fig. 6G). Markers of inflammation (IL-6 and TNF-α) and 

fibrosis (α-SMA and Col1a1) were also studied in liver.  There was no difference in IL-

6 with treatment in either genotype, but ME-3 significantly reduced the inflammation 

marker TNF-α in db/db mice (db/db Lf 2.2±2.8 vs. db/db 3.8±2.7; p<0.05) (Table 1). α-

SMA and Col1a1 levels were not different between db/db and db/+ mice (0.9±0.8 vs. 

1.2±1.0 and 1.0±1.7 vs. 1.0±0.5, relative to the mRNA level of Col1a1/ GAPDH, 

respectively), nor was there any variation with treatment within either genotype (Table 

1).  
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Figure 6 Study of liver complications by evaluation of liver triglycerides by 
immunostaining (A, B, C and D) in untreated (A, C) and treated (B, D) groups of mice; 
liver lipids : proteins ratio (E) and the liver injury marker ALAT in plasma (F). Untreated 
WT (db/+; n=15) and diabetic mice (db/db; n=14 – white boxes) were compared with 
treated WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic Lf mice (db/db Lf; n=15 – dark boxes). 
Whisker boxes, 10-90 percentile, « * » denotes comparison of untreated with treated 
mice while « # » denotes a comparison of db/db with db/+ mice, *p<0.05, **p<0.01, 
###p<0.001. Wilcoxon tests were used to compare treated with untreated groups. 
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3.8  ME-3 treatment does not affect the proportion of the dominant bacteria 

groups of the intestinal microbiota.  

Analysis of the fecal microbiota from each group was carried out using Illumina MiSeq 

sequencing of the V3-V4 region of the 16S ribosomal RNA and comparing operational 

taxonomic units (OTU) and Shannon diversity indices. The diabetic and WT groups did 

not differ significantly in terms of microbial alpha diversity (Fig. 7A). Whereas ME-3 

treatment in WT mice appeared associated with a reduction in the Proteobacteria 

phylum (which includes the Enterobacteriaceae family), no significant shift in any 

phylum or family was observed with ME-3 treatment, nor between diabetic and WT 

mice. Collectively, ME-3 treatment had no effect on either dominant or subdominant 

bacteria from intestinal microbiota at the phylum or family level (Fig. 7B and C) and the 

overall structure of the gut microbiota was preserved. 
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Figure 7 Impact of L. fermentum ME-3 on gut microbiota. Number of operational 
transcript units (OUT) in mice feces (A) and Shannon diversity index (B). Untreated 
WT (db/+; n=15) and diabetic mice (db/db; n=14 – white boxes) were compared with 
treated WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic Lf mice (db/db Lf; n=15 – dark boxes). 
Relative abundance (%) of bacteria at phylum (C) and family (D) level. Dominant 
bacteria are presented on the left and subdominants on the right. Wilcoxon tests were 
used to compare treated with untreated groups. 
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4. Discussion 

 

In this study, we examined whether a treatment with the Lactobacillus fermentum ME-

3 bacterial strain affected the formation and accumulation of glycation products and 

influence the development T2D-induced complications. The obesity characteristic of 

T2D was here represented by the hyperphagic LepRdb/db mouse model of diabetes 

(db/db), which were obese throughout the experiment and gained significantly more 

weight than WT mice (db/+). After 12 weeks, the ME-3 treatment had significantly 

attenuated weight gain in treated diabetic mice compared with untreated controls 

(mean weight gain during the experiment = -2% in db/db Lf mice and +12% in untreated 

db/db mice) (Fig. 1); conversely, but as expected, there was no difference in weight 

gain between treated and untreated WT mice. Energy intake was slightly less in treated 

vs. untreated WT mice, but this difference existed before treatment began and thus 

cannot be attributed to any anorexigenic effect of the tested probiotic.  The lack of 

difference in energy intake between treated and untreated diabetic mice confirms that, 

under the conditions tested here, the ME-3 bacterial stain had no effect on food intake. 

Again, therefore, the reduced weight gain in the treated diabetic mice cannot be 

explained by an anorexigenic effect of the stain but is more likely attributable to a partial 

reduction of calorie absorption in the gut or to greater energy expenditure. 11 These 

effects of the ME-3 probiotic require further investigation.  

Previous studies have reported a link between weight gain and the development of 

insulinoresistance. 28 One of the limitations of our study is that neither the 

insulinoresistance nor the insulin level were directly measured. We nevertheless 

observed an improvement in glucose tolerance from 60 to 120 minutes post-gavage in 

diabetic mice after 12 weeks of probiotic treatment (Fig. 2D). We may hypothesize that 

reduced weight gain in ME-3 treated diabetic mice improved insulin sensitivity and thus 

enhanced glucose tolerance. This enhancement was also observed among the treated 

WT mice, but was observed earlier, at 15 min after gavage (Fig. 3). This attenuation of 

postprandial glycaemia may be attributed to improved insulin production rather than 

any improvement in insulin sensitivity. Accordingly, we may hypothesize that higher 

levels of butyrate (+59%) and the mRNA of its receptor (Ffar2) (+111%) observed in 

treated WT mice may increase insulin levels via the GLP-1 pathway. 29, 30  
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As expected, chronic hyperglycemia and the percentage of glycated hemoglobin 

(%HbA1c) were higher in db/db than db/+ mice (Fig. 2G and H). While the 

quantification of HbA1c is an indicator of early glycation in red blood cells, we also 

measured furosine which provides information on early glycation in fluids, tissues and 

organs and hence offers a broader view of early glycation status in the whole organism. 

Furosine was found to be 1.9 to 4.9 times more concentrated in the plasma and all of 

the organs tested here (kidneys, lungs, heart and liver) of db/db compared with db/+ 

mice.  Preclinical (LepRdb/db, 12 HFD-STZ mice 31 or STZ-rats 17,32) and clinical trials 

(diabetic patients 33) have quantified HbA1c to study the effect of different strains of 

probiotics. Some have demonstrated an attenuation of the HbA1c level ranging from 

14 to 23%. 12,17,31 Ours is the first study to report a beneficial effect of a probiotic 

bacterial strain on early glycation in the kidneys of both WT and diabetic mice (-14.5% 

and -12.3% in db/+ Lf and db/db Lf mice, respectively). 

We reported in a recent study that dietary CML (dCML) accumulated in organs in the 

form of free CML, particularly in kidneys and lungs. 34 Here we again observed higher 

free CML levels in kidneys and lungs than in heart and liver of all mice 

(kidneys>lungs>heart>liver). We described above how db/db mice ate almost twice as 

much as db/+ mice, likely owing to their deficiency in the leptin receptor, and were thus 

exposed to more dCML (1.7 to 2.2 fold more than WT for db/db and db/db Lf mice, 

respectively). In accordance with this difference of exposure, diabetic mice had higher 

free CML levels in kidneys, lungs and heart compared with WT mice (Fig. 4). The lack 

of difference observed in the liver is likely due to the relatively low accumulation of 

dCML by this organ, regardless of the mice genotype. 34 After 12 weeks of ME-3 

treatment, lower free CML levels were found in the kidneys of both treated groups 

compared with untreated ones, as well as in the lungs of treated vs. untreated diabetic 

mice. The lesser dCML accumulation was observed only in the organs which are 

known to accumulate the most free CML. Hellwig et al. demonstrated that CML was 

partially metabolized after 24h of incubation with a human fecal suspension. 35 The 

reduction accumulation of free CML in the kidneys and lungs of treated animals may 

thus be the consequence of CML metabolism by ME-3 in the gut which could reduce 

its subsequent intestinal absorption and accumulation in peripheral organs. 

Because of their well-described chronic hyperglycemia, the diabetic mice had higher 

levels of protein-bound CML in their organs (but not plasma) compared with WT mice. 



175 
 

The ME-3 treatment had no effect on protein-bound CML levels in organs or plasma 

within genotypes. These findings may be explained by the limited effect of the probiotic 

on the glucose metabolism overall and on fasting blood glucose in particular. With the 

markers used in the current study, it can be concluded that a 12-week ME-3 treatment 

slows the early, but not the advanced glycation in kidneys. 

In rodent models, the use of probiotic strains (e.g. L. rhamnosus, 18 L. casei, 31 L. 

paracasei, 10 ) has been shown to decrease hepatic triglycerides (TG). In this study, 

we observed a lower liver weight, reduced accumulation of hepatic TG and lower levels 

of inflammation and liver injury markers in treated vs. untreated mice (Fig. 6). These 

data seem to indicate that the ME-3 attenuates the development of hepatic steatosis 

under the conditions tested here. While the effect of the probiotic was more obvious in 

diabetic mice, a significant improvement of the liver composition was also evident in 

WT mice. The first hypothesis is that the ME-3 strain may have a beneficial effect upon 

the intestinal barrier function, resulting in reduced translocation of LPS from the gut to 

the liver and thence reduced liver steatosis and inflammation. 36 A second hypothesis 

is that the ME-3 treatment attenuated the metabolism of choline, a molecule that plays 

a key role in lipid metabolism. Changes in microbiota composition have been 

implicated in alterating the metabolism of choline: when it is accentuated, this may lead 

to a deficiency of choline in plasma and then to an accumulation of TG, increased 

inflammation and liver damage. 36 The lack of a difference in choline concentrations 

between treated and untreated mice suggests this is not the case, but alternative 

explanations merit investigation – for example reductions in intestinal permeability, 

LPS and cytokine concentrations, or an increased production of secondary bile acids. 

Various studies have reported associations between gut microbiota composition and 

chronic kidney disease in rodents and humans. 37 The observation of a lower urine 

albumin : creatinine ratio in treated db/+ mice leads us to postulate that this strain could 

protect kidneys from chronic dysfunction. However, it cannot be ruled out that the slight 

difference in food intake between untreated and treated db/+ mice could be responsible 

for this apparently protective effect of ME-3 treatment on renal function. As reported 

elsewhere, 38 the level of Lcn2, a key marker of chronic kidney injury, was higher in 

db/db compared with db/+ mice. The reduction of this marker by a factor of 1.7 in 

treated vs. non-treated db/db mice indicates that the ME-3 strain may also limit kidney 

injury. We may conclude that a long-term treatment with the ME-3 strain may attenuate 
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mild and advanced kidney dysfunction in both normal and diabetic mice. Our results 

are in accordance with other reports of a beneficial effect of L. paraplantarum on 

diabetes-induced kidney damage in diabetic rats. 39 

Concerning fecal microbiota, an apparent tendency of the ME-3 strain to decrease 

Proteobacteria could be viewed as coherent with the known anti-inflammatory effects 

of Lactobacillus. Indeed, Proteobacteria are often linked to inflammatory events, 

especially in metabolic disorders. 40,41 An apparent lack of any negative impact upon 

the most abundant taxons would further suggest that the ME-3 strain does not disrupt 

the gut microbiota under the conditions tested here. 

 

 

5. Conclusion 

 

This study investigated the effect of a bacterial strain, Lactobacillus fermentum ME-3, 

on both metabolic disorders and glycation in a diabetic context. As described with other 

bacterial strains, the ME-3 strain had positive effects on weight gain and glucose 

tolerance, but to our knowledge we are the first to report that a 12-week treatment with 

a specific Lactobacillus strain reduces the accumulation of dCML in the kidneys and 

lungs, but not endogenous glycation (protein-bound CML). In another novel finding, we 

observed that the ME-3 strain had beneficial effects on the development of kidney and 

liver complications in diabetic animals. To conclude, the ME-3 strain is thus a promising 

treatment against the accumulation of dCML and the development of some metabolic 

disorders common in type 2 diabetes.  
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L’hyperglycémie chronique caractéristique du diabète de type 2 (DT2)  

induit des dommages aux organes sur le long terme. Cela se fait à travers plusieurs 

voies métaboliques et chimiques dont la glycation des protéines. Depuis une trentaine 

d’années, des stratégies thérapeutiques « anti-glycation » ont été décrites mais les 

résultats sont loin d’être satisfaisants.  

En parallèle, les scientifiques se sont intéressés au microbiote intestinal comme axe 

thérapeutique pour prévenir le DT2 et ses complications. Des souches bactériennes, 

ont ainsi été isolées et mises en avant grâce à leurs propriétés bénéfiques sur certains 

paramètres glucidiques et le stress oxydant. Cependant, malgré ces effets biologiques 

prometteurs, aucune étude ne s’est intéressée aux effets des bactéries commensales 

sur la glycation. 

 

Le premier objectif de nos travaux a été de comparer plusieurs modèles animaux de 

diabète (génétique et alimentaires) et de caractériser le meilleur d’entre eux pour 

l’étude de la glycation. Cela s’est fait par l’analyse d’organes à l’aide de l’HPLC couplée 

à la spectrométrie de masse.  

 

Notre second objectif a consisté en l’étude des effets d’une souche bactérienne, le 

Lactobacillus fermentum ME-3, sur la glycation et les complications du DT2 dans le 

modèle le plus pertinent sélectionné lors de la première partie expérimentale de cette 

thèse. 
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Caractérisation du meilleur modèle murin pour l’étude de la glycation dans 

un contexte diabétique 

 

Comme nous l’avons vu à travers la littérature, il existe de nombreux modèles murins 

de diabète, que ce soit de type 1 (e.g. induit de manière chimique ou virale) ou de 

type 2 (e.g. induit génétiquement ou par l’alimentation). 142 Ces modèles ont parfois 

été utilisés afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques « anti-

glycation ». 6,7,389  

Cependant, les quelques études qui ont caractérisé précisément la glycation, par la 

méthode de référence qu’est l’HPLC-MS/MS, 182 l’ont fait uniquement sur un modèle 

de rats-STZ (diabète de type 1). 2 Or cette thèse porte sur le diabète de type 2 dont la 

prévalence est neuf fois plus élevée que celle du diabète de type 1.  

Les seules études qui ont suivi la glycation dans un contexte de DT2 164,165,173,176 l’ont 

fait à l’aide de techniques semi-quantitatives et peu spécifiques (Western Blot, 

fluorescence, dosages ELISA, immunohistochimie…). 181 

Afin de caractériser la glycation de manière quantitative et spécifique dans un contexte 

de DT2, nous avons quantifié quelques produits de glycation par HPLC-MS/MS dans 

plusieurs modèles murins dont un modèle génétique de diabète (LepRdb/db), et deux 

modèles alimentaires de diabète (modèles DIO avec des régimes HF et HF-HS). 

L’obésité étant une des caractéristiques majeures du DT2, elle a été un prérequis à la 

validation de notre modèle murin. Les souris du modèle génétique, qui ont développé 

une hyperphagie due à une mutation du gène du récepteur à la leptine (hormone de 

satiété), sont devenues rapidement obèses et l’expérimentation a pu être arrêtée après 

14 semaines d’expérimentation (22 semaines d’âge). Les modèles alimentaires 

d’obésité ont quant à eux nécessité 26 semaines d’expérimentation (34 semaines 

d’âge) pour observer une obésité stable et significative. Les souris soumises à un 

régime HF ou HF-HS riche en calories ont compensé la forte densité énergétique des 

aliments par une moindre consommation quotidienne. Cette adaptation, connue de la 

littérature, explique le délai de plusieurs mois, nécessaire pour observer une véritable 

obésité. 376,390 
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Une perturbation du métabolisme glucidique est également caractéristique du DT2. En 

plus d’être obèses, les souris du modèle génétique ont présenté une hyperglycémie 

chronique associée à une intolérance au glucose dès le début de l’expérimentation, 

c’est-à-dire à 8 semaines d’âge. Comparativement, après 26 semaines 

d’expérimentation, seules les souris sous régime HF ont eu une augmentation 

modeste de leur glycémie à jeun associée à une intolérance au glucose. Comme nous 

allons le voir dans la suite de cette discussion, la glycémie joue bien évidement un rôle 

important dans la formation et l’accumulation des produits de glycation in vivo. 

La glycation est une réaction chimique complexe qui commence par la formation de 

produits précoces sur les protéines. En biochimie analytique, les mesures d’HbA1c, 

de fructosamines ou encore de fructoselysine (ou son dérivé d’hydrolyse acide : la 

furosine) permettent d’estimer le niveau de glycation précoce in vivo.  

Chez l’homme, il a été montré que les niveaux de fructoselysine ou de son dérivé la 

furosine augmentaient dans le plasma, 391 le collagène de la peau 51 et les cristallins 3 

au cours du vieillissement mais également au cours du diabète. Cependant les études 

qui ont rapporté ce type de données sont relativement peu nombreuses, et limitées à 

quelques protéines extraites de plasma, tissus et organes. Chez les animaux de 

laboratoire, les données sur la furosine sont également limitées. Il a entre autres été 

observé une concentration de furosine de 0,55 mmol/mol de lysine dans le collagène 

de la peau de souris C57BL/6NNIA âgées de 86 semaines, 381 ou encore une 

augmentation de la furosine dans les protéines glomérulaires de rats-STZ comparés à 

des rats non diabétiques (respectivement 0.38 et 0.09 mmol furosine/mol lysine). 142 

Dans notre étude, les souris LepRdb/db avaient entre 2 et 5 fois plus de furosine que les 

souris WT dans les quatre organes testés. Les concentrations de furosine que nous 

avons obtenues chez les souris LepRdb/db sont sensiblement proches de celles décrites 

chez l’homme (1,0 à 2,2 mmol de furosine/mol de lysine chez la souris, soit environ 

0,30 à 0,66% de lysines modifiées en fructoselysine si nous considérons un taux de 

conversion de la fructoselysine en furosine de 30% 393). L’analyse de la furosine dans 

les organes des souris db/db nous permet de conclure que ce modèle génétique est 

pertinent pour l’étude d’agents inhibiteurs de la glycation précoce.  

Les résultats obtenus chez les souris DIO sont quant à eux très différents de ceux 

observés chez les souris db/db. En effet, après 26 semaines de régimes, les niveaux 

de furosine sont restés identiques entre les souris DIO et les souris contrôles (régime 
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normal) aussi bien dans les reins que dans les poumons et le cœur. Le foie est le seul 

organe pour lequel une augmentation significative de la concentration de la furosine a 

été observée chez les souris DIO comparées aux souris contrôles (28 à 63% 

d’augmentation, respectivement pour les souris HFD et HF-HSD).  

À notre connaissance, la glycation dans le foie est peu décrite. Cet organe a 

initialement été étudié pour son rôle potentiel dans l’élimination des AGE 394 

Cependant plusieurs études cliniques réalisées aussi bien sur des sujets sains 

qu’atteints de stéatose hépatique n’ont révélé aucune métabolisation par le foie des 

AGE (libres et protéiques) 395, ou plus spécifiquement de la CML 396.  

Par ailleurs, d’autres équipes ont recherché quels pouvaient être les effets d’un régime 

alimentaire riche en AGE sur la santé hépatique. Une étude menée par H. Vlassara et 

al, a par exemple montré, chez la souris, qu’un régime riche en AGE était associé à 

des processus inflammatoires dans le foie à travers l’activation de RAGE. 90  

Enfin la plupart des travaux récents qui se sont intéressés au lien entre glycation et 

foie ont essentiellement cherché à démontrer une association entre les maladies 

hépatiques et l’élévation des produits de glycation dans la circulation. À l’aide de 

méthodes immuno-enzymatiques, plusieurs études ont rapporté des teneurs en 

produits précoces 395 et avancés 395,397–399 de la glycation plus importantes dans le 

plasma de personnes atteintes de maladies hépatiques chroniques. Une étude récente 

qui a utilisé la LC-MS/MS pour la quantification de la CML plasmatique n’a montré 

aucune différence de teneur en CML entre des plasmas issus de patients regroupés 

en 3 niveaux de stéatose 396 Par contre, cette même étude rapporte une augmentation 

de la CML hépatique en fonction du niveau de stéatose. Il est important de préciser 

que dans ce cas les analyses ont été réalisées par immuno-histologie. 

Notre étude comparative de modèles murins de diabète apporte de nouveaux 

éléments sur la glycation du foie. En effet, les foies des souris soumises à un régime 

hypercalorique ont montré une large augmentation de poids après 26 semaines de 

régime. L’analyse de ces mêmes foies a révélé une augmentation importante de la 

furosine mais pas de la CML (valeurs ajustées sur la concentration de protéines). Cette 

étude révèle pour la première fois une augmentation d’un produit de glycation précoce 

dans des foies stéatosés. L’accumulation de graisse dans les foies des animaux DIO 

serait donc à l’origine d’une hépato-glycation qui reste à prouver. Enfin, l’absence 
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d’augmentation de CML dans les foies de souris DIO ne confirme pas les résultats 

observés par Gaens et al. sur des biopsies de foie humain. Cependant nous 

suspectons une interférence analytique dans le dosage de la CML par cette équipe. 

En effet il est aujourd’hui connu que la présence importante de lipides dans un 

échantillon biologique peu contribuer à une surestimation de la teneur en CML si le 

dosage est réalisé à l’aide d’anticorps. 

 

 

Comme présenté dans l’introduction de cette thèse (chapitre I.2 et I.3), la glycation 

est une réaction qui se produit in vivo à 37°C tout au long de la vie. Mais de nombreux 

produits de glycation sont formés dans les aliments, et sont donc ingérés 

quotidiennement. Les AGE issus de la glycation alimentaire ont été appelés des 

« glycotoxines » par l’équipe d’H. Vlassara. 44 Ces dernières sont retrouvées en 

quantités élevées dans les régimes dits « occidentaux » du fait des températures 

élevées utilisées lors de la cuisson des aliments. 48  Notre équipe a pu montrer par 

HPLC-MS/MS que l’un de ces produits de glycation alimentaire, la CML, s’accumule 

dans la plupart des organes, en plus ou moins forte concentration. 87  

Lors de notre étude sur les modèles murins de diabète, nous avons comparé un 

modèle génétique à deux modèles alimentaires (souris sous régime HF ou HF-HS). 

Dans le cas du modèle génétique, les souris LepRdb/db ont consommé environ deux 

fois plus d’aliment « Normal Diet » (ND) que les souris WT, du fait de leur déficience 

en récepteur à la leptine. Les souris LepRdb/db ont donc été exposées plus fortement à 

la CML exogène comparées aux souris WT (respectivement 145,4±14,9 et 

86,6±4,8 µg de CML/ jour). Pour les deux modèles DIO, nous avons dosé la CML dans 

les croquettes HF et HF-HS et avons comparé leur teneur à celle des croquettes ND. 

La concentration de CML mesurée dans les croquettes ND était similaire à celles 

trouvées habituellement par d’autres équipes scientifiques. 87,89,400 Nous avons par 

contre révélé pour la première fois que la concentration de CML, mais aussi de CEL, 

dans les croquettes HF et HF-HS était six à sept fois inférieur à celle mesurée dans 

les croquettes classiques pour rongeur de laboratoire (ND). Cette différence de teneur 

en produits de glycation avancés entre les régimes ND et HF ou HF-HS s’explique par 

l’utilisation de protéines de meilleure qualité pour la constitution des régimes spéciaux, 
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ainsi que par l’utilisation de températures de préparation moins élevées que pour la 

préparation des croquettes ND. Nous pouvons donc généraliser le fait que toute souris 

soumise à un régime spécial de type HF ou HF-HS, est moins exposée à la CML 

alimentaire qu’une souris alimentée par un régime classique.  

La contribution de la CML alimentaire à la concentration totale de CML retrouvée dans 

les organes étant significative, il est apparu fondamental de développer une méthode 

analytique capable de discriminer la CML libre (CML en grande partie d’origine 

alimentaire) et la CML protéique (CML exclusivement endogène) afin de distinguer la 

glycation exogène de sa forme endogène.  

Cette distinction entre produits de glycation exogènes et endogènes n’a pas été 

nécessaire pour l’étude de la glycation précoce. En effet, bien que les aliments pour 

rongeurs contiennent des concentrations variables de fructoselysine (ou furosine), ce 

produit de glycation est très peu absorbé et est essentiellement dégradé par le 

microbiote intestinal. 300 En conséquence, il est admis que la fructoselysine détectée 

in vivo dans des tissus et organes est uniquement d’origine endogène.   

Comme cela a été montré récemment par F. Tessier et al., 87 nous avons constaté une 

plus forte accumulation de la CML libre (très probablement d’origine alimentaire) dans 

les reins et les poumons des différentes souris de nos études, que dans les cœurs et 

foies. Le deuxième élément notable a été de retrouver des concentrations de CML 

libre plus élevées dans les reins, les poumons, le cœur et le foie des souris LepRdb/db 

qui étaient surexposées à la CML alimentaire comparées aux souris WT. Suivant la 

même logique, nous avons retrouvé moins de CML libre dans les reins et les poumons 

des souris soumises à un régime HF ou HF-HS qui étaient moins exposées à la CML 

que les souris soumises à un régime ND. Une réduction de la teneur en CML, alors 

non expliquée par les auteurs, avait été observée dans les tendons de queue de souris 

soumises à un régime HF. 400 Cette dernière observation souligne l’importance de 

maîtriser l’exposition alimentaire aux AGE lorsque différents régimes sont comparés 

chez l’animal, et lorsque des mesures d’AGE sont ensuite réalisées sur ces mêmes 

animaux. 
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Le dosage des produits de glycation a été décrit dans l’introduction de cette thèse 

(chapitre I.5.II.). Beaucoup d’études se sont basées sur des dosages semi-quantitatifs 

et parfois peu spécifiques (WB, fluorescence, dosages ELISA, immuno-histochimie…). 

Les seules études qui ont utilisé des méthodes quantitatives et spécifiques pour doser 

les produits de glycation ont utilisé un modèle de rats-STZ (diabète de type 1). 2 Dans 

l’une de ces quelques études, les concentrations de CML mesurées dans les organes 

des rats diabétiques étaient supérieures à celles observées chez les contrôles. Dans 

nos études, les souris LepRdb/db avaient aussi des concentrations de CML protéique 

plus importantes que les souris WT dans les poumons et le cœur. Une différence qui 

s’approchait de la significativité était aussi observée dans les reins et le foie. 

Cependant, pour les souris DIO aucune différence n’a été observée avec les souris 

ND dans les reins, le cœur et le foie. De manière surprenante, les concentrations de 

CML protéique dans les poumons étaient significativement plus faibles chez les souris 

DIO par rapport aux souris ND. À ce jour nous n’avons pas encore d’hypothèse 

pouvant expliquer ces résultats. 

 

L’absence de glycation avancée dans la plupart des organes des souris soumises aux 

deux régimes hypercaloriques s’explique peut-être par le fait que bien que ces 

animaux aient montré une augmentation importante de la prise de poids, ils n’ont pas 

pour autant développé d’hyperglycémie chronique. Nous pouvons donc conclure que, 

dans nos conditions d’expérimentation, les deux modèles DIO que nous avons testé 

ne conduisent ni au développement d’un diabète ni à une accumulation significative 

des produits de glycation précoce et avancée. 

 

L’analyse de l’ensemble de ces résultats nous a permis de sélectionner le modèle 

génétique comme le plus pertinent pour étudier la glycation. Les effets « anti-

glycation » de la souche ME-3 ont donc été évalués sur ce modèle. 
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Étude des effets du Lactobacillus fermentum ME-3 sur la glycation et les 

complications du diabète 

 

Lors de notre première étude, nous avons sélectionné le modèle génétique de diabète 

Leprdb/db qui s’avère être le modèle le plus pertinent pour l’étude de la glycation et pour 

la caractérisation de nouvelles stratégies thérapeutiques « anti-glycation ».  

Pour rappel, l’utilisation de souches bactériennes a montré des effets bénéfiques sur 

certains paramètres du glucose dans des études précliniques et cliniques. 

337,353,368,371,372 Cependant, à ce jour, aucune de ces études ne s’est intéressée aux 

potentiels effets « anti-glycation » des bactéries. Le but de notre deuxième étude était 

d’observer les effets d’une souche bactérienne, le Lactobacillus fermentum ME-3 sur 

la glycation et les complications du diabète. 

La souche ME-3 a été identifiée en 1994 à l’Université de Tartu en Estonie et provient 

de fèces d’enfants sains. 383 Quelques études préliminaires ont démontré des effets 

antioxydants (baisse de la peroxydation lipidique et du GSSG) et anti-inflammatoires 

dans le plasma, l’intestin et le foie de souris infectées à la Salmonella Typhimurium. 

383,385 La souche ME-3 a été très peu décrite chez l’homme mais une amélioration du 

profil oxydatif a été observée dans le plasma de sujets sains après avoir consommé 

trois fois par jour pendant trois semaines une capsule contenant 109 CFU de ME-3. 387 

Des résultats similaires ont été obtenus dans le sang et la peau de patients atteints de 

dermatite atopique ou post-AVC. 383,388  

Pour répondre à notre second objectif, nous avons utilisé le modèle génétique de DT2 

et des souris « littermates » comme contrôle. Ces souris ont reçu quotidiennement par 

gavage, pendant trois mois, de l’eau ou du ME-3 (1010 CFU). Comme attendu, nous 

avons pu constater après douze semaines de traitement, que la souche ME-3 

n’affectait pas le poids des souris WT. Cependant, nous avons pu observer une 

atténuation significative de la prise de poids chez les souris diabétiques traitées par 

rapport aux souris diabétiques non traitées (-14% de poids corporel).  

Notre première hypothèse s’est portée sur un effet anorexigène du probiotique. 

Cependant aucune différence de consommation n’a été rapportée entre les groupes 
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de souris diabétiques traitées et non traitées. Une moindre consommation a bien été 

observée chez les souris WT traitées par rapport au non traitées, mais cette légère 

différence était présente avant le début du traitement, et n’est manifestement liée qu’à 

la randomisation des animaux WT.  

La seconde hypothèse pouvant expliquer cette perte de poids est une diminution de 

l’absorption des graisses au niveau intestinal et une augmentation de la teneur en 

lipides dans les fèces des groupes traités. Une analyse des échantillons de fèces 

restants est envisagée pour confirmer cette hypothèse. 

Selon la littérature, une baisse de l’absorption énergétique provenant de la 

fermentation des aliments ou une augmentation des dépenses énergétiques pourrait 

aussi expliquer la perte de poids observée chez des souris traitées par des souches 

bactériennes. 337  

 

D’après certaines études, la perte de poids due à une diminution du tissu adipeux 

serait associée à une baisse de l’insulinorésistance et donc à une amélioration du 

métabolisme du glucose. 401 Dans notre étude, nous avons pu observer une 

amélioration de la tolérance au glucose dans les deux groupes traités. Pour le groupe 

WT traité, le pic de glycémie à quinze minutes post-gavage a été significativement 

atténué (-41%) par rapport au groupe non traité. Cette baisse spécifique à quinze 

minutes a été non seulement confirmée chez tous les animaux WT traités, mais aussi 

après seulement 6 semaines de traitement (données intermédiaires non présentées 

dans la partie expérimentale). Nous avons pu également mettre en évidence une 

augmentation du butyrate (+60%) et du transcrit de son récepteur Ffar2 (+111%) dans 

ce groupe. Selon la littérature, le butyrate, en se liant à son récepteur intestinal 

synthétiserait du GLP-1 qui en passant par la circulation irait agir au niveau du 

pancréas pour induire une sécrétion de l’insuline. 402 Il est important de préciser que 

les augmentations de butyrate et de Ffar2 se sont révélées statistiquement non 

significatives (respectivement p=0,37 et p=0,12), mais nous pensons que cela est dû 

à la faible puissance statistique associée au nombre limité d’échantillons (n=4 par 

groupe) pour cette partie de notre étude.  
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Concernant les souris diabétiques traitées, la tolérance au glucose a été améliorée de 

60 à 120 minutes et nous avons pu observer une baisse de l’aire sous la courbe des 

OGTT de 7%. Ici encore cette amélioration de la tolérance au glucose était déjà visible 

après 6 semaines de traitement (données non présentées dans la partie 

expérimentale). Chez les souris diabétiques, les niveaux de butyrate et du transcrit de 

son récepteur étaient inchangés entre les souris traitées et non traitées. Il est possible, 

dans ce cas, que la souche ME-3 ait amélioré la sensibilité de l’insuline plutôt que la 

production d’insuline. Cependant une des limites de nos travaux est l’absence de 

dosage de l’insuline ainsi que du GLP-1 circulant dans nos expérimentations animales. 

Nous pouvons tout de même faire le lien entre la perte de poids corporel chez les 

animaux diabétiques et l’amélioration de leur tolérance au glucose, comme le suggère 

la littérature. 401 

 

 

Comme observé dans l’étude constituant le 1er objectif, les animaux diabétiques 

présentaient une hyperglycémie chronique ainsi que des concentrations de furosine 

dans le plasma et les organes d’intérêts (reins, poumons, cœur, foie) deux à quatre 

fois plus élevées que chez les animaux WT. Des études précliniques (LepRdb/db, 368 

HFD-STZ mice 356 or STZ-rats 370,372) et cliniques (patients diabétiques) 360 utilisant 

différentes souches bactériennes ont montré une variation du niveau d’HbA1c. Dans 

notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de différence d’HbA1c ni de variation 

de la furosine dans le plasma des animaux traités. Par contre nous avons pu mettre 

en évidence une réduction des niveaux de furosine dans les reins des animaux traités, 

que ce soit chez les diabétiques ou les WT.  

Tandis que l’HbA1c ne peut être suivie que dans les érythrocytes, la furosine peut 

quant à elle être quantifiée dans les protéines du plasma, les tissus et différents 

organes. L’universalité du dosage de la furosine a été un argument dans le choix de 

ce marqueur pour le suivi de la glycation précoce dans nos deux expérimentations. 

Nous verrons par la suite que les baisses de teneurs de furosine retrouvées dans les 

reins des animaux traités sont corrélées à des améliorations du fonctionnement rénal. 
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Comme nous l’avons décrit dans la première partie de cette discussion, les souris 

LepRdb/db étaient plus exposées à la CML alimentaire que les souris WT. Nous avons 

pu constater ici que la souche bactérienne ME-3 réduisait la CML libre dans les reins 

et les poumons des souris diabétiques et WT. Cette réduction est visible dans les 

organes qui sont connus pour accumuler le plus la CML alimentaire.  Elle n’est pas 

retrouvée dans le cœur et le foie qui sont des organes moins sensibles à 

l’accumulation de la CML alimentaire.  

Il est possible que la souche ME-3 ait amélioré la métabolisation de la CML alimentaire 

au niveau intestinal et ait, ainsi, empêché son absorption puis accumulation dans 

certains organes périphériques. Une étude de M. Hellwig et al. a montré in vitro, que 

la CML se dégradait en présence d’échantillons de fèces humaines après 24h. 300 Pour 

pouvoir confirmer notre hypothèse, nous envisageons d’incuber la souche bactérienne 

en présence de CML pendant plusieurs heures à 37°C et de quantifier la CML à 

différents temps de culture bactérienne.  

À l’inverse, nous n’avons noté aucun effet de la souche bactérienne sur la CML 

protéique. Ce résultat n’est pas surprenant, puisque nous avons montré que le 

probiotique n’a pas d’effet direct sur la glycémie à jeun. 

 

Nous avons finalement investigué l’effet de la souche ME-3 sur quelques 

complications du diabète et notamment celles touchant le foie et les reins.  

Dans certaines études murines, l’utilisation de souches bactériennes spécifiques 

(L. rhamnosus, 351 L. casei, 356 L. paracasei, 353 …) ont mis en évidence une baisse 

des TG hépatiques. Au cours de notre étude, nous avons observé une atténuation du 

développement de la stéatose hépatique à travers une réduction du poids des foies, 

une réduction des TG hépatiques, une baisse de l’inflammation et une baisse de l’un 

des marqueurs de souffrance hépatique (ALAT). Il est possible que la souche 

bactérienne améliore la perméabilité intestinale et réduise le passage des LPS 

intestinaux vers le foie, et réduise in fine l’inflammation et la stéatose. 316 Dans le cas 

d’une perturbation de la flore intestinale, le métabolisme de la choline est altéré, et 

provoque une dérégulation du métabolisme lipidique. En particulier, une accentuation 
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du métabolisme de la choline conduit à une déficience en choline plasmatique ainsi 

qu’à la formation de métabolites toxiques (di- et tri-méthylamines). Cela conduit 

progressivement à l’accumulation de TG hépatiques, à une inflammation et à des 

dommages hépatiques. 316 Notre seconde hypothèse serait donc que la souche 

bactérienne pourrait atténuer la métabolisation de la choline et ainsi réduire le 

développement de la stéatose hépatique. Un dosage plasmatique de la choline est 

prévu pour vérifier cette hypothèse. 

 

Quelques études ont rapporté une altération du microbiote intestinale et le 

développement de maladies rénales chez l’homme, mais les mécanismes d’action 

sont encore peu décrits. 271 Dans notre dernière étude, nous avons constaté que le 

groupe des souris WT traitées a ingéré légèrement moins de calories que le groupe 

de souris WT non traitées. Bien que cette différence de prise alimentaire ne soit pas 

liée au traitement, puisqu’existante avant le traitement, elle a potentiellement eu un 

effet sur certains paramètres suivis dans notre étude. Nous avons par exemple 

observé une baisse du poids des reins des souris WT traitées, une baisse de la 

concentration de furosine et une réduction significative du ratio albuminurie : 

créatininurie (marqueur de risque de maladie rénale chronique). Il est difficile de 

conclure quant à l’origine de l’amélioration de ce ratio chez les souris WT traitées par 

rapport aux souris WT non traitée. Il serait important de confirmer non seulement l’effet 

potentiel du traitement avec deux groupes de souris ne présentant pas de différence 

d’apport calorique, mais aussi le lien qui pourrait exister entre les concentrations de 

furosine dans les reins et le rapport de concentration albumine : créatinine. 

Un marqueur de lésions tubulaires rénale chronique (Lcn2) a aussi été mesuré. 403   

Comme attendu, il s’est avéré normal chez les souris non diabétiques. En revanche 

son niveau significativement plus élevé chez les souris LepRdb/db permet d’évoquer 

une atteinte tubulaire rénale chez ces souris diabétiques. Nous avons observé que le 

traitement au ME-3 a réduit de 43% le niveau de ce marqueur de lésions tubulaires 

chroniques chez les souris diabétiques traitées. Cette amélioration reste à confirmer 

avec une différence statistiquement significative. En revanche, nous n’avons pas noté 

d’amélioration de la souffrance rénale glomérulaire (ratio albuminurie : créatininurie) 

chez ces souris diabétiques traitées. Un traitement plus long aurait peut-être atténué 

cette souffrancee rénale chez les souris diabétiques. En conclusion, il est possible que 
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la baisse de la consommation alimentaire améliore la fonction glomérulaire dans les 

reins des souris WT. Dans un second temps, la souche bactérienne semble réduire 

les lésions tubulaires rénales chez les souris diabétiques. Nos résultats concordent 

avec une étude qui a rapporté des effets bénéfiques de la souche bactérienne L. 

paraplantarum sur les dommages rénaux induits par le diabète chez le rat-STZ. 404 

Après avoir étudié le microbiote au sein des quatre groupes, nous avons pu constater 

une tendance à la baisse des bactéries du phylum des protéobactéries et des bactéries 

de la famille des entérobactéries correspondantes chez les souris WT traitées. D’après 

la littérature ces bactéries auraient des effets pro-inflammatoires. Finalement, il 

semblerait que mise à part cette tendance à la baisse pour les entérobactéries, la 

souche ME-3 n’altère pas la flore bactérienne au niveau des phylum et des familles 

que ce soit pour les catégories dominantes ou sous dominantes chez les souris 

diabétiques ou WT. 
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Des études précliniques et cliniques ont montré que des souches 

bactériennes pouvaient avoir des effets bénéfiques sur les paramètres glucidiques 

mais aucune n’a pour le moment investigué les effets de ces souches sur la glycation. 

Le double objectif de ces travaux était de caractériser le modèle murin de glycation le 

plus pertinent parmi plusieurs modèles de diabète (génétique et alimentaires) afin 

d’étudier par la suite les effets d’une souche bactérienne, le Lactobacillus fermentum 

ME-3, sur la glycation et les complications du diabète. 

Nous avons dans un premier temps démontré par une méthode quantitative et 

spécifique, l’HPLC-MS/MS, que le modèle génétique de diabète (LepRdb/db) était le 

plus pertinent par rapport aux deux modèles alimentaires (souris soumises à un régime 

HFD ou HF-HS). Les souris LepRdb/db du modèle génétique avaient des niveaux de 

furosine et de CML significativement plus élevés dans le plasma et les organes cibles 

par rapport aux souris WT. À l’inverse les souris des modèles alimentaires avaient des 

niveaux en furosine et en CML similaires à ceux des souris soumises à un régime ND. 

La caractérisation d’un modèle de glycation et de diabète nous a été utile pour étudier 

les effets de la souche bactérienne ME-3 sur la glycation, mais cette étude pourra 

également servir pour de futurs développements thérapeutiques visant à atténuer la 

formation et l’accumulation des produits de glycation. 

Après avoir caractérisé le modèle de glycation et de diabète le plus pertinent, nous 

avons administré à des souris diabétiques et non diabétiques, une souche bactérienne 

pour y étudier ses effets sur la glycation et les complications du diabète. 

Nous avons pu mettre en évidence des effets de la souches ME-3 sur – 1) l’atténuation 

de la prise de poids chez les souris diabétiques – 2) une baisse de la concentration de 

furosine dans les reins des souris WT et diabétiques – 3) une baisse de l’accumulation 

de la CML libre dans les reins et les poumons des souris WT et diabétiques – 4) un 

effet protecteur contre les complications rénales chez les souris diabétiques – 5) une 

réduction du risque de maladie rénale chronique chez les souris WT et diabétiques – 

6) une atténuation du développement de la stéatose hépatique chez les souris WT et 

diabétiques. 

 

 



197 
 

Afin de compléter ces travaux, différentes perspectives peuvent être envisagées.  

Un dosage de l’insuline ainsi que du GLP-1 aurait été nécessaire afin de faire le lien 

entre le microbiote et l’amélioration de la tolérance au glucose observée chez les 

souris traitées. Nous avons pu observer chez les souris WT une augmentation des 

niveaux de butyrate et du transcrit de son récepteur (Ffar2). Nous faisons l’hypothèse 

qu’en augmentant les niveaux de butyrate et de son récepteur, la souche bactérienne 

permettrait une synthèse accrue du GLP-1 induisant une augmentation de la sécrétion 

en insuline par le pancréas et donc une meilleure prise en charge du glucose.  

Afin de vérifier une autre de nos hypothèses, il serait intéressant de pouvoir réaliser 

une étude in vitro en mettant la souche ME-3 en présence de CML pendant une durée 

déterminée et de quantifier la CML par HPLC-MS/MS à différents temps. Nous 

pourrions ainsi confirmer que la souche bactérienne ME-3 dégrade la CML au niveau 

de l’intestin, et limite son absorption intestinale, son passage dans la circulation 

systémique et son accumulation dans les organes  

La CML est l’un des AGE les plus abondants in vivo, mais aussi l’un des plus étudié. 

Cependant il aurait été intéressant de quantifier d’autres AGE tels que le MG-H1 ou la 

pentosidine, et de valider nos conclusions avec ces autres marqueurs de la glycation 

avancée. Grâce à la méthode analytique que nous avons utilisée pour quantifier la 

CML, nous avons aussi pu quantifier la N-carboxyéthyl-lysine (CEL). Les résultats sont 

présentés en Annexes 1 à 6. Ils nécessitent encore une analyse détaillée avant 

interprétation.  

Pour étudier le lien entre l’utilisation de la souche ME-3 et l’atténuation du 

développement de la stéatose hépatique, il serait judicieux de pouvoir doser la choline 

dans le plasma des souris. Une augmentation des niveaux de choline plasmatique 

chez les souris traitées serait alors un élément important pouvant expliquer une plus 

faible accumulation des lipides hépatiques chez ces souris. 

De manière surprenante, lors de la première étude murine, nous avons constaté une 

forte augmentation de la fructoselysine dans les foies des souris diabétiques db/db par 

rapport aux souris WT. Cependant, le niveau de fructoselysine était encore plus élevé 

dans les foies des souris soumises à un régime HFD ou HF-HS. Comme nous l’avons 

expliqué précédemment, il y a très peu de données publiées sur la glycation dans le 

foie. Il serait intéressant d’étudier d’avantage la glycation précoce et avancée dans cet 
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organe, qui représente un élément majeur dans le métabolisme du glucose. Enfin, la 

stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD en anglais) qui est l’une des affections 

hépatiques chroniques des plus fréquentes est une complication importante au 

diabète. 

Dans un second temps, nous avons pu observer une réduction de la CML protéique 

dans les poumons des souris soumises à un régime HFD ou HF-HS. Ici encore la 

littérature est peu abondante. C’est cependant dans cet organe que le RAGE est 

présent en plus forte quantité. 405 Nos données sur la CEL dans cet organe (annexes 

1 à 6) montrent la même tendance que pour la CML, mais elles montrent aussi pour la 

première fois des teneurs très élevées en ce deuxième AGE (10 fois plus concentré 

que la CML). Une étude approfondie serait nécessaire afin de comprendre les 

mécanismes impliquant les produits de glycation avancée dans ce second organe. 

Enfin, au cours de l’étude, nous avons prélevé l’ensemble des organes de chacune 

des souris. Il serait pertinent de pouvoir étudier les effets de la souche ME-3 sur la 

glycation et les complications du diabète sur d’autres organes ou tissus comme la 

peau, les cristallins ou le cerveau. Concernant la peau, les données seraient 

facilement comparables aux données de la littérature puisqu’en effet une grande 

majorité des études sur la glycation a quantifié les produits précoces et avancés dans 

ce tissu.  
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Annexe 1 Concentrations of free carboxyethyllysine (CEL) expressed in µg/g of dry 
organ in kidneys (A), lungs (B), heart (C) and liver (D). The genetic model (white boxes, 
22 weeks old) compares wild type (db/+) with db/db mice (both n=15). The DIO models 
(grey boxes, 34 weeks old) compares wild type mice fed a normal diet (ND; n=5), a 
high-fat diet (HFD; n=7) or a high-fat, high-sucrose diet (HF-HSD; n=9).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Wilcoxon test was 
used to compare db/db mice with their controls; a Kruskal Wallis test for multiple 
comparisons was used to compare HFD and HF-HSD groups with the ND group. 
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Annexe 2 Concentrations of protein-bound carboxyethyllysine (CEL) expressed in 
µmol/mol of lysine in kidneys (A), lungs (B), heart (C) and liver (D). The genetic model 
(white boxes, 22 weeks old) compares wild type (db/+) with db/db mice (both n=15). 
The DIO models (grey boxes, 34 weeks old) compares wild type mice fed a normal 
diet (ND; n=5), a high-fat diet (HFD; n=7) or a high-fat, high-sucrose diet (HF-HSD; 
n=9).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Wilcoxon test was 
used to compare db/db mice with their controls; a Kruskal Wallis test for multiple 
comparisons was used to compare HFD and HF-HSD groups with the ND group. 
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Annexe 3 Concentrations of free carboxyethyllysine (CEL) expressed in µg/g of dry 
organ in kidneys (A), lungs (B), heart (C) and liver (D). Untreated WT (db/+; n=15) and 
diabetic mice (db/db; n=14 – white boxes) were compared with treated WT Lf (db/+ Lf; 
n=14) and diabetic Lf mice (db/db Lf; n=15 – dark boxes).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, « * » denotes comparison of untreated with treated 
mice while « # » denotes a comparison of db/db with db/+ mice, ** or ## p<0.01, ### 
p<0.001. Wilcoxon tests were used to compare treated with untreated groups. 

 



244 
 

 
Annexe 4 Concentrations of protein-bound carboxyethyllysine (CEL) expressed in 
µmol/mol of lysine in kidneys (A), lungs (B), heart (C), liver (D) and plasma (E). 
Untreated WT (db/+; n=15) and diabetic mice (db/db; n=14 – white boxes) were 
compared with treated WT Lf (db/+ Lf; n=14) and diabetic Lf mice (db/db Lf; n=15 – 
dark boxes).  
Whisker boxes, 10-90 percentile, « * » denotes comparison of untreated with treated 
mice while « # » denotes a comparison of db/db with db/+ mice, * p<0.05, ## p<0.01 
### p<0.001. Wilcoxon tests were used to compare treated with untreated groups. 
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Annexe 5 Corrélation entre les concentrations de la carboxyéthyllysine (CEL) et de 
la carboxyméthyllysine (CML) exprimées en µmol/mol de lysine. Les points 
correspondent à l’ensemble des souris WT (db/+ ; n=15) et diabétiques (db/db ; n=14) 
traitées ou non par le Lactobacillus fermentum ME-3, dans trois des quatres organes 
d’intérêt (reins, coeur, foie). 
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Annexe 6 Corrélation entre les concentrations de la carboxyéthyllysine (CEL) et de 
la carboxyméthyllysine (CML) exprimées en µmol/mol de lysine. Les points 
correspondent à l’ensemble des souris WT (db/+ ; n=15) et diabétiques (db/db ; n=14) 
traitées ou non par le Lactobacillus fermentum ME-3, dans les poumons. 
 

 
 


