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Résumé

Le diabéte de type 2 (DT2) est considéré aujourd’hui comme un probléme de santé publique majeur
responsable d’une morbidité et mortalité précoces avec une prévalence planétaire en constante
augmentation. Bien que le DT2 soit parfois considéré comme évitable, il est généralement irréversible
et les traitements actuels sont communément inefficaces pour stopper la progression inexorable de la
maladie vers un mauvais controle glycémique et des complications dégénératives micro- et
macrovasculaires.

Le DT2 est caractérisé par une altération de la sécrétion d’insuline par les cellules beta pancréatiques,
combinée a une absence de réponse des organes cibles a 1’insuline (insulino-résistance) incluant le
foie, le tissu adipeux et le muscle squelettique. Malgré 40 ans de recherches intensives, les
mécanismes moléculaires sous-jacents sont toujours largement débattus a ce jour. Le DT2 est une
maladie a forte composante génétique, comme 1’ont montré les études de jumeaux concordants pour le
DT2. Au moins 2% des patients atteints de DT2 ont un diabéte d’origine monogénique, survenant en
général pendant I’enfance ou l’adolescence. L’une de ces formes survient spécifiquement a la
naissance (diabéte néonatal) et 50% de ses étiologies génétiques sont connus a ce jour. Les formes
communes de DT2 survenant chez 1’adulte sont polygéniques, liées a ’interaction entre des variants
génétiques a effet modeste et faible pénétrance, et I’environnement; en outre, des mécanismes
« épigénétiques » seraient aussi en cause.

L’identification des déterminants génétiques du DT2 a été dopée par les études d’association
pangénomique (GWAS pour Genome Wide Association Studies) grace a la mise au point de puces a
ADN, qui permettent d’analyser conjointement plusieurs centaines de milliers de polymorphismes
nucléotidiques simples (SNPs pour Single Nucleotide Polymorphisms) chez plusieurs centaines de
milliers d’individus. Les GWAS ont permis d’identifier a ce jour une trentaine de génes associ¢es au
risque de DT2. Le diagnostic du DT2 repose sur la mesure d’un trait continu, la glycémie a jeun. A
partir de 1,25g/1, un individu est considéré diabétique. La glycémie a jeun, méme chez des personnes
non diabétiques, est fortement héritable, c’est-a-dire que ce paramétre métabolique est sous contrdle
génétique. Nous avons ainsi utilis¢ la méthode des GWAS pour rechercher des loci régulant la
glycémie dans des populations générales comme la population frangaise DESIR. Nous avons mis en
évidence la contribution du géne MTNRIB (codant le récepteur 2 de la mélatonine) dans la sécrétion
d’insuline et la régulation de I’homéostasie glycémique. La mélatonine est I’hormone clef des rythmes
circadiens de I’organisme, et il a été rapporté dans plusieurs études que la perturbation de ces rythmes
est nuisible a ’homéostasie glycémique. Nous avons pu ensuite préciser quelles étaient les s€quences
d’ADN ayant un effet dans ce contrdle glycémique. Nous avons ainsi mis en évidence des mutations
non-synonymes rares qui annihilaient la voie de signalisation de la mélatonine et qui seraient associées
a un risque ¢élevé de DT2. Par ailleurs, via le consortium international MAGIC, nous avons contribué a
I’identification de 16 marqueurs génétiques de la glycémie a jeun, de cinq marqueurs de la glycémie
aprés charge de glucose, et de 10 loci intervenant dans la variance de I’hémoglobine glyquée (HbAlc,
qui est un marqueur communément utilisé pour évaluer le contréle glycémique d’un diabéte traité). Ce
faisant, nous avons montré que si le géne HK/ codant I’hexokinase 1 est le facteur génétique ayant le
plus d’effet sur les valeurs d’HbAlc, il n’intervient pas sur les mécanismes physiologiques de la
régulation de la glycémie. C’est uniquement de par les effets des variants d’HK/ sur la fonction des
globules rouges (et sur le risque d’anémie) que ce géne modifie indirectement I’HbAlc. Ce travail
montre qu’association ne signifie pas nécessairement causalité et qu’il faut toujours raisonner de fagon
physiologique dans I’interprétation des données issues des GWAS. D’ailleurs, les derniers résultats du
consortium MAGIC montre que plus de 50% des génes associés a la variance de ’HbA1c sont bel et
bien liés aux paramétres sanguins.

En conclusion, pendant mon travail de thése j’ai contribué a dresser la carte génétique des variants
fréquents de ’ADN intervenant sur les traits quantititatifs métaboliques qui définissent le DT2. J’ai
montré qu’a certains de ces loci des variants rares a effet(s) biologique(s) fort(s) contribuent aussi au
risque de DT2. Les études d’association pangénomique de traits biologiques quantitatifs au-dela de
leur intérét sur le risque de DT2, permettent de progresser dans la compréhension des mécanismes
physiologiques de I’homéostasie glycémique et des perturbations primaires qui conduisent au DT2.



Abstract

Type 2 Diabetes is a major health care problem responsible for early morbidities and mortality. T2D
prevalence inexorably increases due to dramatic changes in our way of life. T2D is preventable but no
generally curable and present medications fail to prevent the worsening of glucose control and the
development of complications.

T2D is a systemic disease characterized by both insulin secretion defects and by insulin resistance at
the levels of several tissues. Despite more than 40 years of research the aetiologies of T2D are still
elusive. T2D is a multifactorial disease with a significant genetic component. However, T2D is a
polygenic disorder with the effects of multiple DNA variants having a modest effect and a weak
penetrance interaction with environmental factors.

The identification of T2D susceptibility genes has been transformed by Genome Wide Association
Studies (GWAS) which allow the analysis of hundred of thousands Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) in thousands of samples. Case/control GWAS have identified about 30 loci/genes, so far.
However, these loci only explain a small part of T2D inheritance. T2D is defined by the measurement
of the continuous trait “glycemia”. A fasting plasma glucose (FPG) higher than 7mM is considered to
be abnormal. FPG is highly genetically determined and we have reanalyzed our GWAS data obtained
in non diabetic general populations to identify genes that control (normal) glucose values. We first
found that SNPs at MTNRIB (encoding the melatonin 2 receptor) locus regulate both FPG and insulin
secretion. Melatonin is the hormone of darkness that plays a major role in circadian rhythms. The
alteration of these physiological rhythms has been shown to impair glucose homeostasis. Subsequently
we have screened and functionally analysed the coding part of MTNRIB in thousands of T2D cases
and controls for rare lack of function mutations that would be associated with a strong risk for T2D. In
addition via our contribution to the international consortium MAGIC we have identified 16 genetic
markers modulating FPG, five controlling blood glucose after oral glucose load, and ten involved in
the variance of glycated haemoglobin (HbAlc, a clinical marker of glucose control in treated diabetic
patients). In this respect, we have demonstrated that if HK/ (encoding Hexokinase 1) is the most
potent gene controlling HbAlc, it was not at all involved in the physiology of glucose homeostasis.
Instead, variant at HK/ locus act on red cell function, increase risk for anemia, and only indirectly
perturb HbAlc measurement. This study shows that GWAS findings don’t mean causality and it is
always mandatory to question the physiological validity of any association found through GWAS
before implying a gene as causal. In this respect, the MAGIC consortium showed that among all the
genes that regulate HbAlc, a large proportion is indeed directly related to red cell function.

In conclusion, during my PhD, I have contributed to achieve a map of frequent SNPs regulating the
major glucose control quantitative traits that define T2D. I also showed that rare DNA variants with a
stronger biological impact also contribute to T2D risk. Although still of limited value for the
prediction of T2D, GWAS have proven extremely useful to make progress in T2D physiology.
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I. ETAT DES LIEUX DU DIABETE DE TYPE 2

1/ Epidémiologie du diabete en France et de part le monde

Le diabéte est une maladie chronique déja décrite (en tant que polyurie, étant ’un des
signes principaux du diabéte sucré) dans le papyrus Ebers qui constitue I'un des plus anciens
traités médicaux nous étant parvenu a ce jour, rédigé au temps d’Amenhotep I¥ ou
d’Amenhotep III selon les égyptologues (XV™ ou XVI™ siécle avant Jésus-Christ). Le
diabéte a aujourd’hui atteint des proportions épidémiques malgré le fait que ce ne soit pas une
maladie infectieuse : 240 millions d’individus sont atteints de diabéte de part le monde et il
fait autant de victimes que le sida (3,8 millions de déces estimés dans le monde en 2007) (1).
En 50 ans, 1’épidémie s’est développée dans nombre de populations dont la facon de vivre a
radicalement changé : d’un modele traditionnel imprégné d’agriculture a un mode de vie
« occidentalisé ». Aujourd’hui, dans la plupart des pays industrialisés, la prévalence du
diabéte dans la population adulte (entre 20 et 79 ans) a atteint environ 6% (1-3). D’ici a 2025,
il est estimé que 380 millions de personnes soient diabétiques (dont 80% habitant dans les
pays en voie de développement), soit plus de 7% de la population adulte mondiale (1-3). En
2007, la région du Pacifique Occidental et I’Europe affichaient les effectifs les plus élevés de
personnes diabétiques. En termes de prévalence, les chiffres les plus inquiétants venaient de la
Meéditerranée Orientale (9,2%), du Moyen-Orient (9,2%) et de I’Amérique du Nord (8,4%).
D’ici a 2025, il est estimé que les prévalences du diabéte en Amérique centrale et en
Amérique du Sud se rapprocheront dangereusement de celle d’Amérique du Nord (estimées a
9,3% et 9,7%, respectivement). La région du Pacifique Occidental afficherait I’effectif le plus
¢levé de sujets atteints estimé a 100 millions (Figure 1) (1).

En France métropolitaine, la prévalence du diabéte traité (personnes auxquelles ont été
délivrés au moins trois fois dans I’année, a trois dates différentes, un antidiabétique oral et/ou
de I’insuline) a augmenté¢ de 2,6 a 3,6% entre 2000 et 2005, soit une augmentation annuelle de
5,7% (4). En 2007, la prévalence du diabéte traité en France (incluant les régions d’outre-mer)
était de 3,95%, soit 2,5 millions de personnes atteintes. Il existait un risque accru chez les
hommes ayant un age supérieur a 40 ans : prés d’un homme sur cinq était diabétique a 75 ans
(Figure 2). Les prévalences les plus fortes étaient constatées dans les régions d’outre-mer : la

Réunion (7,8%), la Guadeloupe (7,3%) et la Martinique (6,8%). A I’inverse de la métropole,



il existait un risque accru chez les femmes avec en moyenne un écart de prévalence de deux
points avec les hommes. En métropole, les régions du Nord et du Nord-Est montraient les plus
fortes prévalences : du Nord-Pas-de-Calais a 1’Alsace, une large bande limitrophe présentait
des prévalences du diabéte nettement supérieures a la moyenne nationale (> 4,5%) (4). A
I’inverse, les prévalences dans le Grand-Ouest de la métropole étaient un a deux points
inférieurs a la moyenne nationale (Figure 3) (4). Globalement, 1’épidémie de diabéte n’a
cess¢ de progresser en France. Il est important de noter toutefois que la situation francaise
aujourd’hui est identique a celle des Etats-Unis ou de la Grande-Bretagne il y a une dizaine
d’années : la prévalence de 3,9% observée aux Etats-Unis en 1998 est semblable a la
prévalence francaise de 2007. En 2016, il est estimé en France que 2,8 millions d’individus
soient diabétiques, soit une prévalence d’environ 4,5%, avec des disparités géographiques
davantage accrues (4).

Méme s’il faut tenir compte dans cette progression de 1’augmentation de I’espérance
de vie des malades et d’un meilleur dépistage, le diabéte reste un probléme de santé
publique majeur : en 2000, le cotit global des soins donnés aux patients diabétiques en France
était estimé a 5,71 milliard d’euros (2,4 milliards d’euros en soins hospitaliers ; 3,3 milliards
d’euros en soins de ville), soit environ 5% des dépenses de I’assurance maladie, avec une
progression annuelle estimée a 8,7% (5). Au niveau mondial, on s’attend a ce que les
dépenses en soins de santé pour le diabéte s’élévent a plus de 11% des dépenses totales de
santé en 2010 (équivalentes a 376 milliards de dollars). D’ici 2030, ce chiffre devrait excéder
les 490 milliards de dollars (1).

En outre, le diabéte altére fortement la qualité de vie du malade par le biais de ses
complications micro- et macrovasculaires (Figure 4) qui diminuent I’espérance de vie de 25%
en moyenne chez des patients atteints a un dge moyen de 40-50 ans (6). Dans les pays
industrialisés, le diabéte est I'une des cinq premiéres causes de mortalité et de handicap (via la
cécité, les insuffisances rénales et/ou les amputations que le diabéte peut engendrer) (1). Le
20 décembre 2006, 1’Assemblée générale des Nations Unies votait la Résolution 61/225,
reconnaissant le diabéte en tant que « maladie chronique, invalidante et cofiteuse, associée a
de lourdes complications qui représentent des risques graves pour les familles, les pays et le
monde entier ». Elle a fait du 14 novembre, date de ’actuelle Journée Mondiale du Diabéte,

une journée des Nations Unies, qui est célébrée chaque année depuis 2007.



2/ Diagnostic du diabete

Les criteres de diagnostic du diabéte ont deux buts principaux :
i/ identifier et classer des individus atteints de diabéte et donc proposer un traitement
approprié ;
ii/ fournir un outil dédi¢ aux études épidémiologiques visant a déterminer la prévalence et
I’incidence du diabéte et de ses facteurs de risque, dans le cadre de plans de santé ou de
recherche.

Le diabéte est défini par 1’Association Américaine du Diabéte (ADA pour American
Diabetes Association) comme étant « un groupe de maladies métaboliques caractérisé par une
hyperglycémie résultant de dysfonctionnements de la sécrétion d’insuline par les cellules beta
pancréatiques, dans 1’action de I’insuline ou des deux. L’hyperglycémie chronique s’associe a
long terme a des dommages touchant divers organes incluant plus particuliérement les yeux,
les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins » (7). Le diagnostic du diabéte est basé
sur les derni¢res recommandations de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS ou WHO
pour World Health Organization) datées de 1999 mais aussi sur celles de ’ADA datées de
1997. La substantifique moelle de ces deux définitions se vaut et se trouve résumée dans la
Table 1. Briévement, quand le patient montre des symptomes classiques du diabéte (polyurie,
polydipsie, perte de poids inexpliquée, irritabilité, extréme fatigue, infections fréquentes), un
diabéte peut étre diagnostiqué quand la glycémie a jeun du patient est supérieure ou égale a
7mmol/l ou quand sa glycémie deux heures aprés une hyperglycémie provoquée par voie
orale (HGPO, ingestion de 75g de glucose a jeun) est supérieure ou égale a 11,1mmol/l (7).
Par contre, quand le patient est asymptomatique, le diagnostic ne peut étre révélé sur une
seule valeur de glycémie. Une glycémie anormale doit étre confirmée a une date postérieure.
Il est recommandé aux patients montrant une hyperglycémie a jeun de passer un test HGPO
afin de confirmer ou d’exclure tout diabéte (7).

Les recommandations de ’ADA et de ’OMS sont mises a jour chaque année. En
2009, I’ADA a décidé de promouvoir la mesure de I’hémoglobine glyquée (HbAlc) comme
un nouveau test de diagnostic du diabete (8). D’apres le président élu de ’ADA Richard M.
Bergenstal : « Nous pensons que 1’utilisation de ’'HbAlc encouragera un plus grand nombre
de personnes a tester leur diabéte car cette mesure ne requiert pas d’étre a jeun, et aidera a
réduire davantage le nombre de sujets non diagnostiqués mais vivants avec cette pathologie
chronique et potentiellement mortelle. En outre, une détection précoce peut faire une énorme

différence dans la qualité de vie du patient ». Une HbAlc comprise entre 5,7 et 6,4%
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révelerait que le patient est dans un état prédiabétique (indiquant une HbAlc plus élevée que
la normale mais pas assez pour diagnostiquer un diabéte). Un diabete serait diagnostiqué pour
une valeur d’HbA 1c¢ supérieure ou égale a 6,5%. Cette décision a été (et continue d’étre) pour
le moins controversée. J aborderai plus profondément ce point au cours de la présentation de

mes travaux de theése.

3/ Le diabete de type 2 et ses formes poly- et monogéniques

Il existe deux formes principales de diabete :

i/ Le diabéte de type 1 (DT1) qui est une endocrinopathie auto-immune détruisant les cellules
beta pancréatiques et entrainant une incapacité totale de 1’organisme a produire de I’insuline.
Le DT, qui touche entre 5 et 10% des individus diabétiques (9), ne sera pas abordé dans ce
manuscrit.

ii/ Le diabéte de type 2 (DT2) qui ne résulte pas d’un défaut d’immunité de I’organisme et qui
touche entre 85 et 95% des individus atteints de diabéte.

N.B: Jai simplifié la description du DT1 en diabéte de type 1a. Il existe en effet un diabéte de type 16
dans lequel aucun signe sérologique d auto-immunité n'est révélé (9; 10). Ainsi, ce type 1b peut étre
fortement assimilé a des formes sévéres de DT2 (insulinothérapie dés la déclaration du diabéte avec possible

acidocétose). En pratique donc, il peut étre inclus dans le DT2.

Le DT2 commun est une pathologie complexe car multifactorielle (2; 11). On parle
aussi de maladie polygénique : la survenue d’un DT2 commun (autour de 1’dge de 65 ans en
moyenne en France (4)) dépend d’une forte composante environnementale (incarnée par une
inactivité physique, une nourriture riche en graisse, le vieillissement, des événements durant
la vie feetale et a la naissance...) interagissant avec un large spectre de variants génétiques
situés dans des loci de susceptibilit¢é au DT2 incluant ou non des geénes. Les contributions
relatives des variants génétiques et de I’environnement différent considérablement d’un
individu a un autre méme s’ils ont des phénotypes cliniques trés similaires (11). Quoiqu’il en
soit, ’obésité reste le facteur de risque principal du DT2. Environ 70% des individus atteints
de DT2 sont manifestement obéses au moment du diagnostic, avec le plus souvent une
accumulation de graisse au sein et autour de la cavité¢ abdominale (11). Mais il est important
de noter que plus de 50% des personnes obeses ne sont pas atteintes de diabete et qu’un
nombre non négligeable de personnes atteintes de DT2 a un indice de masse corporelle (IMC)

tout a fait normal. Ainsi un DT2 ne peut étre seulement expliqué par 1’obésité.
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Parmi les individus atteints de DT2, moins de 10% présentent une forme
monogénique, c’est-a-dire associée au dysfonctionnement d’un gene particulier (11). D’un
point de vue clinique, les patients atteints d’une forme monogénique de DT2 montrent divers
degrés de sévérité d’hyperglycémie chronique associée principalement a des anomalies de la
sécrétion insulinique, au niveau des cellules beta pancréatiques. Plusieurs sous-types de DT2
monogénique ont été caractérisés suivant 1’age d’apparition de la maladie et les phénotypes
cliniques associés :
i/ Le diabéte de type MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young) qui est une forme de
DT2 familiale a transmission autosomale dominante et a survenue précoce (classiquement
avant 1’age de 25-30 ans). La prévalence du MODY est estimée entre 2 et 5% des DT2 (12;
13). Le MODY n’est pas une simple entité mais représente une pathologie hétérogéne au
regard d’un large spectre de caractéristiques génétiques, métaboliques et cliniques (13). Au
moins sept sous-types de MODY liés a des mutations dans sept génes de susceptibilité ont été
décrits dans la littérature. Les protéines codées par ces sept génes ont toutes un role crucial
dans le développement et la fonction des cellules beta pancréatiques.
ii/ Le diabéte néonatal ou le diabéte de la jeune enfance (DN) qui comme son nom 1’indique,
survient dans les premiers mois de vie. Le DN est une maladie métabolique tres rare (~1/300
000 naissances) mais potentiellement dévastatrice entrainant chez les patients atteints des
niveaux plasmatiques d’insuline trés bas voire indétectables (14). Environ la moitié des cas de
DN ont une forme transitoire mais peuvent finalement rechuter durant la puberté ou un peu
plus tard dans la vie. A I"opposé, les patients ayant une forme permanente de DN requicrent
un traitement continu dés la survenue de leur hyperglycémie (14).
iii/ Les syndromes monogéniques associés a un diabéte précoce, comme les syndromes de
Wolcott-Rallison ou de Wolfram, qui touchent différents organes a la fois (incluant les ilots
de Langerhans qui comprennent les cellules beta pancréatiques). Ces syndromes montrent
principalement une transmission récessive et sont, dans ce cas, souvent liés a une
consanguinité familiale (15).

Je reviendrai sur I’étiologie génétique des formes poly- et monogéniques du DT2 et les

phénotypes associés dans la partie III de cette introduction.
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4/ Part héréditaire du diabete de type 2 commun

Plusieurs indices montrent une contribution génétique dans la survenue d’un DT2
commun :
i/ Le DT2 commun montre clairement des agrégations familiales, qui toutefois ne suivent pas
une transmission Mendélienne classique. Une histoire familiale de DT2 augmente de 2 a 4
fois le risque de devenir diabétique de type 2 (2). Environ 25% des apparentés au premier
degré de patients atteints de DT2 développent une intolérance au glucose ou un DT2 au cours
de leur vie. Si les deux parents sont atteints, la prévalence de DT2 chez les enfants approche
les 60% a I’age de 60 ans (2), alors qu’elle est au moins 10 fois inférieure dans la population
générale (cf supra ; partie 1.1/ de cette introduction).
ii/ Le DT2 commun montre de trés hautes prévalences dans certains groupes ethniques isolés
(i.e. habitant dans un méme environnement). Chez les Indiens Pima habitant dans le désert
d’Arizona aux Etats-Unis, la prévalence de DT2 commun est estimée a 40-50% des 1’age de
35 ans et atteint 70% entre 55 et 64 ans (16). Les populations Mexico-Américaine et
Portoricaine vivant aux Etats-Unis montrent aussi des prévalences de DT2 extrémes (24% et
26%, respectivement chez des personnes agées de 45 a 74 ans) (17). La petite ile de Nauru
située dans le Pacifique et comptant une communauté d’environ 14 000 habitants, constitue le
pays montrant la plus haute prévalence de DT2 estimée a 30,9% en 2010 (1).
iii/ Le DT2 montre un trés grand taux de concordance entre jumeaux monozygotes comparé
aux jumeaux dizygotes. Comme les jumeaux dizygotes partagent I’environnement (2 la fois
intra- et extra-utérin) mais seulement 50% de leurs variants génétiques, les taux de
concordance entre jumeaux monozygotes en plus de ceux entre jumeaux dizygotes sont
utilisés afin de distinguer les contributions génétiques des apports environnementaux dans la
survenue d’un DT2 et in fine d’évaluer 1’héritabilité du DT2 (2). Chez les sujets agés de plus
de 60 ans, les taux de concordance dans la survenue d’un DT2 sont estimés a 35-90% chez les
jumeaux monozygotes, comparés a 17-37% chez les jumeaux dizygotes (2; 18-20). Notons
qu’il existe dans la littérature une forte variabilité¢ des taux de concordance selon les études.
Sont probablement en cause les critéres utilisés pour la définition du diabéte (basée sur la
glycémie a jeun, ou le test HGPO, ou encore les traitements anti-diabétiques), 1’utilisation ou
non d’auto-questionnaire sans analyses sanguines, 1’inclusion ou non de cas extrémes, qui
constituent un ensemble d’¢léments pouvant facilement modifier les résultats (18). Via un
design visant & éviter ces biais, Poulsen et al. ont estimé 1’héritabilit¢ du DT2 a 26% en

incluant dans leur modéle statistique la variance environnementale, la variance génétique et la
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variance environnementale partagée par les jumeaux (18). En suivant le méme modéle,
I’héritabilité du DT2 ou de I’intolérance au glucose s’élevait a 61% (18).

Il est & noter que les taux de concordance chez les jumeaux monozygotes peuvent
sous-estimer les effets génétiques car la nutrition intra-utérine chez des jumeaux partageant le
méme placenta (jumeaux ‘monochorioniques’) peut entrainer un retard de croissance comparé
au jumeaux dizygotes (2). Or un faible poids de naissance est lui-méme associ¢ a une
augmentation du risque de DT2 plus tard dans la vie (2). En outre, une obésité ne peut étre
« casée » dans une composante environnementale, étant elle-méme une pathologie tres
héritable (18; 21). Par conséquent, une répartition précise de tous les protagonistes dans la
survenue d’un DT2 commun (genes, obésité, poids de naissance, malnutrition, vieillesse...)
reste difficilement quantifiable car ces facteurs de risque ont tendance a se recouper.
Quoiqu’il en soit, la part génétique dans la survenue d’un DT2 est aujourd’hui évidente.

Ce constat s’oppose fortement aux pensées médicales répandues il y a encore moins de
20 ans, qui accusaient les patients atteints de diabéte « gras », alias de DT2, de mériter leur
pathologie di a leur mauvais mode de vie. Cela n’a fait qu’aggraver 1’isolement des malades.

Cette mauvaise perception du DT2 est encore visible aujourd’hui.
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Il. HOMEOSTASIE GLUCIDIQUE ET DIABETE DE TYPE 2

L’homéostasie est un terme qui a été initialement ¢laboré et défini par Claude Bernard
en 1850 comme étant la capacité que peut avoir un systéme ouvert ou fermé a conserver son
équilibre de fonctionnement en dépit des contraintes qui lui sont extérieures. Le glucose est un
aldohexose directement assimilable par 1’organisme. Il est globalement reconnu comme une
essence vitale au bon fonctionnement de 1’organisme mais devenant rapidement toxique a
forte dose via divers mécanismes (comme la glycation des protéines qui inhibe leurs
fonctions). Par conséquent, I’homéostasie glucidique est cruciale et implique des interactions
complexes entre des mécanismes humoraux et nerveux qui fonctionnent de concert afin de
réguler finement la balance entre production et utilisation du glucose. Un patient atteint de
DT2 montre des dysfonctionnements dans cette balance incarnés par une glycémie a jeun
anormalement ¢élevée et liés a des défauts de sécrétion et d’action d’une hormone clef dans la
régulation de la glycémie : I’insuline.

NB : La majeure partie des protéines codées par les génes de susceptibilité au DT2 élucidés a ce jour ont un
10le majeur dans les cellules beta pancréatiques et leur fonction de sécrétion insulinique (cf infra ; partie 111.
de cette introduction). Ainsi, je me suis avant tout focalisée sur les cellules beta et leur rdle crucial dans
Choméostasie glucidique. Le cerveau et les organes cibles de [insuline comme le foie, les muscles

squelettiques ou encore le tissu adipeux seront beaucoup moins abordeés.

1/ Fonction des Tlots de Langerhans et sécrétion insulinique : d’une physiologie normale

au diabéte de type 2

NB : Tout au long de cette sous-partie, la physiologie normale sera écrite en noire alors que les événements

et mécanismes décrits dans le DT2 seront écrits en violet.

a) Structure et fonction des ilots de Langerhans

Le pancréas est un organe complexe constitué d’un tissu endocrine (~2%) et
majoritairement d’un tissu exocrine (~98%) produisant les enzymes nécessaires a la digestion
et composé essentiellement de structures lobulaires appelées ‘acini’ mais aussi de structures
ramifiées constituant les canaux pancréatiques (Figure 5) (22). C’est un étudiant allemand en

anatomie, Paul Langerhans, qui a été¢ le premier a décrire en 1869 des « ilots de cellules
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distinctes » distribués tout au long du pancréas. Les ‘ilots de Langerhans’, ainsi nommés
aujourd’hui, incarnent la partie endocrine du pancréas. Les ilots ont une forme quasi-
sphérique, avec un diamétre moyen compris entre 40 et 400um (22). Un pancréas humain sain
peut contenir jusqu’a un million d’ilots ayant chacun sa propre anatomie complexe, sa
vascularisation et son innervation (cf Figure 5). La masse totale des ilots représente
seulement un gramme de tissu environ (22). Un ilot comprend de quelques a 5 000 cellules
endocrines appartenant principalement a cinq sous-types :

i/ les cellules beta (~60% des cellules endocrines d’un ilot humain adulte) qui sécrétent
I’insuline (seule hormone hypoglycémiante de I’organisme), I’acide gamma-amino-butyrique
(GABA) et les polypeptides amyloides (IAPP ou amyline) ;

ii/ les cellules alpha (20-30%) qui sécrétent le glucagon (hormone hyperglycémiante) ;

iii/ les cellules delta (~10%) qui sécrétent la somatostatine ;

iv/ les cellules PP (<5%) qui sécrétent le polypeptide pancréatique ;

v/ les cellules epsilon (~1%) qui sécrétent la ghréline.

Les ilots de Langerhans sont trés vascularisés et recoivent environ 15% des ressources
sanguines du pancréas (soit 5 a 10 fois plus de sang par volume de tissu que tout le
compartiment exocrine). Les 1lots recoivent le sang artériel via une ou plusieurs artérioles qui
se ramifient en un réseau de capillaires denses dans le corps de I'ilot. Le large réseau de
capillaires permet aux ilots de capter rapidement les nutriments et de relarguer en retour leurs
sécrétions hormonales. Les sécrétions endocrines sont d’abord déversées dans [’espace
extracellulaire des lots avant d’étre drainées par le sang vers la veine porte (23; 24).

Par ailleurs, les ilots de Langerhans sont trés richement innervés, principalement par
des fibres d’origine sympathique (nerf splanchnique) et parasympathique (nerf vague) dont les
centres nerveux de contrdle sont respectivement localisés dans I’hypothalamus ventromédian
(VMH) et latéral (LH). Les fibres sympathiques et parasympathiques innervant les 1ilots
impliquent respectivement les neurotransmetteurs norépinephrine et acétylcholine,
accompagnés d’un large spectre de neuropeptides biologiquement actifs (Figure 6) (23-25).

L’arrangement anatomique des ilots varie selon les especes. Chez les rongeurs, la
majorité des cellules beta forme un corps central entouré d’un fin manteau de cellules alpha et
delta. Chez I’homme (et les vertébrés les plus évolués), 1’organisation entre les populations de
cellules beta, alpha et delta est moins bien définie (Figure 7) (23; 26). Quoiqu’il en soit,
I’organisation anatomique au sein méme d’un ilot a une influence profonde dans la capacité
des cellules beta a reconnaitre et répondre aux signaux physiologiques. Les cellules

endocrines composant 1’Tlot sont séparées du tissu exocrine par une capsule de collagéne qui
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entoure I’flot (22). Il existe un grand nombre de mécanismes permettant a toutes les cellules
d’un 1lot de communiquer : elles fonctionnent comme un micro-organe tres élaboré ou chacun
des types cellulaires participe au fonctionnement de 1I’ensemble. Par exemple, les cellules sont
fonctionnellement couplées par un réseau de jonctions lacunaires (ou jonction gap inspirée de
I’anglais) qui permet de faire transiter des petites molécules telles que les ions (les ions Ca*"
notamment) ou 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (22). Il a par exemple été
montré dans les cellules beta I’importance de ces jonctions, couplées a la connexine 36, dans
la régulation de la réponse insulino-sécrétoire (27; 28). Les cellules peuvent aussi
communiquer par un contact cellule-cellule via des molécules d’adhésion a la surface des
cellules. Il a par exemple ét¢ montré I’importance de ces interactions impliquant I’E-cadhérine
ou les éphrines dans la régulation de la fonction des cellules beta (29; 30). Un autre type de
communication au sein d’un ilot peut étre exercé via les effets paracrines et autocrines des
cellules de I’ilot: une substance biologiquement active sécrétée par une cellule peut
influencer 1’état fonctionnel de la cellule voisine (paracrinie) ou d’elle-méme (autocrinie)
(23). Le large spectre des interactions possibles intra-ilots refléte le besoin d’un réglage de
communication fin entre les réponses sécrétoires synchronisées de plusieurs cellules de 1’ilot,
afin de relarguer un ensemble précis d’hormones approprié au statut physiologique dominant

de I’organisme.

—> 90% des patients atteints de DT2 montrent un dépot amyloide des ilots (Figure 8).
Les patients qui ont des défaillances sécrétoires les plus prononcées auraient tendance a
montrer les dépdts les plus importants (31). Le dépdt amyloide est composé de fibrilles non
solubles formées de polypeptides IAPP qui ont oligomérisé. Les IAPP sont sécrétés en méme
temps que I’insuline par les cellules beta suivant un ratio de 1:10-50 (32). Les IAPP n’ont pas
de fonctions physiologiques connues chez I’homme. Les mécanismes sous-jacents expliquant
leur oligomérisation et la formation consécutive des dépots amyloides n’ont toujours pas
¢lucidés a ce jour. Et I’on ne sait pas si cette observation refléte simplement la détérioration et
la destruction des 1lots. Il est a noter que des dépdts similaires ont été retrouvés chez certaines
personnes agées non-diabétiques (33; 34). Cependant, certaines études récentes ont montré
que la formation de petits oligomeres de IAPP intracellulaires pourrait étre cytotoxique via
une augmentation de I’apoptose des cellules beta (34).

D’autres changements histologiques des ilots observés chez les patients atteints de
DT?2 incluent une diminution de leur masse totale, une altération des proportions relatives de

chaque population de cellules endocrines, et des degrés variables de fibrose (33).
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b) Synthese et sécrétion insulinique par les cellules beta pancréatiques

Au vu de la nécessité d’une sécrétion rapide d’insuline en réponse a la demande
métabolique, couplée a un processus généralement lent de synthése d’hormones
polypeptidiques, la cellule beta est hautement spécialisée dans la production et le stockage de
I’insuline représentant au final ~10% de la masse totale des protéines de la cellule. Un
équilibre dynamique régit la masse des cellules beta, résultant de quatre processus
fondamentaux lors du développement du pancréas endocrine mais aussi chez 1’adulte, car ils
conditionnent les propriétés de plasticité du pancréas endocrine :

i/ La réplication des cellules beta endocrines préexistantes (hyperplasie). Au cours du
développement, les cellules beta une fois différenciées proliférent au sein des ilots. Ce
processus, qui est quantitativement trés important chez le feetus et le nouveau-né (10%),
diminue avec 1’age (3% chez ’adulte) mais n’est pas nul (22) (p46 wait¢ diabéto). En outre, le
glucose et d’autres nutriments, des hormones (comme 1I’hormone de croissance [GH], la
PTHLH [parathyroid hormone-like hormone], le GLP1 [glucagon-like peptide I]) et des
facteurs de croissance (comme TGF- [transforming growth factor], EGF [epidermal growth
factor]) peuvent entrainer une prolifération des cellules beta (22).

ii/ La différenciation de cellules précurseurs en cellules beta (néogenése). La nature exacte
de ces précurseurs reste incertaine a ce jour (cellules progénétrices canalaires ?
transdifférenciation ? cellules précurseurs intra-ilots ?) (22).

iii/ La mort cellulaire programmée (apoptose). Au cours du développement, 1’apoptose
participe au contrdle de I’organogenese. Pendant la vie feetale, I’apoptose est quasi-inexistante
di a la surexpression de protéines anti-apoptotiques comme Bcl-x1 (22). A la naissance et
pendant la vie postnatale, le processus d’apoptose n’est plus inhibé dans le pancréas.
Cependant le glucose interviendrait dans le contréle de 1’apoptose en permettant la survie des
cellules beta par inhibition de leur programme « suicide » (35).

iv/ La variabilité de la taille des cellules beta (hypertrophie).

Revenons a la fonction maitresse des cellules beta: la sécrétion d’insuline. Chez
I’homme, le géne codant la préproinsuline (/NS), c’est-a-dire le précurseur de 1’insuline, est
localisé dans le chromosome 11p15.5. INS contient trois exons codant le peptide signal dans
la partie N-terminale de la préproinsuline, la chaine B, le peptide C et la chaine A (Figure 9).
La transcription et I’épissage alternatif produisent un ARN messager de 600 nucléotides dont

la translation donne la préproinsuline, un polypeptide de 11,5kDa. Toutes les étapes de la

- 18-



biosynthése, du traitement et du stockage de 1’insuline se trouvent résumées dans la Table 2,
avec les temps estimés de chaque étape (23; 25). La préproinsuline est rapidement relachée
dans les citernes du réticulum endoplasmique, ou des enzymes protéolytiques coupent le
peptide signal, générant ainsi la proinsuline (9kDa). Les conformations de la proinsuline et de
I’insuline sont trés similaires, et une des fonctions du peptide C est d’aligner les ponts
disulfures qui lient les chaines A et B de telle sorte que la molécule soit correctement repliée
lors du clivage. La proinsuline est ainsi transportée dans les microvésicules de 1’appareil de
Golgi, ou elle est enveloppée dans des vésicules membranaires, plus connues sous le nom de
‘granules de sécrétion’. La conversion de proinsuline en insuline est initiée dans le Golgi et
continue dans les granules par I’action de deux endopeptidases (prohormones convertases 2 et
3) et de la carboxypeptidase H, qui détachent le peptide C des deux autres chaines A et B qui
forment au final I’insuline (Figure 10) (23; 25). La forme active de I’insuline se présente sous
forme monomérique composée d’une structure globulaire dont le centre est constitu¢ d’un
noyau hydrophobe qui peut se dimériser spontanément. Trois dimeres de noyau peuvent
s’associer en hexameres, ce qui requiert la présence de deux atomes Zn jouant un rdle de
coordination entre les deux monomeéres (25). Ces hexameres d’insuline forment des cristaux
qui représentent la forme de stockage majeure de I’hormone dans les granules de sécrétion (cf
Table 2). Au final, ces granules sont constitués en grande partie d’insuline et de peptide C
(~80% des protéines au sein des granules), mais aussi de nombreux autres composants
incluant des peptidases, des hormones peptidiques et un large spectre de peptides
biologiquement actifs ayant des fonctions incertaines.

Les cellules beta répondent a une augmentation de la glycémie par une augmentation
de la production d’insuline mais aussi de la sécrétion insulinique maintenant ainsi un stockage
constant d’insuline. Il existe une relation sigmoidale entre la glycémie et la biosynthése
insulinique (Figure 11), avec un seuil de glycémie compris entre 2 et 4mmol/l. Le seuil
stimulant la sécrétion insulinique est quant a lui un peu plus élevée (~5mmol/l) (23) ; cela
assure ainsi une réserve adéquate d’insuline dans les cellules beta. En outre, le GLP1, la GH,
la prolactine et I’hormone placentaire lactogéne (HPL) régulent de facon non négligeable la
biosyntheése d’insuline via notamment une stimulation de la transcription du gene INS (36;
37). Les effets de la leptine et de I’insuline elle-méme restent discutés (25).

Une réponse physiologique appropriée en terme d’exocytose des granules de sécrétion
nécessite des mécanismes complexes pour déplacer les granules de leur site de stockage dans
la cellule jusqu’aux sites d’exocytose au niveau de la surface intérieure de la membrane

plasmique. Le rdéle des composants du cytosquelette, notamment des microtubules et

-19 -



microfilaments, dans la translocation intracellulaire des granules de sécrétion est prépondérant
(38; 39). Les microtubules sont formés via la polymérisation de sous-unités de tubuline et ils
composent un large réseau émanent de la région périnucléaire de la cellule (40). Il existe un
renouvellement constant de la tubuline de sorte que le réseau soit constamment réagencé. Ce
réseau incarnerait une route pour les granules de sécrétion et des protéines contractiles
(comme la kinésine et la dynéine) feraient déplacer ces granules le long du réseau de
microtubules. Les microfilaments sont quant a eux formés d’actine. La polymérisation des
microfilaments est régulée par des agents pouvant altérer la sécrétion d’insuline, et
I’inhibition pharmacologique de la formation des microfilaments empéche la sécrétion
d’insuline (41). Les chaines 1égeres et lourdes de myosine sont fortement exprimées dans la
cellule beta, suggérant une interaction possible entre actine et myosine qui propulserait les
granules le long du réseau de microfilaments (23).

Durant I’exocytose, la membrane de la granule et la membrane plasmique de la cellule
beta fusionnent, déchargeant le contenu des granules dans I’espace interstitiel. La grande
majorité des connaissances acquises sur les mécanismes d’exocytose provient des études sur
la libération neuronale des neurotransmetteurs dans les espaces synaptiques : ces exocytoses
sont trés comparables a celles observées dans les cellules beta pancréatiques (23). L’amarrage
des granules sur la surface interne de la membrane plasmique se produit via la formation d’un
complexe multimérique de protéines connu sous le nom du complexe SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) qui incluent des protéines liées
aux granules de sécrétion (v-SNARE pour vesicle-SNARE) comme VAMP2 (synaptobrevin 2)
et des protéines liées a la membrane plasmique (t-SNARE pour target-SNARE) comme
STXI1A (syntaxin 14) et SNAP25 (synaptosomal-associated protein 25) (Figure 12) (42; 43).
Ces protéines interagissent en enroulant leurs domaines superspiralisés pour former un
complexe extrémement stable avant I’exocytose. Les granules amarrées ne fusionnent avec la
membrane et ne libérent leur contenu qu’en présence d’une concentration intracellulaire
¢levée de calcium qui interagit avec les synaptotagmines, les rebphilines, les protéines
MUNC, DOC2 et les protéines activatrices de sécrétion Ca** dépendantes (CAPS) (43). Les
granules de sécrétion sont distribuées dans tout le cytoplasme des cellules beta, et il semble
que le transport des granules des sites distants jusqu’a la membrane plasmique soit régulé
indépendamment des mécanismes finaux de sécrétion, avec un réservoir de granules stocké
pres de la surface intérieure de la membrane plasmique. La fusion de cet ensemble de
granules « prétes a I’emploi » pourrait jouer un role majeur dans la premiére phase rapide de

sécrétion insulinique en réponse a une stimulation glucidique (41).
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—> De manieére générale, il est aujourd’hui reconnu que la masse des cellules beta chez
des patients diabétiques de type 2 est réduite de 30 a 60% comparée a des individus
normoglycémiques (avec ajustement a I’IMC) (cf Figure 8) (33; 44; 45). La masse des
cellules beta a aussi ét¢ montrée diminuée chez les personnes ayant une hyperglycémie a jeun
(45). Cette diminution serait due a une diminution en nombre de cellules et non une réduction
du volume de chaque cellule. Il a ét¢ montré qu’une augmentation de I’apoptose des cellules
beta sans une augmentation compensatoire de néogenese ou d’hyperplasie serait responsable
de ce déclin (45; 46). Le fait que la diminution de la masse des cellules beta soit clairement
présente chez des personnes ayant seulement une hyperglycémie a jeun suggére que la perte
des cellules beta n’est pas confinée aux stades terminaux de la maladie. Il est cependant
important de noter que la réduction de la masse des cellules beta ne peut expliquer a elle-seule
la diminution de la capacité¢ des patients atteints de DT2 a sécréter de I’insuline, ce qui
suggeére des défauts fonctionnels supplémentaires (33).

Par ailleurs, il a ét¢ montré que le ratio proinsuline : insuline en circulation est au
moins deux fois plus important chez des patients atteints de DT2 que chez des sujets
normoglycémiques. Cette augmentation a été rapportée lors d’états de sécrétion insulinique
basale et stimulée. Cette observation sous-entend une conversion de proinsuline en insuline

moins fructueuse au sein des granules de sécrétion chez les patients atteints de DT2 (23).

¢) Régulation de la sécrétion insulinique

Dans les cellules beta, les controles de la biosynthése et de la sécrétion d’insuline sont
majoritairement indépendants, permettant une grande capacité de stockage de ces cellules. A
I’exception remarquable de substrats énergétiques comme le glucose, ou de certaines
hormones comme le GLP1, les stimuli de la sécrétion d’insuline ont rarement une influence
majeure sur la biosynthése de I’hormone (23).

Afin d’assurer un niveau d’insuline circulante approprié par rapport au statut
métabolique dominant de I’organisme, les cellules beta ont la capacité de détecter finement la
concentration sanguine des nutriments et des hormones mais aussi I’activité du systéme
nerveux autonome. Chez I’homme, le déclencheur (ou stimulus primaire) physiologique
majeur de la sécrétion d’insuline est la concentration sanguine de glucose mais aussi d’autres
nutriments (leucine, mannose, glycéraldéhydes) et des sulphonylurées (25). En réalité, le seul

vrai stimulus primaire reste le glucose car son effet s’exerce dans une gamme de
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concentrations physiologiques, alors que les autres déclencheurs potentiels ont pour la plupart
été ¢tudiés in vitro dans des gammes de concentrations largement supraphysiologiques
(25). La réponse des cellules beta aux stimuli primaires peut étre modifiée par un large spectre
d’hormones, de substrats énergétiques et de neurotransmetteurs qui amplifient, ou plus
occasionnellement inhibent, les réponses induites par les nutriments. Ces agents sont souvent
considérés comme des ‘potentialisateurs’ (ou des stimuli secondaires) de la sécrétion
insulinique (23; 25). Voici ci-dessous une liste des principaux mécanismes permettant a la
cellule beta de percevoir et de répondre de maniére appropriée aux stimuli primaires (et
potentialisateurs) de la sécrétion insulinique :

- Réponse insulino-secrétoire au glucose. Le glucose est non seulement 1’agent stimulant le
plus puissant, mais il conditionne en outre la réponse sécrétoire a tous les autres stimuli (effet
dit « permissif » du glucose) (25). Les deux caractéristiques majeures de la réponse insulino-
sécrétoire au glucose de la cellule beta consistent en sa sensibilité et sa rapidité d’exécution.
Dans un éventail de concentrations physiologiques, la courbe dose-réponse induite par le
glucose sur la sécrétion insulinique (mesurée a partir d’ilots isolés) est non linéaire mais
sigmoidale (Figure 13) (23). Une concentration de glucose extracellulaire inférieure a
Smmol/l ne perturbe pas la sécrétion d’insuline. Le taux de sécrétion augmente
progressivement pour des concentrations de glucose comprises entre 5 et 20mmol/l. La
réponse semi-maximale insulino-sécrétoire est observée pour une concentration de glucose
comprise entre 9 et 11mmol/l (23; 25). Un déplacement, méme infime, de la courbe vers la
droite (effets de stimuli secondaires atténuateurs) ou la gauche (effets de stimuli secondaires
amplificateurs) peut modifier de maniére importante la quantité d’insuline sécrétée.

La réponse insulino-sécrétoire a une stimulation constante glucidique (>20mmol/l) est
caractérisée au cours du temps par une premiere phase de sécrétion tres €levée mais transitoire
(2-3 minutes), suivie par une seconde phase un peu plus faible mais davantage maintenue
dans le temps jusqu’a I’arrét de la stimulation (Figure 14) (23). Cette réponse biphasique
s’observe in vitro sur ilots ou pancréas isolés et perfusés, et in vivo en utilisant des clamps
hyperglycémiques. La signification physiologique du caractére biphasique de la sécrétion
insulinique n’apparait encore pas tout a fait clairement, mais le role du pic précoce de
sécrétion serait de sensibiliser les tissus cibles aux effets de I’insuline et d’empécher une
hyperinsulinémie trop prononcée suivie d’une hypoglycémie réactionnelle (25). Sur le plan
cellulaire, I’interprétation de la réponse biphasique fait 1’objet de nombre de controverses.
L’explication la plus consensuelle serait de penser que la premiére phase refléte 1’exocytose

de granules matures d’insuline d’ores et déja au contact de la membrane plasmique, alors que
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la deuxiéme phase correspondrait a la libération d’insuline nouvellement synthétisée et
provenant d’autre part de granules plus ¢éloignées de la membrane (25).

- Détection et métabolisme élevés du glucose dans les cellules beta. Les cellules beta
pancréatiques ont la capacité de répondre a de fins changements de glycémie dans une gamme
physiologique tres étroite. Le glucose est intégré (suivant son gradient de concentration) dans
la cellule beta via une diffusion facilitée par des transporteurs a haute capacité et faible
affinité pour le glucose (GLUT]I, et surtout GLUT2 avec un Km d’environ 17mM) (47),
entrainant un équilibre tres rapide entre les concentrations de glucose extra- et intracellulaires.
Une fois entré dans la cellule beta, le glucose est directement phosphorylé en glucose-6-
phosphate (G6P) par la glucokinase (GCK ; hexokinase 4) (Figure 15) (48). La cinétique de
cette enzyme est particuliere car elle implique une trés faible affinité pour le glucose (Km
¢levé d’environ 8mM), une coopérativité avec ce substrat et une quasi-absence d’inhibition du
G6P a des concentrations physiologiques normales (49; 50). Cette étape de phosphorylation
du glucose par la GCK est considérée comme limitante dans le flux glycolytique de la cellule
beta. La GCK est ainsi considérée comme un « détecteur de glucose » (glucose sensor) qui
integre la glycémie de 1’organisme et le métabolisme du glucose dans la cellule beta couplé a
la sécrétion insulinique (48; 50). Une fois phosphorylé, le glucose est métabolisé via la
glycolyse et la respiration oxydative. Le métabolisme du glucose dans la cellule beta est a
I’origine d’une production accrue de protons (H"), d’équivalents réduits (NADH, NADPH...)
et surtout d’intermédiaires phosphorylés a haute énergie avec en téte de liste 1’adénosine
triphosphate (ATP) (Figure 15) (50).

- Canaux potassium sensibles & I’ATP (K*-ATP) et dépolarisation transmembranaire dans
la cellule beta. En absence de glucose extracellulaire, le potentiel membranaire de la cellule
beta est maintenu a environ -70mV, essentiellement par 1’efflux d’ions K’ (suivant son
gradient de concentration) (25). Au niveau de la membrane des cellules beta, il existe
plusieurs types de canal K et plus particuliérement le canal K'-ATP dont Dactivité est
inhibée par I’ATP. Ce canal est ¢galement la cible pharmaceutique de sulfonylurées dont le
correspondant endogéne serait une protéine, connue sous le nom d’endosulfine, présente dans
de nombreux tissus équipés de canaux K'-ATP (comme le systéme nerveux) (51). Le canal
K'-ATP de la cellule beta est un hétéro-octameére formé de quatre sous-unités représentant le
canal potassique (Kir6.2) qui ménagent un passage par lequel transitent les ions K, enserré de
quatre autres sous-unités jouant un role de régulateur du canal (SUR1) (Figure 16) (23; 52).
L’ATP et les sulfonylurées induisent la fermeture du pore du canal en se fixant

respectivement sur les sous-unités Kir6.2 et SURI, alors que I’adénosine diphosphate (ADP)
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active I’ouverture du canal en se fixant a un domaine localisé sur SURI. La diazoxide, connu
comme un inhibiteur de la sécrétion insulinique, se lie aussi aux sous-unités SUR1 entrainant
une ouverture du canal. Ainsi, la propriété du canal K'-ATP est central dans le lien entre le
métabolisme glucidique de la cellule beta et la sécrétion insulinique : la génération d’ATP
consécutive au métabolisme glucidique, parallélement a la diminution de la concentration
d’ADP (d’ou une élévation du rapport ATP/ADP), entraine la fermeture des canaux K'-ATP ;
ce qui cause une réduction franche de I’efflux d’ions K' conduisant & une dépolarisation
transmembranaire de la cellule beta et 2 un influx massif des ions Ca*" via les canaux
calciques voltage-dépendants de type L (CCVDL) (23). Le phénomeéne est amplifié par le fait
que I’entrée de Ca®’ induit elle-méme une nouvelle dépolarisation. L’ampleur et le sens du
gradient de concentration de ces mouvements ioniques entrainent une augmentation
considérable de la concentration intracytosolique de Ca”™" (cf Figure 15) (23).

- Contrdle de la concentration intracytosolique de calcium dans la cellule beta. Le calcium
intracellulaire est I’effecteur principal de la réponse insulino-sécrétoire induite par le glucose,
associant la dépolarisation transmembranaire a 1’exocytose. La quantité totale de calcium dans
la cellule beta est de I’ordre de 20 a 30 mmol par gramme de tissu sec (25). La concentration
cytosolique de 1’ion Ca*" est trés faible en comparaison de sa concentration cellulaire totale et
de sa concentration extracellulaire. Cette observation s’explique par le fait qu’un gradient tres
élevé d’ions Ca®" (d’environ 10 000x) est maintenu de part et d’autre de la membrane
plasmique de la cellule beta via une combinaison de systémes associés a la membrane
expulsant les ions Ca®" (par un transport actif faisant appel a une pompe Ca’"/ATP
dépendante, dont 1’énergie provient de 1’hydrolyse de I’ATP par une ATPase elle-méme
activée par les ions Ca’" cytosolique) et une séquestration active des ions Ca’" au sein des
organelles intracellulaires (soit par a une ATPase différente de celle de la membrane
plasmique mais ayant le méme fonctionnement, soit par un échangeur Na'/Ca®") (23). La
principale voie par laquelle la concentration de Ca*" augmente dans le cytosol de la cellule
beta est I'influx d’ions Ca®" extracellulaires via les CCVDL s’ouvrant en réponse a une
dépolarisation transmembranaire. Des études basées sur des cellules beta perméabilisées ont
montré qu’une élévation seule d’ions Ca®" intracellulaires suffit a initier la sécrétion
insulinique, et que les conditions qui augmentent la concentration intracellulaire de Ca®"
stimulent la libération d’insuline (53). L’augmentation de la concentration cytosolique de
Ca’" est en outre essentielle & initiation de la sécrétion insulinique en réponse au glucose
empécher I’influx de Ca®" en enlevant les ions Ca®" extracellulaires ou bloquer les CCVDL

par des drogues enrayent la sécrétion d’insuline induite en réponse au glucose (23).
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L’¢élévation en ions Ca" intracellulaires agit sur la sécrétion d’insuline via différents
capteurs d’ions Ca®" dans la cellule beta comme les protéines kinases calcium dépendantes
(kinases a chaines légéres de myosine, kinases calcium/phospholipide dépendantes, kinases
calcium/calmoduline dépendantes) ou les phospholipases A, cytosoliques (cPLA;) (23). Ces
capteurs d’ions Ca®" seraient a la fois importants dans D’initiation de la sécrétion insulinique
mais aussi dans les phases terminales ou les synaptotagmines sensibles aux ions Ca>" sont
impliquées dans la formation du complexe SNARE lors de I’exocytose (cf supra; partie
IL.1/b) et o elles conféreraient ainsi la sensibilité d’ions Ca’” au taux de sécrétion des
granules.

L’élévation en ions Ca®" intracellulaires induite par le glucose (et d’autres nutriments)
active d’autres effecteurs dans la cellule beta comme les isoformes de ’adénylate cyclase
sensibles au calcium générant de ’AMPc a partir d’ATP, et la phospholipase C (PLC)
entrainant la génération d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP;) et de diacylglycérol (DAG), tous
deux médiateurs de la sécrétion d’insuline (23). La génération d’IP; conduirait & une
mobilisation rapide d’ions Ca*" cytosoliques a partir de régions du réticulum endoplasmisque
reconnaissant 1’IP; par des récepteurs spécifiques (54). Sa liaison provoque I’ouverture des
canaux calciques, qui libérent les ions Ca®" dans le cytosol par diffusion passive. Le DAG
quant a lui activerait certains isoformes de la protéine kinase C (PKC) favorisant le stimulus
sécrétoire (25). Enfin, ’AMPc est connu pour potentialiser I’effet insulino-sécréteur du
glucose : I’AMPc influencerait la sécrétion insulinique via I’activation de la protéine kinase A
(PKA) AMPc dépendante qui peut activer (en les phosphorylant) certaines protéines clefs du
cytosquelette dans 1’exocytose, ou via les facteurs d’échange de guanine régulés par ’AMPc
(plus connus sous le nom d’EPAC pour exchange proteins activated by cyclic AMP)
impliqués aussi dans I’exocytose (Figures 17 et 18) (23; 55).

- La voie indépendante des canaux K*-ATP ou voie « amplificatrice » dans la cellule beta.
Plusieurs études ont montré que quand la concentration de Ca’" est augmentée par
dépolarisation transmembranaire, tout en maintenant ouverts les canaux K'-ATP par un
traitement a la diazoxide, le glucose est toujours capable de stimuler une sécrétion insulinique.
Le mécanisme expliquant cette observation n’a toujours pas été franchement établi : des
effecteurs comme le glutamate, la leucine, le malonyl-CoA, I’acide arachidonique (généré par
les cPLA; qui hydrolysent la phosphatidylcholine) ou les prostaglandines restent des pistes
non confirmées (25).

- Les acides aminés. Plusieurs acides aminés peuvent activer la sécrétion insulinique in vitro

et in vivo, la plupart en collaboration avec le glucose mais certains comme la leucine, la lysine
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et I’arginine, peuvent stimuler la sécrétion d’insuline en absence de glucose, et donc jouer un
role de stimulus primaire ou d’initiateur de la sécrétion (23; 25). La leucine est métabolisée
par la cellule beta et exerce ainsi les mémes effets (quoiqu’inférieurs) sur le potentiel
membranaire, les flux ioniques et la sécrétion d’insuline que ceux du glucose (56). Aussi la
leucine pourrait activer la voie indépendante des canaux K'-ATP (cf supra). La lysine et
I’arginine sont quant a elles des acides aminés chargés positivement qui traversent la
membrane des cellules beta via des transporteurs spécifiques aux acides aminés cationiques.
L’accumulation de ces acides aminés dépolariserait la membrane conduisant a un influx de
Ca®™ (23).

- Les acides gras non estérifies (AGNE). Dans des conditions physiologiques normales, les
AGNE potentialisent la sécrétion d’insuline induite par le glucose (57). La longueur de la
chaine aliphatique et le degré d’insaturation influent sur leurs effets insulino-sécréteurs (58).
Ainsi, les AGNE a chaine longue tels que ’acide palmitique ou I’acide linoléique amplifient
la sécrétion d’insuline en réponse a de faibles concentrations de glucose (3mmol/l). Les
mécanismes moléculaires sous-jacents a ces effets restent discutés a ce jour mais les acyl-
CoA, I'un des métabolites intracellulaires des AGNE, auraient un role déterminant (25).
Plusieurs mécanismes peuvent rendre compte de D’effet stimulant des acyl-CoA sur la
sécrétion insulinique : i/ ils favorisent directement 1’exocytose en facilitant la fusion des
granules avec la membrane plasmique des cellules beta ; ii/ ils augmentent les acylations ce
qui contribuent a 1’activation de certaines voies de signalisation notamment celles qui font
appel aux protéines G (comme GPR40) ou aux protéines a activité tyrosine kinase de la
famille Src ; iii/ ils activent la PKC etc... (25)

- Les hormones insulaires. Comme abordé précédemment, il existe des interactions intra-ilot,
via un ensemble de différentes hormones libérées par toutes les cellules endocrines, qui
peuvent affecter de différentes fagons la sécrétion insulinique des cellules beta.

L’insuline tout d’abord a un effet rétroactif autocrine et/ou paracrine sur la cellule beta
qui exprime les récepteurs a l’insuline et les ¢léments de signalisation intracellulaires
associés. Cet effet régulerait I’expression du géne /NS et la masse des cellules beta via un
impact sur leur prolifération et leur apoptose. En outre, I’effet rétroactif de 1’insuline passerait
par I’ouverture des canaux K'-ATP via une voie de signalisation IP3 dépendante, conduisant
donc a une hyperpolarisation de la membrane plasmique et ainsi a un frein de I’entrée des ions

Ca’" dans la cellule (25).
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Le glucagon active la sécrétion d’insuline des cellules beta via 1’activation de
I’adénylate cyclase couplée a la protéine G stimulatrice (Gs) et ’augmentation consécutive
d’AMPc intracellulaire (Figure 19) (23).

La somatostatine (SST) est sécrétée par les cellules delta des ilots de Langerhans mais
aussi par de nombreux autres sites, incluant le systéme nerveux central et les cellules D
localisées dans DI’appareil digestif, qui produisent différents isoformes de SST. Les filots
expriment cinq différents sous-types de récepteurs a la SST (SSTR) (23). La SST sécrétée par
les cellules delta a un effet d’inhibition trés sévere sur les sécrétions d’insuline et de glucagon,
via les activations respectives des récepteurs SSTRS et SSTR2. Les SSTR activés se couplent
a la protéine G inhibitrice (G;j), ce qui conduit a I’inhibition de I’adénylate cyclase entrainant
une diminution de la formation d’AMPc, et a une hyperpolarisation de la membrane
entrainant une diminution de la concentration cytosolique de Ca*" (Figure 19) (59; 60).

La ghréline aurait un rdle inhibiteur sur la réponse insulino-sécrétoire au glucose dans
les cellules beta, de la méme facon que la SST (23; 61).

- Le systéeme nerveux dans la sécrétion d’insuline. Les nombreuses fibres parasympathiques
qui innervent les 1lots de Langerhans sont post-ganglionnaires et proviennent des ganglions
localisés au sein méme du pancréas, qui sont contrdlés par des fibres nerveuses pré-
ganglionnaires provenant des centres vagaux dorsaux (cf Figure 6) (62). L’acétylcholine
constitue le principal neurotransmetteur parasympathique post-ganglionnaire, qui amplifie les
libérations d’insuline et de glucagon (62). Dans les cellules beta, I’acétylcholine active la PLC
via les récepteurs muscariniques M3 et M4 (couplés a une protéine Gq), générant I’IP; et le
DAG qui amplifient les effets du glucose en augmentant la concentration cytosolique d’ions
Ca” et en activant la PKC (Figure 20) (63; 64). L’activation des récepteurs muscariniques
situés a la surface des cellules beta peut aussi entrainer ’activation de la cPLA, générant
I’acide arachidonique qui peut augmenter davantage la sécrétion induite par le glucose et
d’autres nutriments. Par ailleurs, I’acétylcholine dépolarise la membrane plasmique en
affectant la conductivité des ions Na'. Cette dépolarisation induit une augmentation soutenue
d’ions Ca*" au sein de la cellule beta et donc une libération insulinique (64). Les fibres
parasympathiques innervant les ilots de Langerhans contiennent nombre de neuropeptides
biologiquement actifs, incluant le polypeptide intestinal vasoactif (VIP), le polypeptide
activant 1’adénylate cyclase pituitaire (PACAP) et le polypeptide libérant la gastrine (GRP),
qui sont délivrés lors d’une activation vagale et qui stimulent, comme 1’acétylcholine, les
sécrétions d’insuline et de glucagon (cf Figure 6) (65). Le VIP et le PACAP sont fortement

exprimés dans les fibres parasympathiques qui innervent les ilots de Langerhans et I’appareil
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digestif. Ces deux neuropeptides ont des structures trés similaires et les récepteurs VIP1 et
VIP2 ont une certaine affinité pour le PACAP (65). Les effets in vivo et in vitro du VIP et du
PACAP sur la sécrétion insulinique passent respectivement par les récepteurs VIP2 et PACI,
et impliquent des augmentations en AMPc intracellulaire et en ions Ca®* (65). Les effets du
GRP sont quant a eux régulés par des récepteurs spécifiques couplés a une protéine G, et
impliquent 1’activation de la PLC et la génération d’IP; et de DAG (cf Figure 20) (66).

Les 1lots de Langerhans recoivent par ailleurs une innervation sympathique extensive
partant de fibres post-ganglionnaires dont les centres nerveux sont situés dans les ganglions
ceeliaques ou paravertébraux, alors que les neurones pré-ganglionnaires proviennent de
I’hypothalamus (cf Figure 6) (62). Le neurotransmetteur sympathique principal, la
norépinephrine (ou noradrénaline), peut exercer un impact positif ou négatif sur la sécrétion
insulinique. En effet, la norépinephrine exerce un effet activateur direct sur la cellule beta via
les adrénorécepteurs B,, ou un effet inhibiteur via les adrénorécepteurs a,, et son effet final
dépend de I’expression relative de ces sous-types de récepteurs a la surface de la cellule (62).
Chez I’homme, dans des conditions physiologiques normales et a fortiori lors d’un stress,
I’effet résultant de la norépinephrine est toujours une atténuation de la sécrétion d’insuline
(25). L’effet activateur des adrénorécepteurs B, se produit via la stimulation de 1’adénylate
cyclase et I’augmentation constitutive de I’AMPc intracellulaire, alors que 1’effet inhibiteur
des adrénorécepteurs o, aboutit a la mobilisation de protéines G;j, et implique une réduction de
I’AMPc et d’ions Ca®" cytosoliques. Par ailleurs, des catécholamines circulantes sécrétées par
la médullo-surrénale (principalement 1’épinephrine ou adrénaline) semblent aussi avoir un
impact sur la sécrétion insulinique via des interactions avec les adrénorécepteurs (23). Comme
les neurones parasympathiques, les neurones sympathiques innervant les lots de Langerhans
contiennent nombre de neuropeptides biologiquement actifs, incluant la galanine et le
neuropeptide Y (NPY) (cf Figure 6), qui pourraient jouer un role dans I’inhibition de la
sécrétion insulinique a la fois basale et stimulée par le glucose (et d’autres nutriments) (59).
Le NPY et la galanine affectent la sécrétion insulinique via les récepteurs couplés a la G; qui
une fois activés, inhibent 1’adénylate cyclase, et il semblerait en outre que la galanine ait des
effets inhibiteurs supplémentaires a une étape plus tardive de 1’exocytose (23).

- L’axe entéro-insulaire et ses incrétines. Depuis plus de 40 ans, il a été observé que la
sécrétion insulinique est plus importante aprés une administration orale de glucose plutot
qu’intraveineuse (67; 68). Il est aujourd’hui reconnu que cette observation est due a la
libération d’hormones gastro-intestinales, les incrétines (68). Les incrétines majeures

impliquées dans une augmentation de la réponse insulino-sécrétoire des cellules beta aprés un
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repas sont le GLP1 (glucagon-like peptide 1), le GIP (glucose-dependent insulinotropic
peptide) et la cholécystokinine (CCK), tous sécrétés par des cellules endocrines gastro-
intestinales spécialisées, en réponse a une absorption de glucose et d’autres nutriments (68).

Apres un repas, le GLP1 est sécrété par les cellules L du jéjunum et de 1’iléon (parties
distales de I’intestin), en réponse a une augmentation de la concentration de nutriments
dérivés de carbohydrates, lipides et protéines dans le lumen intestinal. Le GLP1 est produit
par un mécanisme de clivage protéolytique différentiel de la molécule de prépro-glucagon
(Figure 21) (69). Plus particuliérement, le GLP1 est généré via le clivage du prépro-glucagon
par la prohormone convertase 1-3 dans les cellules L, puis dégrad¢ par la DPP-4 (dipeptidyl
protease 4) qui coupe deux acides aminés dans la partie N-terminale du GLP1 (69). Le GLP1
dans son intégralité¢ (1-37) ne montre aucune activité biologique, mais les peptides tronqués
GLP1 (7-36) et GLP1 (7-37) ont la capacité de stimuler la sécrétion insulinique in vivo et in
vitro via des récepteurs couplés a la protéine G activant 1’adénylate cyclase (cf Figure 19)
(70). Bien que la voie de I’AMPc ait ét¢ montrée comme impliquée dans la majorité de effets
du GLPI dans les ilots de Langerhans, le GLP-1 engendrerait en outre la fermeture des
canaux K™-ATP indépendamment de la voie de I’AMPc (70).

Le GIP est sécrété par les cellules K du duodénum (région initiale de I’intestin) en
réponse a I’absorption de glucose, d’autres sucres, d’acides aminés et d’acides gras a longues
chaines. Il a ét¢ nommé originellement ‘le peptide inhibiteur gastrique’ car il avait des effets
inhibiteurs sur la sécrétion d’acide dans 1’estomac, mais ses principaux effets physiologiques
sont de stimuler la sécrétion insulinique en réponse au glucose (68). Comme le GLP1, le GIP
se fixe aux récepteurs couplés a la protéine G avec les mémes cascades de signalisation en
aval. Il semble que le GIP stimulerait aussi la sécrétion d’insuline par la production d’acide
arachidonique via I’activation de la cPLA,, et par la fermeture des canaux K'-ATP (68).

La CCK est sécrétée par les cellules I du duodénum en réponse a des concentrations
¢levées en graisse et protéines. La forme tronquée CCKS8 stimule la sécrétion insulinique in
vitro et in vivo via des récepteurs spécifiques couplés a la protéine Gq qui activent la PLC puis
la PKC (cf Figure 20) (23). Cependant, il est a noter que de hautes concentrations en CCK
sont requises pour activer la sécrétion d’insuline, et il est possible que la fonction majeure de
la CCK se concentre dans la digestion intestinale (23).

- L’implication des rythmes circadiens. Le schéma de sécrétion insulinique tout au long de la
journée est bien plus compliqué que celui percu lors d’un stress glycémique provoqué par des
expériences de clamp hyperglycémique. En effet, in vivo, la sécrétion d’insuline suit des

pulsations, a la fois rapides et longues (oscillations dites ‘ultradiennes’). Les oscillations
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rapides correspondent a des jaillissements en série de sécrétion insulinique. Ces jaillissements
rapides se déroulent toutes les 5-15 minutes et représentent la grande majorité de la part totale
de la sécrétion insulinique chez ’homme (71). Par ailleurs, une stimulation de la sécrétion
d’insuline par le GLP-1 (72), les sulfonylurées (73) ou une prise orale de glucose (74) est
visible par une augmentation franche de 1’amplitude de ces oscillations rapides, et
inversement en utilisant de la somatostatine (75) ou le facteur de croissance IGF1 (76). Les
oscillations rapides se superposent aux oscillations ultradiennes qui se déroulent toutes les 80-
150 minutes. Ces oscillations bien plus lentes sont présentes a 1’état basal et comme les
oscillations rapides, elles sont amplifiées aprés un repas (77). Les mécanismes sous-jacents
expliquant cette horloge moléculaire dans les ilots pancréatiques ¢taient jusqu’a peu
complétement méconnus. Derniérement, I’équipe de Joseph Bass a Chicago a montré que les
ilots pancréatiques renfermaient leur propre horloge interne basée sur les génes circadiens et

les protéines d’oscillations dépendants des facteurs de transcription CLOCK et BMALLI (78).

—> Des altérations de la fonction des cellules beta sont évidentes lorsqu’un DT2 est
déclaré. Par exemple, dans 1’étude britannique ‘UK Prospective Diabetes Study’, 1’évaluation
de la fonction des cellules beta utilisant un modele d’évaluation de I’homéostasie a jeun
(HOMA) a indiqué que la fonction de la cellule beta au moment méme du diagnostic était
déja diminuée de 50% et continuait a se dégrader inexorablement, plus ou moins rapidement
selon les modes de traitement (Figure 22) (79). Les anomalies généralement reconnues
incluent en outre une absence de la premicre phase et une diminution de la seconde dans la
libération d’insuline par les cellules beta en réponse a une hyperglycémie (lors de clamps
hyperglycémiques) (33; 80). Les réponses a une ingestion de repas successifs et a des stimuli
non-glucidiques sont retardées, voire annulées, avec une diminution de la capacité sécrétoire
maximale (80; 81).

Nombre d’études ont montré qu’une hyperglycémie grave et/ou prolongée peut altérer
la fonction des cellules beta (phénoméne dit de ‘glucotoxicité’) (82; 83). En outre, une
amélioration du contrdle glycémique par la prescription de sécrétagogues, de sensibilisateurs
a D’insuline ou méme d’insuline, améliore la fonction des cellules beta chez les patients
atteints de DT2. Les mécanismes expliquant le fait qu’une hyperglycémie exerce un effet
délétére sur les cellules beta sont complexes et multifactoriels. Il a été rapporté que ces
mécanismes pouvaient impliquer une production croissante d’especes réactives oxygénées ou
radicaux libres (ROS pour reactive oxygen species) au sein des cellules beta, une altération de

la transcription de geénes et de 1’expression de protéines (ex. PDX1, MAFA) induite par le
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stress oxydatif, et une augmentation de 1’apoptose des cellules beta (84). Il est toutefois
important de noter que comme la dysfonction des cellules beta est génétiquement prédisposée
chez des individus normoglycémiques, et comme 1’optimisation du contrdle glycémique ne
peut rétablir complétement les fonctions des cellules beta chez des sujets atteints de DT2, la
glucotoxicité est clairement un phénomene secondaire de la maladie mais un phénomene qui
peut toutefois accélérer la détérioration des cellules beta dans la durée (84).

En plus d’une hyperglycémie, les patients atteints de DT2 montrent une augmentation
de leur concentration plasmatique en AGNE, comme chez les individus obeses.
L’augmentation de la concentration des AGNE chez les individus obeses est principalement
due a leur masse graisseuse plus ¢élevée (85). Il a été¢ montré que les individus obeses atteints
de DT2 avaient une concentration d’AGNE plus élevée que les individus obéses non-
diabétiques. Cette observation n’est pas due a une libération accrue d’AGNE dans le sang,
mais plutot a une diminution de leur clairance (86). Nombre d’études in vitro et portées sur les
animaux ont démontré qu’une é€lévation prolongée de la concentration en AGNE altére la
fonction de la cellule beta en inhibant la sécrétion insulinique en réponse au glucose (via la
protéine mitochondriale UCP2), en altérant I’expression de /NS (via ’augmentation de la
céramide altérant la fixation des facteurs de transcription PDX1 et MAFA) et, de manicre plus
importante, en provoquant I’apoptose des cellules beta (87; 88). Ce phénoméne est connu sous
le nom de ‘lipotoxicité’. Cependant, rien n’a pu étre montré chez ’homme. Certaines études
suggerent que l’effet des AGNE ne serait délétére qu’en présence d’une hyperglycémie.
Ainsi, il a été suggéré d’utiliser davantage le terme ‘glucolipotoxicité’ plutot que lipotoxicité
pour décrire I’effet délétere des AGNE chez les sujets atteints de DT2 (84).

Par ailleurs, les patients atteints de DT2 ont une stimulation inappropriée des
incrétines. En effet, les sujets diabétiques de type 2 montrent des concentrations plasmatiques
de GIP aprés un repas supérieures a celles mesurées chez des individus non-diabétiques (89).
Par contre, les différences de concentrations de GLP1 n’ont été montrées que modestes entre
patients atteints de DT2 et sujets non-diabétiques. Néanmoins, 1’effet incrétine est altéré lors
d’un DT2. Les réponses de I’insuline au GLP1 et au GIP sont réduites (33; 90). Il n’est pas
clairement établi toutefois qu’un effet incrétine défectueux soit simplement la manifestation
d’une réduction généralisée de la fonction de la cellule beta comme I’est la réduction de la
réponse insulinique a 1’arginine. Cependant, les traitements antidiabétiques (inhibiteurs de la
DPP-4 ou analogues du GLPl) qui augmentent [’activit¢é des incrétines ou leurs
concentrations ont ét¢ montrés efficaces pour baisser la glycémie chez les sujets atteints de

DT2 (91).
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Des anomalies dans 1’oscillation de la sécrétion insulinique ont aussi été rapportées.
Les pulsations, a la fois rapides et ultradiennes, sont diminuées et moins réguli¢res. Les
pulsations ultradiennes sont moins amplifiées aprés les repas et elles ont tendance a ne plus
suivre les oscillations de la glycémie (Figure 23) (71; 77). D’un point de vue plus
moléculaire, il a été dernicrement montré que ’invalidation des genes CLOCK et BMALI
dans des souris entrainait une intolérance au glucose, une réduction franche de la sécrétion
insulinique (avec une hypoinsulinémie) et une diminution de la taille des ilots qui s’amplifiait
avec I’age (78).

Nombre d’altérations génétiques au niveau de genes exprimés dans la cellule beta ont
¢té rapportées chez des patients atteints de DT2 (que ce soit dans les formes mono- ou

polygéniques). Cela sera davantage étayé dans la partie III. de cette introduction.

2/ D’une action normale de I’insuline a une insulino-résistance observée lors d’un

diabete de type 2

NB: Comme précédemment, la physiologie normale sera écrite en noire alors que les événements et

mécanismes décrits dans le D2 seront écrits en violet.

L’insuline est exclusivement synthétisée et sécrétée par les cellules beta pancréatiques.
Elle exerce un large spectre d’effets anaboliques dans plusieurs tissus cibles. Pour agir,
I’insuline se lie tout d’abord a des récepteurs spécifiques exprimés a la surface des cellules
cibles. Le récepteur de I’insuline est exprimé dans la plupart des cellules, mais il est présent
plus particuliérement dans les tissus cibles des effets métaboliques de 1’insuline comme le
foie, les muscles squelettiques et le tissu adipeux. Il est également bien exprimé dans les
cellules beta et dans certaines zones du cerveau. Des études d’invalidation spécifique du
récepteur dans ces tissus ont montré que I’insuline y exerce des actions importantes dans la
régulation de ’homéostasie énergétique (92).

Le récepteur de I’insuline est une glycoprotéine tétramérique, formée de deux sous-
unités o extracellulaires et de deux sous-unités B transmembranaires contenant un domaine
tyrosine kinase et des résidus tyrosines, essentiels a I’activité biologique du récepteur. La
liaison de I’hormone est assurée par les sous-unités a et la partie extracellulaire des sous-
unités P, qui contiennent des sites de liaison de haute et de basse affinité pour 1’insuline
(Figure 24) (93). La fixation de I’insuline induit des modifications conformationnelles des

sous-unités o et B, qui permettent 1’accés au site catalytique et la transphosphorylation des

-32-



résidus tyrosines des sous-unités f (94) (Figure 24). La phosphorylation de ces résidus est
nécessaire a l’activation du récepteur, phosphorylant ainsi ses substrats intracellulaires
incluant les protéines de la famille des IRS (insulin receptor substrate), de la famille des
protéines Shc (Src homology 2 containing protein) et quelques autres substrats dont la
fonction n’a toujours pas été clairement établie tels que les protéines Gab1, Cbl, APS et p60%°*
(93; 94).

Les IRS sont les substrats immédiats du récepteur de I’insuline et sont les plus
importants dans 1’action de I’insuline. Ils présentent dans leur partie N-terminale des
domaines PH (plextrin homology) et PTB (phosphotyrosine binding) responsables de
I’interaction de la protéine avec le résidu phosphotyrosine présent dans la partie
Jjuxtamembranaire du récepteur (94). La partie COOH-terminale des IRS contient nombre de
résidus tyrosines, qui sont phosphorylés par le récepteur, puis qui se lient a d’autres protéines
intracellulaires contenant des domaines SH2 (Src homology 2). Ces protéines peuvent servir
de molécules adaptatrices comme les sous-unités régulatrices de la Pl; (phosphatidyl inositol
3) kinase et la protéine adaptatrice Grb2, ou d’enzymes ayant des activités kinases ou
phosphatases comme la tyrosine phosphatase SHP2 (SH2 domain containing tyrosine
phosphatase 2) et la tyrosine kinase cytoplasmique Fyn (94). Via des liaisons non-covalentes
avec nombre de protéines renfermant des domaines SH2, les IRS servent de points d’ancrage
et d’interaction avec les molécules impliquées dans les cascades de transduction en aval.
Ainsi, les IRS incarnent un point de divergence majeur dans la cascade de signalisation
insulinique, en entrainant par exemple 1’activation des voies de signalisation mitogeénes (Ras /
MAP kinase) ou métaboliques (PI; kinase / PDK1) (Figure 25) (93).

Depuis 10 ans, il est devenu évident que la perception de la signalisation insulinique
comme étant une cascade linéaire d’activation de signaux de transduction, est dépassée. De
fagon plus rigoureuse (mais plus complexe aussi), I’image de 1’action insulinique est vue
aujourd’hui comme un ensemble de modifications au sein d’un réseau d’interactions
impliquant une matrice de cascades de signalisation qui s’enclenchent en s’interférant (Figure
25) (93). L’action biologique finale représente la somme globale des effets des différentes
voies de signalisation facilitatrices, inhibitrices et complémentaires qui interagissent avec des
systémes fonctionnels terminaux spécifiques des tissus cibles. Bien qu’il existe des
similitudes dans les réseaux de transduction des signaux insuliniques, les différents tissus
cibles de I’hormone expriment nombre de systemes effecteurs uniques, entrainant des
fonctions biologiques spécifiques de ces tissus en réponse a l’insuline. Les systémes

effecteurs incluent des enzymes limitantes, des voies de signalisation enzymatique, des

-33 -



systémes de transport membranaire, 1’expression des genes, les processus impliquant le
transport cellulaire des protéines et des vésicules, et les systémes régissant la translation, les
modifications post-translationnelles et la dégradation des protéines. Au total, la nature des
actions biologiques stimulées par I’insuline varie considérablement d’un tissu a un autre, et la
grande majorité de ces variations n’est pas le fruit d’un ensemble de différences dans la
transmission méme du signal insulinique. Ces variations sont plutot dues a des effets
spécifiques des tissus, expliqués principalement par des systemes effecteurs uniquement
exprimés dans une gamme de cellules cibles différenciées (93). L’action de 1’insuline dans la
régulation de I1’homéostasie énergétique implique principalement le foie, le muscle

squelettique et le tissu adipeux.

—> En plus des altérations de sécrétion insulinique des cellules beta pancréatiques, un
patient atteint de DT2 montre une insulino-résistance des tissus cibles qui peut étre définie
comme l’incapacit¢ de I’insuline a produire ses actions biologiques habituelles (2 des
concentrations physiologiques normales). Outre une diminution, voire une suppression, de la
premicre phase de sécrétion d’insuline (cf supra ; partie I1.1/), les individus qui progressent
d’un état normal a un DT2 montrent une diminution franche de leur sensibilit¢ a I’insuline.
Outre I’environnement sédentaire et occidentalisé, cette diminution de la sensibilité¢ a
I’insuline serait due a des altérations génétiques, semble-t-il toutefois beaucoup plus faibles
que celles impliquées dans ’altération de la sécrétion insulinique (cf infra ; partie II1.). Mais

ce constat peut encore évoluer...

a) Le foie

En période postabsorptive, le foie contribue de fagon majoritaire a la production de
glucose (200g/jour pour un homme de 70kg soit ~75% du glucose libéré dans la circulation)
et il est le seul organe a assurer la fonction de « glucostat » (95). L’insuline régule le
métabolisme hépatique via d’importantes modifications enzymatiques post-translationnelles
(comme la phosphorylation) et via des changements dans I’expression des geénes. La
stimulation de la formation de glycogéne et la régulation de la gluconéogenése par 1’insuline
sont les déterminants majeurs de la production hépatique de glucose (Figure 26) (93).

- Glycogenese / glycogénolyse. Sous des conditions de stimulation insulinique, la grande
majorité de la capture glucidique est stockée sous forme de glycogene. L’insuline stimule la

synthése de glycogéne dans le muscle, le tissu adipeux et le foie, en activant la glycogéne
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synthase qui ajoute un groupe glucosyl activé aux chaines polysaccharides grandissantes
catalysant ainsi 1’étape finale de la glycogenese (93). La régulation de la glycogeéne synthase
est complexe car elle implique de nombreux acteurs. Quoiqu’il en soit, la capacité de
I’insuline a stimuler cette enzyme demande une signalisation proximale via 1’activation de la
PI; kinase et la voie Akt / PKB, puis I’inactivation de la GSK3 qui entraine une réduction
franche de la phosphorylation de la glycogéne synthase (cf Figure 26) (96; 97). Cette
réduction de phosphorylation augmente son activité.

- Inhibition de la gluconéogenese et de la production hépatique de glucose. La production
hépatique de glucose est stimulée a jeun par des hormones contre-régulatrices de I’insuline
(glucagon, catécholamines et glucocorticoides) qui activent la glycogénolyse et la
gluconéogenese. Lors des repas ou en réponse a des injections insuliniques exogeénes, la
production hépatique de glucose est efficacement arrétée par I’insuline en inhibant la
glycogénolyse et la gluconéogenese (93). La gluconéogenese est majoritairement régulée par
des changements d’expression de deux génes codant deux enzymes clefs: la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glucose-6-phosphatase (G6Pase). La
PEPCK catalyse une des étapes limitantes de la gluconéogenese, dont I’étape finale
produisant le glucose libre est catalysée par la G6Pase. Le glucose est ensuite transporté en
dehors du foie via les transporteurs de glucose GLUT?2 (cf Figure 26) (93). L’expression de la
PEPCK est régulée finement par I’AMPc. Le glucagon, les catécholamines et les
glucocorticoides augmentent la concentration d’AMPc et induisent la PEPCK, alors que
I’insuline a I’effet inverse. En plus des effets directs hormonaux sur les hépatocytes, la sortie
de glucose est régulée par des substrats gluconéogeénes comme le lactate, les acides aminés et
les AGNE (93).

Il est important de noter que I’inhibition de la production hépatique de glucose par
I’insuline tient majoritairement dans sa capacité a influer sur la transcription des génes.
L’insuline modulerait ainsi 1’expression de plus de 800 génes au niveau de ses tissus cibles
(93). La régulation de la transcription des génes dépend de I’activité de différents facteurs de
transcription (au niveau de séquences précises dans le promoteur des genes, appelées IRE
pour insulin response elements) qui est soit directement modulée par les voies de signalisation
stimulées par I’insuline, soit indirectement par des substrats métaboliques. Les promoteurs de
la G6Pase et de la PEPCK contiennent des IREs ou se fixent, entre autres, les facteurs de
transcription FOXO3 et surtout FOXO1 (étant I’isoforme le plus exprimé dans le foie et le
tissu adipeux) (93). A I’état basal, les protéines FOXO sont localisées dans le noyau et

régulent de fagon active la transcription des génes. Aprés stimulation insulinique, 1’activation
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de la voie de signalisation Akt / PKB entraine la phosphorylation des FOXO, suivie de leur
dissociation avec leur site de fixation a I’ADN, de leur expulsion du noyau et in fine de la
forte diminution de 1’expression des genes codant la G6Pase et la PEPCK. Par ailleurs, la
protéine SREBP1 (sterol regulatory element binding protein), le récepteur nucléaire LXR
(liver X receptor), le facteur de transcription Spl et la protéine co-activatrice PGCI1
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1) contribuent de facon

importante a la régulation des genes impliqués dans la gluconéogeneése, en présence d’insuline

(cf Figure 26) (93).

—> Insulino-résistance dans le foie. Chez des patients atteints de DT2, des mesures
isotopiques de la production de glucose sous des conditions trés stables (a jeun) montrent une
association significative entre la production de glucose endogene et la glycémie a jeun (98).
Cette association est observée malgré une hyperglycémie et une normoinsulinémie ou
hyperinsulinémie, et démontre que I’insulino-résistance contribue a I’augmentation de la
production basale de glucose dans le foie. Aprés un repas, I’augmentation des concentrations
de glucose et d’insuline, simultanément a une baisse en glucagon, inhibent complétement la
production de glucose endogene chez un sujet sain. Chez les patients atteints de DT2, cette
inhibition est incompléte di a I’insulino-résistance hépatique, la déficience en insuline et la
sécrétion excessive de glucagon (99). L’insulino-résistance hépatique a été évaluée via des
mesures directes de la diminution de 1’effet de 1’insuline sur 1’inhibition de la production
hépatique de glucose. Cette altération est finement corrélée au contenu adipeux du foie (100).
La production persistante de glucose par le foie constitue la raison principale de la
maintenance d’une hyperglycémie aprés un repas. Sous des conditions post-prandiales
toujours, chez un sujet sain, environ 1/3 du glucose est capté par les muscles, 1/3 est oxydé
dans le cerveau et 1/3 est stocké dans le foie (101). Chez les patients atteints de DT2, la
capacité du foie a stocker le glucose aprés un repas parait intacte ou légérement diminuée
(102). De maniere globale, le taux d’utilisation de glucose est aussi normal, car
I’hyperglycémie en soi compense la stimulation altérée de I’insuline sur la capture du glucose
au niveau des tissus périphériques (103). Enfin, le cerveau semble utiliser des quantités
similaires de glucose chez les individus sains et les sujets atteints de DT2. Par conséquent,
I’hyperglycémie post-prandiale est sGrement due a une suppression incomplete de la
production de glucose endogene (103).

Des études in vivo et in vitro semblent suggérer que 1’insuline inhibe la production

hépatique de lipoprotéines a trés basse densit¢ (VLDL pour very low density lipoprotein)
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(104; 105). Cet effet est dii non seulement a la diminution de la disponibilité d’AGNE, fruit
de I’inhibition de la lipolyse dans les adipocytes (ctf infra), mais aussi a un effet direct de
I’insuline dans le foie, inhibant 1’assemblage et la production de particules de VLDL. Chez les
individus atteints de DT2, I’insuline n’inhibe plus cette production de VLDL (105). Ce
phénomene serait corrélé a la quantité de graisse située dans le foie et semble étre le
mécanisme majeur expliquant 1’augmentation de la concentration plasmatique des
triglycérides chez les patients insulino-résistants atteints de DT2 (103).

Les mécanismes cellulaires expliquant I’insulino-résistance hépatique ne sont pas
totalement élucidés a ce jour. Les triglycérides en soi sont inertes et ne peuvent pas expliquer
I’insulino-résistance hépatique (103). Des données issues d’études animales suggerent qu’au
moins deux médiateurs lipidiques pourraient I’induire : les céramides et les DAGs (103). Les
céramides sont des lipides complexes appartenant a la famille des sphingolipides. Leur
structure est basée sur un diol aminé, la sphingosine, et dépend de la disponibilité en acides
gras saturés. Les DAGs, qui sont les précurseurs immédiats des triacylglycérols, activent la
PKC dans le foie, qui se lie au récepteur de I’insuline et qui diminue la phosphorylation
d’IRS2. Ceci entraine une diminution de la synthése de glycogéne hépatique et une réduction
de I’inhibition de la gluconéogenese hépatique via les voies Akt / GSK3 et Akt / FOXO
respectivement (cf Figure 26). L’activité de la PKC a été montrée augmentée dans le foie des

patients atteints de DT2 (103).

b) Le muscle squelettique

Le muscle squelettique est considéré in vivo comme le plus gros stock de glucose
(sous forme de glycogene) stimulé par I’insuline : il est responsable de prés de 80% de la
captation du glucose en présence d’insuline et la quantité de glycogéne stockée dans les
muscles est d’environ 120g chez 1’adulte (soit une réserve énergétique de 400 kcal) (95). Lors
d’une période de jeune, les muscles squelettiques consomment préférentiellement les réserves
de glycogeéne ainsi que les acides gras (95). La caractéristique principale de 1’action
insulinique dans le muscle squelettique est la capacité a stimuler le systéme effecteur 1i¢ au
transport du glucose (Figure 27) (93). Ce transport du glucose a travers la membrane est
facilité par les protéines GLUTSs, plus particuli¢rement GLUT1 et GLUT4 dans le muscle
squelettique. A 1’état basal, le muscle est un faible consommateur de glucose via le
transporteur GLUT1 qui se trouve majoritairement a la surface. GLUT]1 facilite la diffusion

de glucose a travers la membrane plasmique vers le cytosol ou le glucose est immédiatement
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phosphorylé par ’hexokinase puis métabolisé (93). A 1’état basal toujours, GLUT4 contribue
de facon trés minime au transport du glucose car plus de 90% de ce transporteur résident dans
les membranes intracellulaires, plus particuliecrement dans des compartiments tubulo-
vésiculaires inductibles (réseau du Golgi et vésicules endosomales situées pres de la surface
cellulaire) et dans une voie de recyclage endocytose-endosomale (93). L’insuline augmente le
transport de glucose en recrutant les transporteurs intracellulaires GLUT4 a la membrane
plasmique des cellules en stimulant le réseau d’actine et de microtubules. Cela constitue une
étape limitante dans le stockage du glucose stimulé par I’insuline et dans le métabolisme des
tissus cibles périphériques (93). Lors de la dissipation du signal insulinique, la désactivation
du transport glucidique est due a une translocation inverse des transporteurs GLUT4 a
I’intérieur de la cellule. L’ intégralité de la voie de signalisation liant le signal de transduction
insulinique au transport glucidique n’a pas été entierement ¢élucidée a ce jour (93). Quoiqu’il
en soit I’activation du transport est considérablement dépendante de 1’auto-phosphorylation
des récepteurs a I’insuline, de la phosphorylation des tyrosines situées dans IRS1 et
I’activation de la voie de la PI; kinase / PDK1 qui contribue a la translocation de GLUT4 a la
surface de la cellule (cf Figure 27) (93). Il est a noter que GLUT4 constitue le transporteur
principal du glucose lors d’une stimulation insulinique non seulement dans le muscle
squelettique mais aussi dans le muscle cardiaque et le tissu adipeux.

Par ailleurs, la contraction des muscles résulte de la translocation de GLUT4 qui
stimule le transport du glucose au sein du muscle (106). Ce phénomene peut se produire sans
aucun changement de la concentration insulinique dans le sérum et n’implique pas 1’activation
des récepteurs a I’insuline et de la voie de la PI; kinase / PDK1. La mobilisation des
transports GLUT4 par un exercice musculaire implique un autre lot de GLUT4 que celui
recruté par I’insuline. Ainsi les effets d’un exercice musculaire et ceux de 1’insuline sont en
partie additifs (107). Les signaux de transduction impliquant 1’exercice musculaire ne sont pas
entierement élucidés, cependant la réponse serait partiellement dépendante de 1’augmentation

constitutive de 5’ AMP intracellulaire, suivie par 1’activation de I’AMP kinase (AMPK) (107).

—> Insulino-résistance dans le muscle squelettique. Nombre d’études ont montré que
la capacité de I’insuline a stimuler in vivo le dépdt de glucose est diminuée dans les muscles
squelettiques des patients atteints de DT2 comparés a des sujets non-diabétiques (sous des
conditions similaires d’age, de sexe et d’IMC) (103; 108). Cependant, I’hyperglycémie

compenserait ce défaut de capture de glucose stimulée par I’insuline, et maintiendrait un taux
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d’utilisation absolue du glucose a un niveau normal chez les patients atteints de DT2
comparés a des sujets non-diabétiques (103).

De multiples défauts dans la cascade de transduction insulinique ont été identifiés en
aval du récepteur de I’insuline, plus particuliérement au niveau de la phosphorylation d’IRS1
et de I’activation de la PI; kinase (109). En outre, la capture de glucose stimulée par 1’insuline
et modulée par la translocation du transporteur de glucose GLUT4 a la surface, et la
stimulation de la phosphorylation de glucose par 1’hexokinase 2 sont fortement diminuées
chez les patients atteints de DT2 (110; 111).

L’obésité (surtout I’obésité abdominale) et le manque d’activité physique sont les
causes majeures d’insulino-résistance dans le muscle squelettique (103). Concernant 1’obésite,
la diminution de la capture de glucose stimulée par I’insuline serait due a 1’augmentation
d’AGNE produit par le tissu adipeux et a I’accumulation de graisse dans les myocytes (103).
Concernant 1’activité physique, plusieurs études prospectives ont montré une association
inverse entre 1’activité physique et 1’incidence de DT2 (112; 113). La sensibilité insulinique
de la capture de glucose par le muscle squelettique est directement proportionnelle a la
condition physique mesurée par la consommation maximale d’oxygéne (VOamax) (103). La
diminution de la condition physique dans les muscles de patients atteints de DT2 est
caractérisée par une diminution de la densité capillaire et d’une déficience de la
phosphorylation oxydative mitochondriale (114).

Par ailleurs, une hyperglycémie seule (indépendamment de 1’insuline, des acides gras,
ou des hormones contre-régulatrices) peut induire une insulino-résistance dans le muscle
squelettique humain (82). L’insulino-résistance induite par cette toxicité glucidique semblerait
contribuer a une capture moindre de glucose stimulée par I’insuline chez les patients atteints
de DT2 comparés a des sujets non-diabétiques ayant le méme age, sexe et IMC (a des niveaux
identiques de glycémie / insulinémie) (103). Le degré d’insulino-résistance chez des patients
atteints de DT2 est directement proportionnel a la sévérité¢ de leur hyperglycémie. Cet effet
serait di a une diminution de la translocation des transporteurs du glucose GLUT4 et GLUT]1,
consécutive d’une suractivation du métabolisme glucidique, et en particulier de la voie
conduisant a la synthése des hexosamines, qui ne concerne pourtant que 2 a 3% du glucose
entrant dans les cellules (115). Cette voie permet de former de I’UDP-N-acétylglucosamine
utilis¢é comme substrat pour la synthése de protéoglycannes, de glycoprotéines et de
glycolipides. Des expériences in vitro et in vivo ont permis d’établir que I’enzyme limitante de
la voie de biosynthése des hexosamines, la GFAT (glutamine fructose-6-phosphate amino

transferase), est surexprimée chez les patients atteints de DT2, ce qui diminue la sensibilité a
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I’insuline de la glycogeéne synthase (115). Ainsi, I’insulino-résistance induite par la voie des
hexosamines chez des patients hyperglycémiques atteints de DT2 pourrait étre vue comme un

mécanisme compensatoire protégeant les muscles contre une capture trop importante de

glucose (103).

¢) Le tissu adipeux

Le tissu adipeux est le site majeur du stockage de carburant énergétique sous forme de
triglycérides : 15kg (soit 100 000 kcal) en moyenne y sont stockés chez I’adulte (95). Par
ailleurs, les systemes effecteurs responsables des effets anaboliques de I’insuline sur la
lipogenése et 1’anti-lipolyse sont les événements clefs de la biologie des adipocytes (Figure
28) (93).

- La lipogenése. L’accumulation de graisse est déterminée par la balance entre la synthése de
triglycérides (capture d’acide gras et lipogenése) et leur dissolution (lipolyse / oxydation des
acides gras). L’insuline est le principal stimulateur de la lipogenése en augmentant la
disponibilit¢ du glycérol et des acides gras pour la synthése des triglycérides, via une
¢lévation de la capture de glucose dans les adipocytes et I’activation des enzymes
glycolytiques et de la lipogenese (93). Ces enzymes sont régulées par I'insuline via des
modifications post-translationnelles et 1’altération de 1’expression des génes. Concernant les
effets post-translationnels, 1’insuline active la voie Akt / PKB par phosphorylation, inhibant
GSK3 et augmentant constitutivement 1’activit¢ de I’ATP cytrate lyase qui stimule la
conversion du citrate en acétyl-CoA dans le cytosol (Figure 28) (93). L’acétyl-CoA peut
ensuite étre utilisé pour la syntheése d’acide gras. Par ailleurs, 1’insuline induit I’expression de
deux protéines clefs de la lipogenése : I’acide gras synthase (FAS pour fat acide synthase) et
SREBPI1. La FAS est I’enzyme centrale participant a la lipogenése de novo et catalyse la
conversion de malonyl-CoA et d’acétyl-CoA en acides gras a longues chaines. La protéine
SREBPI active nombre de génes impliqués dans la capture et la synthése d’acides gras et de
triacylglycérides (116).

- Lipolyse et anti-lipolyse. La lipolyse dans le tissu adipeux est régulée trés finement pour que
le partage des carburants énergétiques, du glucose et des AGNE soit adapté aux besoins
énergétiques. A jeun, la lipolyse est stimulée et libére des AGNE qui sont le principalement
carburant oxydatif pour le foie, le cceur et les muscles squelettiques. Pendant un repas, la
lipolyse est inhibée et les adipocytes stockent des triglycérides (93). L’augmentation (apres un

repas) et la diminution (a jeun) des concentrations d’insuline ont un réle central dans cette
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action d’anti-lipolyse. L’inhibition de la lipolyse par I’insuline est trés sensible chez des
individus sains. Des hormones régulent la lipolyse dans les adipocytes via 1’action coordonnée
de deux systeme effecteurs principaux : la lipase hormono-sensible (HSL pour hormone
sensitive lipase) et les protéines périlipines qui sont localisées a la surface des gouttelettes
lipidiques au sein de la cellule (cf Figure 28) (93; 117). Les périlipines et la HSL sont
essentielles dans la régulation du dépdt de triglycérides et dans sa mobilisation. En absence de
stimulation lipolytique, les périlipines étant situées a la surface des gouttelettes lipidiques,
inhibent la lipolyse en jouant un role de barrage contre I’hydrolyse des triacylglycérols par les
lipases. Quand la PKA est activée, les périlipines deviennent phosphorylées et perdent leur
role de barrage, ce qui permet a la HSL d’hydrolyser le corps triglycéride de la gouttelette
lipidique. Les hormones lipolytiques et anti-lipolytiques exercent des effets opposés sur la
HSL et les périlipines en déterminant la disponibilité en AMPc et I’activité de la PKA (118).
La capacité de I’insuline a inhiber la lipolyse induite par des hormones est due a sa trés grande
capacité a diminuer les niveaux d’AMPc intracellulaires et ainsi a réduire I’activité de la
PKA. La diminution en AMPc est principalement le résultat de la phosphorylation insuline
dépendante (et de I’activation) de la phosphodiestérase 3B (PDE3B) via la voie Akt / PKB
(118).

—> Insulino-résistance dans le tissu adipeux. Chez les patient atteints de DT2, la
concentration en triglycérides est diminuée et la concentration plasmatique d’AGNE est
augmentée, au regard des sujets non-diabétiques étudiés a des niveaux comparables d’insuline
(119; 120). Cette observation suggere que le tissu adipeux est aussi le siege d’insulino-
résistance. Cependant, une lipolyse incontrélée a un degré tel qu’elle pourrait entrainer une
acidocétose ne se produit pas spontanément dans un DT2, car la déficience en insuline n’est
pas assez grave (103). Comme nous avons vu précédemment (cf partie 11.1/), I’augmentation
de la concentration plasmatique d’AGNE aggrave I’hyperglycémie en altérant les cellules
beta. En outre, cette augmentation stimule I’oxydation hépatique d’AGNE ainsi que la

production hépatique de glucose, plus particulierement via la gluconéogenese (103).
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=> Conclusion controversée sur les causes physiopathologies du DT2

Qu'est-ce qui apparait en premier : I'ceuf = I’insulino-résistance ou la poule =

I’altération de la sécrétion insulinique ?

Pendant de nombreuses années, le DT2 a été considéré comme une maladie de 1’insulino-
résistance : plusieurs études ont suggéré que 1’entrave a I’action de I’insuline était le défaut
majeur identifiable chez les sujets a risque de DT2 (121), alors que la fonction pancréatique
ne devenait anormale qu’a partir du moment ou la glycémie a jeun commengait a s’¢lever. Il
¢tait évoqué deux stades de la maladie : celui de I’insulino-résistance compensée (avec un
hyperinsulinisme suffisant pour « compenser » 1’obstacle de I’insulino-résistance) et celui de
I’insulino-résistance décompensée (ou au contraire la sécrétion insulinique est devenue
insuffisante) (121). Puis les connaissances se sont faites plus fines et le role de I’insuffisance
de la sécrétion pancréatique des le début voire avant la maladie a été avancé et confirmé,
notamment grace aux ¢études génétiques qui ont mis en avant des génes de susceptibilité au
DT2 avant tout exprimés dans les cellules beta (cf infra ; partie III. de cette introduction).

Les études avangant un role primaire et majeur de 1’insulino-résistance des tissus cibles dans
la déclaration d’un DT2 ne prenaient pas en compte :

i/ 'importance de la dynamique de la sécrétion insulinique,

ii/ 1a pertinence de la concentration plasmatique d’insuline au regard du stimulus dominant de
la sécrétion d’insuline (c’est-a-dire le niveau de la glycémie),

iii/ la relation entre la fonction de la cellule beta et I’insulino-résistance.

Pour I’anecdote, de 1921 (année de la découverte de 1’insuline) aux années 1960/70, il était
inversement répandu que le diabéte était le résultat d’une « simple » altération du pancréas a
sécréter de I’insuline. Un article paru dans le Lancet en 1962 lancait le début de la controverse
(Figure 29) (122)... qui a mis plus de 40 ans a se rééquilibrer !

Bien que nombre d’individus insulino-résistants ne développent jamais de DT2, des
problémes de sécrétion de la cellule beta peuvent aussi étre repérées chez des sujets
normoglycémiques. Par conséquent, il apparait aujourd’hui que les deux déréglements soient
nécessaires, mais pas suffisants pour atteindre des niveaux d’hyperglycémie tels que le DT2
soit déclaré et que I’'un peut apparaitre sans 1’autre avant la survenue de la maladie (Figure

30) (123).
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I11. ETIOLOGIES GENETIQUES DES FORMES MONO- ET POLYGENIQUES DU
DIABETE DE TYPE 2 ET STRATEGIES EMPLOYEES POUR LES IDENTIFIER

1/ Approche géne candidat

Les génes candidats sont des genes codant des protéines d’ores et déja identifiées qui,
d’apres leur role physiologique clef dans I’homéostasie glucidique, sont supposées contribuer

a la maladie.

a) Forme monogénique de DT2

Concernant les formes monogéniques de DT2 et plus particulierement le DN,
I’approche gene candidat fut trés fructueuse. A vrai dire, au regard des limitations
technologiques, pratiquement aucune autre approche n’était envisageable car il n’existe pas de
« familles » de DN, ce qui rend impossible les études de liaison familiale (cf infra ; partie
I11.3/). En effet, la majorité des mutations causales répertoriées a ce jour sont soit de novo,
soit non totalement pénétrantes (parfois par exemple, un parent porteur de la mutation peut
étre atteint d’un DT2 commun apparaissant beaucoup plus tard dans la vie). L’approche gene
candidat dans le DN fut avant tout focalisée sur des geénes impliqués dans le transport du
glucose, le développement et la fonction de la cellule beta, particulierement la sécrétion
insulinique (124).

Apres la sélection d’un gene, les parties codantes, ou exons, sont séquencés a partir de
I’ADN de chaque patient. Si une mutation putativement fonctionnelle (c’est-a-dire une
mutation faux-sens, non-sens ou encore décalante) est identifiée, elle est ensuite testée dans
une population de sujets non-diabétiques. Si la mutation est conservée, le séquencage du gene
est envisagé dans d’autres cohortes de DN non ¢lucidé, voire de MODY, et des analyses
fonctionnelles de la mutation sont engagées. L’approche géne candidat a permis d’identifier
les trois geénes principaux impliqués dans le DN : les deux geénes codant les sous-unités du
canal K'-ATP ABCC8 (SURI) et KCNJ11 (Kir6.2), et le géne INS codant la préproinsuline
(14).

Concernant les génes ABCCS et KCNJ11, I’hypothése n’était pas gagnée d’avance. En
effet, bien que les protéines codées par ces deux geénes aient un réle crucial dans la sécrétion
d’insuline (cf supra; partie I1I.1/), il fallait imaginer des mutations gain-de-fonction qui

puissent engendrer un DN. Finalement, cette hypothése s’est avérée réelle : les mutations
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identifiées chez 30-45% des patients atteints de DN, maintiennent les canaux K'-ATP
ouverts, ce qui inhibe toutes dépolarisations membranaires a la surface de la cellule beta et
donc bloque I’entrée des ions Ca® et in fine la sécrétion d’insuline (Figure 31). Cette
découverte a été cruciale concernant le traitement des patients mutés. En effet, la grande
majorité des patients portant une mutation dans ABCC8 ou KCNJII peuvent passer avec
succes d’une insulinothérapie, qui est un traitement lourd et difficilement contrélable (avec de
forts risques d’hypoglycémie), & une simple prise orale de comprimés de sulfonylurées, un
ligand du canal K'-ATP qui stimule sa fermeture (cf supra ; partie 11.1/). De plus amples
détails et informations sont étayés dans la revue incluse a la fin de la partie III. de cette
introduction (14).

Concernant le géne INS, I’hypothése était cette fois-ci évidente d’autant plus qu’un
modele de souris, la souris ‘Akita’, portant une mutation hétérozygote dans le gene Ins2
(détruisant I’'un des deux ponts disulfures connectant les chaines A et B de 1’insuline), montre
un diabéte trés précoce non-autoimmun (125). Des mutations faux-sens hétérozygotes ont été
identifiées chez 15-20% des patients atteints de DN permanent (14). Par ailleurs, des
mutations ont été répertoriées chez des cas ayant une déclaration de diabéte un peu plus
tardive au cours de 1’enfance, voire chez des patients atteints de MODY (14). La plupart des
mutations identifiées atteignent des acides aminés essentiels dans le clivage de I’insuline ou
dans son repliement (Figure 32). Ainsi, ces altérations causent une mauvaise configuration de
la proinsuline, entralnant un engorgement en protéines mal conformées et un stress du
réticulum endoplasmique, et in fine une apoptose des cellules beta. Comme précédemment, de
plus amples détails et informations sont étayés dans la revue incluse a la fin de la partie II1. de

cette introduction (14).

b) DT2 commun

Dans le DT2 commun, I’approche géne candidat fut moins fructueuse, surement di a
la plus grande complexité génétique de cette maladie qui dépend d’une grande composante
environnementale et de variants non forcément codants. Aprés sélection d’un geéne, suivant la
méme stratégie que précédemment, une étude d’association compare simplement les
fréquences de chaque polymorphisme nucléotidique (SNP pour single nucleotide
polymorphisms ; avec fréquence de ’allele mineur [MAF] > 5%) au locus du gene chez les
cas et chez les sujets contrdles, et détermine si un des SNPs est significativement

surreprésenté chez les personnes atteintes de DT2. Jusqu’a présent, six genes identifiés par
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cette approche ont été associés de fagon convaincante au DT2 commun (c’est-a-dire dont
I’association a ét¢ significativement répliquée dans plusieurs études, et plus particulierement
dans les études d’association pangénomique [cf infra ; partie 111.4/]) :

- PPARG codant le récepteur peroxisome proliferator-activated receptor-y qui constitue une
cible des traitements sensibilisateurs a 1’insuline, de la classe des thiazolidinediones.

- KCNJ11 vu son implication fondamentale dans la sécrétion insulinique.

- GCK codant la glucokinase qui a un role clef dans la détection du glucose par la cellule beta
pancréatique (cf supra ; partie II.1/). Ce gene a été testé a la suite de la découverte de son
implication dans la déclaration d’un MODY (cf infra ; partie I11.3/).

- WFS1 codant la wolframine qui tient un role essentiel dans le réticulum endoplasmique de
la cellule beta, notamment dans sa réponse au stress et dans I’homéostasie de son calcium. Ce
géne a ¢été testé a la suite de la découverte de son implication dans le syndrome de
Wolfram via des études familiales de liaison génétique (cf infra ; partie 111.3/) : des mutations
codantes récessives entrainent I’apparition de ce syndrome qui comprend plusieurs
caractéristiques cliniques incluant un diabéte non-autoimmun survenant dés I’enfance, une
déficience auditive qui aboutit généralement a une surdité de perception, des perturbations
visuelles due a une atrophie optique bilatérale qui aboutit généralement a la cécité et une perte
de la tonicité de la vessie due a des Iésions du systéme nerveux central.

- HNF1B codant le facteur de transcription hepatocyte nuclear factor 1-f qui module
I’expression de ’insuline. Ce géne a été testé a la suite de la découverte de son implication
dans la déclaration d’'un MODY (cf infra ; partie I11.3/).

Il est important de noter que les SNPs fréquents situés au locus de ces genes et trouvés
associés a un risque de DT2 ont un effet tres faible (odds ratio [OR] < 1,20 ; c’est-a-dire que
les porteurs d’un allele a risque situé dans ces genes ont 20% de risque en plus de devenir
diabétique de type 2); ce qui se démarque complétement des mutations impliquées dans le
DT2 monogénique.

De plus amples détails concernant ces génes sont €tayés dans la revue incluse a la fin de la

partie III. de cette introduction (14).
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2/ Recherche de génes soumis a I’empreinte parentale

La plupart des cas de DN transitoire sont isolés, mais dans environ un tiers des
observations décrites, plusieurs membres d’'une méme famille sont touchés. C’est alors le pére
qui transmet la maladie, bien qu’il ne soit pas forcément atteint. Des isodisomies paternelles
du bras long du chromosome 6 ont ainsi été identifiées chez de nombreux patients atteints de
DN transitoire. Par ailleurs, il a été identifi¢ chez certains patients des duplications partielles
du bras long du chromosome 6, toujours héritées du pere uniquement. Ces observations ont
suggéré I’existence d’une empreinte parentale au niveau du chromosome 6. Une étude a ainsi
identifi¢ une région dans laquelle la méthylation de I’ADN entre les chromosomes 6q24
maternel et paternel était différente, sous-entendant des expressions géniques différentes a ce
locus selon 1’héritage (et a certaines périodes de la vie) (126). Il existe une multitude de génes
portant une empreinte dans cette région, cependant un géne semble se démarquer : PLAGL1
(pleiomorphic adenoma gene-like 1 ; autrement appelé ZAC) qui code un facteur de
transcription suppresseur de tumeur, et régulateur du récepteur 1 du polypeptide PACAP (voir
le rdle de ce polypeptide dans la partie 1.2/ de I’introduction) (127).

Au total des anomalies du chromosome 6q24 ont été répertoriées chez 70% des

patients atteints de DN transitoire (14).

3/ Etude de liaison génétique au sein de familles

A partir des années 1990, les généticiens se sont concentrés sur des analyses de liaison
génétique, basées sur des rapports de recombinaisons génétiques et leur ségrégation dans des
familles, afin d’identifier des geénes impliqués dans les formes familiales mono- et
polygéniques du DT2. La recombinaison génétique ayant lieu naturellement lors d’une méiose
(avec son lot de crossing over), permet de fragmenter le génome en blocs de recombinaison
de tailles variables.

La méthode la plus répandue est de procéder a une étude d’exploration a I’échelle du
génome entier en utilisant des marqueurs moléculaires hautement polymorphiques de I’ADN
(comme des microsatellites -les plus fréquemment employés- ou des SNPs). Au sein d’une
famille montrant un DT2 qui se transmet de génération en génération, il est possible d’établir
I’occurrence génétique du DT2, en calculant une probabilité de co-ségrégation entre le
phénotype et les blocs de recombinaison de tous les membres de la famille a 1’échelle du

génome. Pour calculer cette probabilité, les généticiens utilisent généralement un score appelé
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LOD-score (pour logarithm of odds ou logarithme des probabilités). Le LOD-score compare
la liaison observée avec la probabilité que celle-ci soit un événement aléatoire et permet donc
d’obtenir une mesure de la certitude de 1’observation sur une échelle logarithmique. Si une
liaison est établie avec un LOD-score €levé (>3), il est alors possible de combiner les limites
des blocs de recombinaison de chaque individu afin de déterminer 1’étendue génétique du
locus ainsi identifié et de sélectionner puis séquencer les génes candidats du locus (Figure
33).

Les généticiens utilisent principalement deux modes pour conduire une analyse de
liaison : le mode paramétrique et le mode non paramétrique. Le premier mode suppose que
certaines informations sur le mode de transmission du trait observé sont connues. Ainsi, il est
possible de diriger les résultats selon la transmission (autosomale récessive, autosomale
dominante...) en ajustant des parameétres comme le taux de phénocopies ou la fréquence
attendue de la mutation. Ce mode d’analyse est particulierement adapté a 1’étude de grandes
familles présentant plusieurs sujets atteints par génération. A [’opposé, le mode non
paramétrique ne suppose aucun mode de transmission. Ainsi, il ne souffre pas d’un possible
biais si le mode de transmission suppos¢ différe du mode de transmission réel. Par contre, le
mode non paramétrique est moins sensible que le mode paramétrique et il risque ainsi de ne

pas détecter les liaisons plus faibles.

a) Forme monogénique de DT2

L’analyse de liaison génétique convient parfaitement a la découverte de mutations a
effets forts, dans des études basées sur des familles plus ou moins petites (si possible
multigénérationnelles) (124). Cette approche a permis d’identifier les deux premiers genes de
susceptibilit¢t au MODY : GCK (MODY-2) et HNF1A (hepatocyte nuclear factor I-a
MODY-3). Les MODY-2 et MODY-3 sont les formes les plus fréquentes de MODY ¢lucidé :
entre 20 et 60% pour les deux sous-types de MODY, selon les cohortes (15). Concernant le
MODY-2, plus de 150 mutations hétérozygotes dans GCK incluant des mutations faux-sens,
non-sens et quelques changements dans la région promotrice, ont été répertoriées (15). Malgré
nombre d’altérations consécutives dans le pancréas et le foie, les patients porteurs d’une
mutation dans GCK montrent dans 1’ensemble une hyperglycémie 1égére ou modérée qui peut
étre traitée par un simple régime (moins de 50% ont un diabéte déclaré), et n’ont pas de
complications microvasculaires (15). A I"opposé, les mutations hétérozygotes dans HNFIA

(parties codantes et promoteur) impliquent un diabete bien plus séveére, traité fréquemment par
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insulinothérapie et entrainant des complications microvasculaires (15). HNFIA code un
facteur de transcription du géne de nombre de génes (dont PDXT), codant des protéines clefs
dans la sécrétion d’insuline par les cellules beta matures mais aussi dans la prolifération et
I’apoptose des cellules beta (15).

A la suite de la découverte de I'implication de HNFIA dans la déclaration d’un
MODY fréquent, les généticiens ont pris conscience de I’importance que pouvait avoir les
facteurs de transcription dans la déclaration d’'un MODY et ont donc testé tous les facteurs de
transcription de la famille des HNF et d’autres tenant un réle clef dans le développement et le
fonctionnement de la cellule beta pancréatique. C’est par cette approche de géne candidat,
consécutive aux ¢études de liaison, qu’ont été découverts quatre nouveaux genes de
susceptibilit¢ au MODY : HNF4A (hepatocyte nuclear factor 1-o; MODY-1 [pour
I’anecdote, il fut appelé MODY-1 car une liaison génétique avait été identifiée au locus de ce
gene avant la découverte de GCK mais le gene n’avait pas été ciblé]), PDX1 (pancreatic and
duodenal homeobox 1; MODY-4), HNF1B (MODY-5) et NEUROD1 (neurogenic
differentiation 1 ; MODY-6). Ces quatre sous-types de MODY sont tous rares et assez séveres
(15). Des mutations codantes a I’état homozygote dans les génes PDXI, GCK et NEURODI
ont ét¢ identifiées chez des patients atteints de DN. Plus précisément, concernant PDX1, ces
patients souffrent d’une agénésie du pancréas et concernant NEUROD], ils montrent en plus
une hypoplasie sévere du cervelet, une surdité¢ profonde de I’oreille interne et des altérations
de la vue due a une myopie sévere et une dystrophie de la rétine (15).

De plus amples détails et informations concernant cette sous-partie sont étayés dans la

revue incluse a la fin de la partie III. de cette introduction (14).

b) DT2 commun

Concernant le DT2 commun, I’étude de liaison génétique a permis d’identifier un seul
gene de susceptibilité au DT2 (qui a ensuite été confirmé par les études d’association
pangénomique) mais non des moindres: TCF7L2 codant le facteur de transcription
transcription factor 7-like 2, qui joue un role clef dans la voie de signalisation Wnt (128).
TCF7L2 représente a ce jour le locus qui implique le plus gros effet sur le risque de survenue
d’un DT2 (OR ~ 1,45).

Un paragraphe détaillé a été dédi¢ a cette découverte et a la biologie de la protéine

codée par ce geéne dans la revue incluse a la fin de la partie III. de cette introduction (14).
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4/ Etude d’association pangénomique cas / contréles dans le diabete de type 2 commun

Les études d’association pangénomique (ou GWAS pour genome-wide association
studies) utilisent des cartes denses de SNPs localisés sur I’ensemble du génome humain afin
de rechercher des différences de fréquence allélique entre des cas (c’est-a-dire des patients
avec une maladie particuliére comme le DT2) et des contrdles. Une différence de fréquence
suffisamment significative indique que la région correspondante du génome contient des
variants génomiques fonctionnels qui influencent la maladie.

La logique des GWAS est : ‘une maladie commune, des variants communs’ ; ce qui
sous-entend que les maladies communes (telles que le DT2 commun) sont dues en grande
majorité a plusieurs SNPs présents chez plus de 1-5% de la population étudiée.

L’approche ‘génome entier’ appliquée dans la génétique humaine date des années 80,
lors de la construction de cartes de liaison du génome humain, en utilisant les marqueurs
moléculaires RFLP (restriction fragment length polymorphisms) (129). Les premieres
applications (intuitives) portaient sur les maladies Mendéliennes. Cependant, les généticiens
ont rapidement choisi d’utiliser aussi cette approche dans des maladies a transmission plus
complexe. Il fut alors proposé de cartographier les déséquilibres de liaison (LD pour /inkage
disequilibrium), en considérant qu’une mutation partagée par des patients atteints d’'une méme
maladie, dans une méme population (c’est-a-dire ayant des ancétres communs), est entourée
d’alleles proches partagés qui incarnent I’haplotype du chromosome ancestral sur lequel la
mutation est apparue en premier (129). Depuis 2003, le projet international HapMap a généré,
pour plusieurs populations (originaires d’Afrique, d’Asie et d’Europe), des cartes du génome
humain divisé en des milliers de groupes de SNPs fréquents (MAF > 5%) hautement corrélés
(fort LD), chaque groupe étant représenté par un SNP ‘porte-drapeau’ (ou fagSNP). La phase
II du projet avait montré que la grande majorité des SNPs avec une MAF > 5% pouvait étre
réduite a ~550 000 blocs de LD représentés par un tagSNP chez les individus originaires
d’Europe et d’Asie, et a ~1 100 000 blocs de LD chez les individus originaires d’Afriques (12
> (.8) (Figure 34) (130). En génotypant tous les tagSNPs d’un échantillon d’ADN humain, il
¢tait alors possible de connaitre plus de 80% des SNPs présents (avec une MAF > 5%) a
travers le génome de I’individu testé (130).

Simultanément a ce bel effort de la communauté scientifique visant a disséquer le
génome humain en blocs de LD, une véritable révolution technologique a eu lieu dans le
génotypage des SNPs (131). En moins de 10 ans, les avancées technologiques ont permis de

passer du test d'un SNP au génotypage simultané de centaines de milliers de SNPs par
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individu (plus de deux millions aujourd’hui), en utilisant des puces a ADN. Ainsi, les GWAS
ont incarné un grand pas en avant par rapport aux études de liaison familiale car elles peuvent
étre a I’échelle de milliers d’individus issus d’une population, testés pour des centaines de
milliers de SNPs a la fois. A ce jour, le Catalogue des GWAS (132) a répertorié 3 283 SNPs
associés a un large spectre d’états humains, issus de 681 publications (Figure 35). Il est
important de noter que le seuil ‘p-value < 5x10™ visible sur la Figure 35 correspond au seuil
de Bonferroni. Quand une association significative est identifiée entre un SNP et la maladie
testée, une p-value inférieure a 0,05 (seuil habituellement utilisé en statistique) ne suffit pas.
La correction de Bonferroni est une protection contre les tests multiples de significativité
statistique basés sur le méme échantillon de données, pouvant donner une significativité
apparente et non réelle. En effet, seulement par chance, un test sur 20 peut apparaitre
significatif avec une p-value inférieure a 0,05. La correction de Bonferroni indique que si un
expérimentateur teste n hypothéses (dépendantes ou indépendantes) sur un méme échantillon
de données, alors la significativité statistique qui doit étre utilisée pour chaque hypothése
testée est 1/n. Concernant les GWAS, le test de plusieurs centaines de milliers de SNPs par
individu explique le seuil si bas accepté aujourd’hui par la communauté des généticiens.

A ce jour, dans le DT2 commun, les GWAS et les méta-analyses de GWAS réalisées
par des consortia internationaux comme DIAGRAM+ (qui permettent d’augmenter plus
encore la puissance statistique en regroupant les données issues de plusieurs GWAS) ont
permis d’identifier plus de 30 loci/génes de susceptibilité au DT2 en moins de trois ans. Une
partie de ces loci/génes est détaillée dans la revue incluse a la fin de la partie III de cette
introduction (14). Depuis la publication (pourtant récente) de cette revue, 11 nouveaux
loci/génes de susceptibilité¢ au DT2 ont été rapporté par le consortium DIAGRAM+ (133) et
deux autres par une étude GWAS effectuée dans une population japonaise dont un locus a été
confirmé dans des populations européennes (134). Voici la liste de ces nouveaux loci/geénes
de susceptibilité au DT2 :

- BCL11A codant la protéine doigt de Zn B-cell CLL/lymphoma 114, majoritairement
présente dans les muscles, le cortex et le pancréas mais de facon faible dans les ilots et les
cellules beta. Aucune association avec les traits glycémiques n’a été révélée (133).

- ZBED3 codant la protéine doigt de Zn BED-type containing 3, trés ubiquitaire. Le SNP
augmentant le risque de survenue d’un DT2, augmente aussi la glycémie a jeun (133).

- KLF14 codant le facteur de transcription Kruppel-like factor 14, majoritairement présent

dans le cerveau et les reins, et de facon quasi nulle dans les ilots et les cellules beta. Le SNP
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augmentant le risque de survenue d’un DT2, augmente aussi I’insulinémie a jeun et ’indice
d’évaluation de I’insulino-résistance a jeun (HOMA-IR) (133).

- TP53INP1 codant la protéine tumorale p53 inducible nuclear protein 1, trés ubiquitaire. Le
SNP augmentant le risque de survenue d’un DT2, augmente aussi la glycémie a jeun (133).

- CHCHD?9 codant la protéine coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 9 qui est
trés peu connue (DIAGRAM+ n’avait pas réussi a obtenir une sonde correcte de RT-PCR
quantitative ainsi aucune donnée d’expression n’avait pu étre rapportée dans la publication).
Aucune association avec les traits glycémiques n’a été révélée (133).

- HMGAZ codant la protéine high mobility group AT-hook 2, majoritairement présente dans le
cerveau et de fagon moindre dans le pancréas (dont les cellules beta). Aucune association avec
les traits glycémiques n’a été révélée (133).

- ARAP1 (anciennement CENTDZ2) codant la protéine ubiquitaire ArfGAP with RhoGAP
domain, ankyrin repeat and PH domain 1 associées au Golgi. Aucune association avec les
traits glycémiques n’a été révélée (133).

- ZFANDG6 codant la protéine doigt de Zn ANI-type domain 6, surtout présente dans le
cerveau et les reins, mais aussi présente dans les ilots. Aucune association avec les traits
glycémiques n’a été révélée (133).

- PRC1 codant la protéine régulatrice protein regulator of cytokinesis I, majoritairement
présente dans le cerveau et impliquée dans la mitose. Le SNP augmentant le risque de
survenue d’un DT2, augmente aussi la glycémie a jeun et 2h aprés une HGPO (133).

- DUSP9 codant la protéine kinase phosphatase dual specificity phosphatase 9, présente
uniquement dans le cerveau, le ceeur et les muscles squelettiques. Aucune association avec les
traits glycémiques n’a été révélée (133).

- HNF1A qui avait déja été étudi¢ dans une approche geéne candidat apres la découverte de
son implication dans le MODY. Mais jusqu’alors, le locus n’avait jamais été confirmé par les
¢tudes d’association pangénomique. La puissance statistique résultant de la méta-analyse de
DIAGRAM+ a permis d’atteindre le seuil de significativité imposé par la correction de
Bonferroni (133).

- UBE2E2 codant I’enzyme ubiquitin-conjugating enzyme E2E2, connue pour &tre présente
dans le pancréas, le foie, le muscle er le tissu adipeux. A ce jour, I’association entre 1’all¢le
mineur du SNP et I’augmentation du risque de survenue d’un DT2 n’a été révélée que dans
des populations asiatiques. Dans ces populations, I’allele mineur est aussi associé a une
diminution de I’indice d’évaluation de la fonction de la cellule beta a jeun (HOMA-B ; cf

infra, partie I11.6/), révélant peut-étre une diminution de la sécrétion insulinique (134).
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- C2CD4A-C2CD4B codant la protéine C2 calcium-dependent domain containing 4,
impliquée dans le contréle de la structure cellulaire et connue pour étre présente dans le
pancréas, le foie, le muscle er le tissu adipeux. L’association entre 1’allele mineur du SNP et
I’augmentation du risque de survenue d’un DT2 a été identifiée dans des populations
asiatiques et confirmée dans des populations européennes (134).

Il est important de noter que chaque gene ici rapporté sous-entend 1’association d’un
seul SNP (compris dans un bloc de LD) avec le risque de survenue d’un DT2. Les généticiens
rapportent le géne le plus proche du SNP. Parfois, des études d’expression eQTL (quantitative
trait loci) basées sur I’analyse croisée du génome et du transcriptome (dans des tissus
spécifiques) via des puces a ADN, permettent de savoir que le SNP régule 1’expression du
gene rapporté. Mais la plupart du temps, comme les SNPs associés sont situés dans des
régions non-codantes et ont des effets tres faibles (cf infra partie 111.5/ et revue incluse a la fin
de la partie III de cette introduction), il est impossible de savoir s’ils sont bel et bien corrélés
au geéne le plus proche et non a un geéne situé plus loin sur le chromosome (voire sur un autre
chromosome). La transition du signal d’association vers les mécanismes moléculaires sous-
jacents et in fine vers de nouvelles opportunités thérapeutiques reste un véritable défi (135).

Quoiqu’il en soit, la majorité des variants/mutations identifiés jusqu’alors dont les
effets fonctionnels sont connus (dans les formes de DT2 mono- et polygénique) ont un role
crucial dans le développement et les fonctions de la cellule beta (plutét que dans la sensibilité

a I’insuline) (cf revue incluse a la fin de la partie III. de cette introduction).

5/ Le ‘dark matter’

Les études GWAS (ou les méta-analyses de GWAS) cas / controle du DT2 ont apporté
certes nombre de loci de susceptibilité a cette maladie (jamais une technique en avait révélé
autant, en si peu de temps), mais comme abordé précédemment, tous les SNPs identifi¢s ont
un tres faible effet sur le risque de survenue d’un DT2 (en moyenne 15% de risque par allele
mineur, except¢ TCF7L2 avec un OR avoisinant 1,45). Tant est si bien que les 38 loci de
susceptibilit¢ au DT2 répertoriés jusqu’a aujourd’hui (Annexe 1) n’expliquent que 10%
environ de I’héritabilité de la maladie (133). Ce qui laisse 90% de ‘dark matter’ ou de part
d’ombre dans 1’étiologie génétique du DT?2.

Ce constat a été le méme pour d’autres maladies polygéniques étudiées par GWAS : la
maladie de Crohn (32 loci identifiés pour 80% de part d’ombre), la dégénérescence maculaire

liée a I'age (5 loci identifiés pour 50% de part d’ombre), le lupus érythémateux systémique (6
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loci identifiés pour 85% de part d’ombre), 1’infarctus précoce du myocarde (9 loci identifiés
pour plus de 97% de part d’ombre) (131)...

Afin de diminuer cette part d’ombre, le laboratoire avait décidé au début de ma these
de réaliser des études GWAS de traits associés au DT2 et d’essayer de découvrir par cette
stratégie indirecte de nouveaux loci de susceptibilité a cette maladie. Par conséquent, nous
sommes passés d’un modele binaire cas / contrdle a un modéle linéaire, basé sur 1’ensemble
de la distribution d’un trait quantitatif dans une population générale. Ainsi, méme si la
technique était la méme (basée sur des puces a ADN), I’approche analytique en a été tout

autre (Figure 36).

6/ Etudes d’association pangénomique des traits quantitatifs associés au diabéte de type

2 commun

Nous avons choisi en premier lieu de nous concentrer sur la génétique de la variabilité
de la glycémie a jeun car une é€lévation de ce trait sert a établir le diagnostic du DT2 (cf
supra ; partie 1.2/). En outre, une augmentation méme modeste (lors d’un état prédiabétique)
est associée a des maladies cardio-vasculaires et une athérosclérose accélérée (136). Chez les
individus progressant vers un DT2, la glycémie a jeun semble évoluer modestement dans la
durée jusqu’a I’événement du dysfonctionnement de la cellule beta ou la glycémie augmente
trés rapidement (137; 138). Plusieurs études ont rapporté que le fait de diminuer la glycémie a
jeun chez les patients atteints de DT2 peut retarder voire empécher les complications
associées au DT2, prouvant davantage les effets délétéres des augmentations chroniques de
glucose (139).

Il a été établi que la glycémie a jeun était un trait quantitatif héritable a 30% environ
(139). Des études basées sur deux genes candidats avaient déja montré que des SNPs localisés
dans GCK et dans GCKR contribuaient significativement a la variabilité de la glycémie a jeun
dans des populations Européennes, avec un effet accru sur le risque de DT2 (140-142).

Au vu du role central de la glycémie dans la physiopathologie et le diagnostic du DT2
commun, une étude GWAS pour la glycémie a jeun tenait toutes ses promesses dans la
découverte possible de nouveaux loci de susceptibilité au DT2. Nous avons utilisé les puces a
ADN de 654 participants normoglycémiques issus de la cohorte genérale Frangaise D.E.S.I.R.
(ayant servi comme contrdles dans I’étude GWAS du DT2 publié¢ peu de temps aupravant
(143)) et avons analysé les contributions des SNPs présents sur la puce a la variabilité de la

glycémie a jeun mesurée chez les 654 participants (144). Il est important de noter que nous
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avions exclu de 1’étude tout sujet diabétique afin d’éviter les biais entrainés par les traitements
hypoglycémiants. Nous avons identifi¢ une association fortement significative entre 1’all¢le
mineur du SNP rs560887 situé¢ dans le géne G6PC2 et une diminution de la glycémie a jeun.
Cette association a été répliquée chez 8 699 participants Européens normoglycémique (méta-
analyse : N =9 353 ; effet de ’allele mineur Bosy, de Pintervalle de confiance] = =0,06(-0,08:-0,05] mmol/l
et P =4 x 10). De maniére surprenante, aucune association entre le SNP et le risque de DT2
n’a été identifiée malgré un large génotypage effectué (Noos =2 972; Neonnotes = 4 073) (144).

G6PC2 nous semblait étre un bon candidat. En effet, ce géne code une glucose-6-
phosphatase spécifique des 1lots pancréatiques (G6PC2 ou IGRP pour islet-specific glucose-6-
phosphatase—related protein). Bien que I’activité des glucose-6-phosphatases ait ét¢ montrée
trés faible dans les cellules beta (cf supra ; partie I11.1/) et donc que le role exact de G6PC2
reste obscur dans ces cellules, I’invalidation de G6pc2 chez la souris entraine une diminution
d’environ 15% de la glycémie a jeun, sans modification de la sensibilité¢ a 1’insuline (144).
Cette observation pourrait suggérer que G6PC2 pourrait s’opposer a 1’action de GCK et ainsi
moduler la glycolyse au sein de la cellule beta.

Peu de temps plus tard, une autre étude GWAS pour la glycémie a jeun basée sur
5 088 individus Européens non-diabétiques a aussi révélé un SNP associé a la glycémie a
jeun, situé dans le méme bloc de liaison que le SNP rs560887 mais plus en aval de G6PC?2,
dans la zone promotrice du gene ABCB11 (codant la protéine ATP-binding cassette, subfamily
B (MDR/TAP), member 11) (139). D’apres les auteurs, comme la fonction de G6PC2 restait
assez obscure, ABCB11 pouvait aussi incarner un candidat plausible dans 1’association avec
la glycémie a jeun : la protéine ABCBI11 est impliquée dans la sécrétion ATP-dépendante des
sels biliaires et pratiquement seulement exprimée dans le foie. Or des études pharmaceutiques
avaient montré que des séquestrants de la bile pouvaient entrainer une diminution de la
glycémie et améliorer la sensibilité a I’insuline (139).

Par conséquent, des études supplémentaires étaient envisageables a ce locus, a la fois
d’un point de vue génétique (« affinage » de I’association par génotypage supplémentaire de
SNPs en LD) puis fonctionnel (cf infra; Présentation des travaux). Et d’autre part, ces
premicres études GWAS pour la glycémie a jeun étaient prometteuses et offraient des

perspectives de recherche de signaux d’association avec d’autres traits associés au DT2.
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Revue.

“The emerging genetics of type 2 diabetes”

(Trends in Molecular Medecine. 2010 Sep;16(9):407-16)

Bonnefond A, Froguel P, Vaxillaire M.
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BUT DE LA THESE

Deux buts principaux se sont dessinés pendant les 3 années de ma thése :

1/ Identifier de nouveaux loci/geénes contribuant a la variabilité des traits associé€s au controle
glycémique par études GWAS, afin d’identifier de nouveaux loci a risque du DT2 passés
inapergus par études cas/controle, et de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie

via I’étude génétique conjointe de différents traits phénotypiques liés au diabéte.

2/ Réaliser I’étude fonctionnelle de variants identifiés dans des séquences promotrices de
deux genes associés a la survenue d’un diabete ou a la variabilité de la glycémie, afin de tester
I’hypothese causale dans la survenue de la maladie ou la variabilit¢ d’un trait, et d’essayer

d’approfondir les mécanismes de régulation impliqués dans I’action de ces protéines.

Ce travail a tenté¢ d’utiliser en profondeur les potentialités des études GWAS et de la
génétique épidémiologique pour mettre a jour de nouveaux genes associés au DT2 par 1’étude
du controle génétique de la glycémie et ensuite d’explorer les possibilités de passer de
I’association a la causalité par les analyses biologique et moléculaire des effets de SNPs

potentiellement déléteres.
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PRESENTATION DES TRAVAUX
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Mes travaux seront présentés par théme :

|. GENETIQUE DE LA GLYCEMIE A JEUN ET DES REPONSES GLYCEMIQUE
ET INSULINEMIQUE A L’HYPERGLYCEMIE PROVOQUEE

* Article 1. “A variant near MTNRIB is associated with increased fasting plasma
glucose levels and type 2 diabetes risk” (Nature Genetics. 2009 Jan;41(1):89-94).

Bouatia-Naji N*, Bonnefond A* (*co-first authors), Cavalcanti-Proenga C, Sparsg T, Holmkvist J, Marchand M,
Delplanque J, Lobbens S, Rocheleau G, Durand E, De Graeve F, Chévre JC, Borch-Johnsen K, Hartikainen AL, Ruokonen
A, Tichet J, Marre M, Weill J, Heude B, Tauber M, Lemaire K, Schuit F, Elliott P, Jergensen T, Charpentier G, Hadjadj S,
Cauchi S, Vaxillaire M, Sladek R, Visvikis-Siest S, Balkau B, Lévy-Marchal C, Pattou F, Meyre D, Blakemore Al, Jarvelin
MR, Walley AJ, Hansen T, Dina C, Pedersen O, Froguel P.

* Article 2. “G-allele of intronic rs10830963 in MTNRIB confers increased risk of
impaired fasting glycemia and type 2 diabetes through an impaired glucose-
stimulated insulin release: studies involving 19,605 Europeans” (Diabetes. 2009
Jun;58(6):1450-6).
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1/ La génétique de la glycémie a jeun et son impact sur les risques de DT2 commun
a) Le gene MTNRIB

Comme je 1’ai abordé dans I’introduction (cf partie II1.6/), I’association entre le locus
GO6PC?2 et la glycémie a jeun fut découverte dans notre laboratoire a partir d’une étude GWAS
basée sur un assez ‘faible’ effectif de sujets (654 participants normoglycémiques issus de la
cohorte de population générale Frangaise D.E.S.I.LR.) qui n’avait montré qu’un seul signal
d’association significatif (144). C’est pourquoi nous avons cherché dans I’article 1 a identifier
d’autres loci associés a la variance de la glycémie a jeun (et nous 1’espérions a un risque accru
de survenue d’un DT2) en augmentant la puissance de notre étude GWAS, par extension de
I’effectif des participants. En plus des normoglycémiques, nous avons introduit dans I’étude
des hyperglycémiques a jeun non traités. Ainsi, nous avons étudi¢ la glycémie a jeun de sujets
‘non-diabétiques’ (mais pas strictement ‘normoglycémiques’). Par ailleurs, nous avons
augmenté ’effectif des sujets a analyser en utilisant les puces a ADN des participants non-
diabétiques a 1I’é¢tude GWAS cas / contrdle de 1’obésité adulte et celle de I’enfant (145). Au
final, nous avons donc analysé par GWAS la glycémie a jeun de sujets d’age et d’IMC assez
hétérogenes :

» 715 adultes non-diabétiques et minces, issus de la cohorte D.E.S.I.R.
» 614 enfants non-diabétiques et minces, issus de la cohorte STANISLAS et de 1’étude

Fleurbaix-Laventie Ville Santé 11

» 247 adultes obéses non-diabétiques, recrutés par 'unit¢é CNRS UMRS8199 (Lille) et

I’Hétel-Dieu de Paris

» 575 enfants obeses non-diabétiques, recrutés par I'unit¢ CNRS UMRS8199 (Lille) et le

CHU de Toulouse (Hopital des Enfants).

La disparité apparente au niveau de 1’age et de I'IMC fut prise en compte dans 1’équation de
régression linéaire (en plus du sexe).

Cette étude GWAS a permis de révéler trois signaux significatifs d’association avec la
glycémie a jeun, en prenant en compte le seuil de Bonferroni : le SNP rs560887 situé au locus
du géne G6PC2 d’ores et déja rapporté (P = 4,1 x 107), le SNP rs4240702 situé au locus du
géne COL5A1 (P =8,0 x 10™) et le SNP rs1387153 situé en amont du géne MTNRIB (P = 1,3
x 107). De fagon surprenante, une premiére analyse de réplication par sondes TaqMan des
deux nouveaux signaux dans le reste de la population non-diabétique de la cohorte D.E.S.I.R.

n’a pas confirmé 1’association du SNP rs4240702 avec la glycémie a jeun. Cela montre que
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malgré une p-value trés basse et bien en de¢a du seuil de Bonferroni, il est nécessaire de
confirmer par génotypage supplémentaire des signaux significatifs issus de GWAS, dans
d’autres populations (Européennes ici). Par contre, I’association de I’alléle mineur du SNP
rs1387153 (MAFguropeenne ~ 30%) avec une augmentation de la glycémie a jeun a bien été
confirmée non seulement dans D.E.S.I.LR. mais aussi dans trois autres populations
générales Danoise, Finlandaise et Frangaise : Inter99, NFBC86 et Haguenau, respectivement
(méta-analyse globale incluant I’étude GWAS initiale : N = 18 254 ; B = 0,07(0,05,0,03y mmol/l
et P =2,0 x 10°°). Contrairement au SNP rs560887 situé au locus du géne G6PC2, Ialléle
mineur du SNP rs1387153 situé en amont du géne MTNRIB augmentant la glycémie a jeun
¢tait en outre associé a une augmentation du risque de DT2 dans deux analyses cas / contrdles
issus de populations francaise et danoise (méta-analyse : Ny = 15 464 ; OR = 1,151 03,122] et
P = 6,3 x 10). Par ailleurs, les analyses basées sur les données prospectives de la cohorte
D.E.S.LLR. ont montré¢ que 1’alléle mineur augmentait de 20% le risque de développer une
hyperglycémie a jeun sur neuf ans de suivi (P = 0,005). Ainsi donc la réanalyse de nos études
GWAS DT?2 et obésité nous a permis, comme nous I’avions suggéré, d’identifier un nouveau
gene de prédisposition au DT2, et par la méme une nouvelle voie de signalisation
potentiellement importante pour I’homéostasie glucidique.

Dans I’étude rapportée dans I’article 2, nous avons dans un premier temps cherché a
affiner le signal d’association au locus du géne MTNRIB afin de savoir si le tagSNP
rs1387153 « portait » réellement le signal du bloc de recombinaison : une imputation avait
certes été réalisée, c’est-a-dire une prédiction d’association in silico de tous les SNPs
répertoriés dans HapMap a partir de ’association réelle observée entre les tagSNPs et la
glycémie a jeun, cependant cette analyse restait par définition du domaine de la modélisation
et non de la réalité. Nous avons donc génotypé par sondes TagMan sept SNPs fréquents en
fort LD avec le SNP rs1387153 (> > 0.70) chez plus de 11 000 individus Européens issus de
populations générales (D.E.S.I.LR., Haguenau et NFBC86) et dans une large étude cas /
controle du DT2 (Nsyr = 6 965). Nous avons trouvé que le SNP rs10830963 situé au milieu de
I’unique intron de MTNR B montrait I’effet le plus fort sur la glycémie a jeun et le risque de
DT2. En outre, I’ajout du génotype du SNP rs10830963 dans I’équation de régression linéaire
¢valuant D’effet de chaque SNP génotypé sur la glycémie a jeun annulait totalement la
contribution de chaque SNP testé a la variation de ce trait (P > 0.12) ; inversement, 1’ajout de
chaque SNP génotypé dans la régression testant I’effet du SNP rs10830963 sur la glycémie a
jeun ne perturbait pas sa contribution a la variation de ce trait. Ainsi, le SNP intronique

rs10830963 a un role indispensable dans I’association du bloc de recombinaison avec la
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glycémie a jeun (et le risque de DT2). Ce résultat montre que I’imputation réalisée dans
I’article 1 pointait faussement le SNP rs1387153 comme ayant I’effet le plus fort et le plus
significatif sur la glycémie a jeun ; ce qui démontre que, malgré un budget certain a fournir,
un « affinage » des résultats de GWAS par le génotypage de plusieurs SNPs en fort LD est
utile pour confirmer les modélisations d’association in silico a partir des blocs de
recombinaison HapMap et afin de pointer le SNP réellement porteur de I’association. Ainsi le
SNP rs10830963 porte I’association ce qui peut suggérer la présence de séquences
régulatrices introniques a ce locus du géne MTNRIB, bien que cela ne prouve pas que ce SNP
soit forcément causatif pour autant.

Dans un second temps, nous avons testé 1’association du SNP rs10830963 avec un
large spectre de traits métaboliques dans une population générale Danoise, 1’étude Inter99
(dont chaque participant a subi une HGPO), chez des participants Danois atteints de DT2
recrutés au centre Steno Diabetes Center, chez de jeunes participants Danois non-diabétiques
(qui ont subi un test d’hyperglycémie provoquée par voie intraveineuse [HGPIV]) recrutés au
centre Research Centre for Prevention and Health et chez des jumeaux de tout age (qui ont
subi un test HGPIV suivi d’un clamp euglycémique hyperinsulinémique) issus de la
population Danish Twin Register ; le principal but ayant été de savoir si I’impact du SNP
rs10830963 sur le DT2 (et la glycémie a jeun) était di a un effet sur la sécrétion insulinique
ou sur la sensibilit¢ a I’insuline. A partir de la cohorte Inter99, il est apparu que I’all¢le a
risque du SNP rs10830963 était associé a une augmentation de la glycémie (N = 5553 ; B =
0,2}0,1;0,) mmol/l et P =2 X 10'7) et une diminution de I'insulinémie (N =5 553 ; B = -2,4145.-
031 pmol/l et P =0,025) 30 minutes apres une prise orale de glucose, et a une diminution de la
sécrétion d’insuline évaluée a la fois par I'indice insulinogénique (P = 1,6 x 107) et par
I’indice BIGTT de la réponse aigue insulinique au glucose (P = 4,3 x 10'?). Ce résultat fut
confirmé chez les jeunes participants non-diabétiques ayant suivi un test HGPIV (N = 372) :
I’allele a risque du SNP rs10830963 était associé a un défaut de la réponse aigue insulinique
au glucose (entre 0 et 8 minutes aprés injection ; P =2,2 x 107). Aprés injection intraveineuse
de tolbutamide qui bloque les canaux K™-ATP et qui stimule donc directement une sécrétion
insulinique chez les mémes jeunes participants, le SNP rs10830963 n’avait plus aucun effet
sur la sécrétion de I’hormone. Ce résultat serait en faveur d’un effet du variant en amont des
canaux K'-ATP dans la cellule beta. Que ce soit dans 1’Inter99 ou chez ces jeunes
participants, aucune association entre le SNP rs10830963 et les mesures ou indices de
I’insulino-résistance n’a été révélée significative. Chez les participants ayant subi une HGPIV

suivi d’'un clamp euglycémique hyperinsulinémique (N = 77), I’allele a risque du SNP
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rs10830963 n’était pas non plus associ¢ aux mesures de sensibilité¢ insulinique dérivées du
clamp. Cependant il était associé¢ de facon nominale a une insulino-résistance hépatique (P =
0.021). Ce dernier résultat reste a étre confirmé car le seuil de Bonferroni n’était pas atteint et
le test portait sur un faible effectif.

Par ailleurs, ce travail a montré que 1’alléele mineur du SNP rs10830963 a risque de
DT2 augmentait aussi le risque d’hyperglycémie a jeun (N = 485 ; OR = 1,64{141.1.89) €t P =
5,5 % 10'“) mais pas d’intolérance au glucose (N = 464 ; OR = 0,85(0,72,1,00) €t P = 0,051).
L’effet du SNP sur Iaugmentation du risque d’hyperglycémie a jeun est remarquablement
¢levé (64% par allele) pour une étude dite ‘polygénique’ appliquée dans le déterminisme du
DT2 commun, ce qui confirme I’ampleur de la variation de glycémie liée a ce locus.

En conclusion, I’article 2 démontre que 1’allele mineur du SNP rs10830963 élevant le
risque de DT2 contribue a diminuer la sécrétion insulinique via un effet délétere (direct ou
indirect) sur la cellule beta pancréatique. C’est un trés bon exemple de la puissance
d’investigation physiologique des études de génétique épidémiologique s’appuyant sur des
cohortes trés bien phénotypées de manieére complémentaire.

Le géne MTNRIB code le récepteur 2 de la mélatonine (MT2) qui appartient a la
superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). La mélatonine est une
neurohormone circulante (dérivée de 1’acide aminé tryptophane) principalement sécrétée par
la glande pinéale pendant la nuit, et qui est impliquée dans la régulation du sommeil et des
rythmes circadiens et saisonniers (Figure 37). Nombre d’études épidémiologiques ont révélé
un lien entre travail de nuit et risque de maladies métaboliques incluant le DT2 (146; 147).
Récemment, une étude a montré qu’un mauvais alignement entre les cycles du comportement
(jeline/repas et veille/sommeil) et les cycles circadiens endogeénes augmentait de manicre
significative la glycémie a jeun, et ce en moins de 10 jours d’investigation (148). Trois des
huit sujets étudiés ont méme montré un état pré-diabétique (apres HGPO). Par ailleurs, une
méta-analyse a montré que la quantité et la qualit¢ de sommeil prédisaient le risque de
survenue d’un DT2 (149). Des ¢études in vivo et in vitro suggerent que la mélatonine est
impliquée dans la régulation de I’homéostasie glucidique (150). Il a été ainsi montré qu’une
pinéalectomie induisait chez le rat une augmentation de la glycémie couplée a une baisse de la
concentration plasmatique d’insuline (151; 152). Chez I’homme, il a été rapporté que des
patients atteints de DT2 avaient une diminution de la concentration en mélatonine circulante
pendant la nuit, ainsi qu’une diminution de Dactivit¢ de 1’enzyme arylalkylamine-N-
acetyltransferase (AANAT), essentielle a la synthése de la mélatonine dans la glande pinéale

(153). Certaines études ont révélé que la mélatonine pouvait agir sur les cellules beta en
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modulant leur activité de sécrétion insulinique, mais les mécanismes moléculaires sous-
jacents restent encore flous a ce jour (154). La mélatonine peut franchir seule la membrane
plasmique des cellules ou via ses deux récepteurs MT1 (codé par MTNR1A) et/ou MT2 (codé
par MTNRIB) (155). MTNRIB est principalement exprimé dans les noyaux
suprachiasmatiques, véritable pacemaker du rythme circadien et dans la rétine (156). En outre,
nous avons montré dans ’article 1 que MTNRIB était aussi exprimé dans des échantillons
humains d’ilots de Langerhans et de cellules beta pancréatiques triées par cytométrie de flux.
Ainsi, nous pourrions imaginer un effet direct du SNP rs10830963 sur la fonction du
récepteur MT2 au niveau de la cellule beta.

Notre article 1 est paru dans le méme numéro du journal Nature Genetics que deux
autres ¢tudes révélant la méme association de MTNRIB avec les augmentations de la
glycémie a jeun et du risque de DT2 (157; 158). La premicre étude par Prokopenko et al. était
une méta-analyse de GWAS de la glycémie a jeun (réalisée par le pré-consortium MAGIC
[Meta-Analysis of Glucose and Insulin-related traits Consortium]) regroupant 36 610
individus, et avait directement identifi¢ la contribution fortement significative du SNP
rs10830963 a I’augmentation de la glycémie a jeun et du risque de DT2 (avec des p-values
plus basses que notre étude, vu I’effectif 30 fois plus important, mais avec le méme effet de
I’allele mineur a la fois sur la glycémie a jeun et sur le risque de DT2). Ce résultat laisserait
penser que I’imputation in silico est plus performante lorsque la puissance de 1’étude est plus
¢élevée. Cependant, il est a noter que certaines des puces ADN ici utilisées étaient des puces
Affymetrix qui contenaient d’ores et déja le SNP rs10830963, ce qui n’était pas le cas des
puces Illumina (que nous avions utilisées dans notre étude GWAS). L’autre étude par
Lyssenko et al. montrait que 1’alléle a risque du SNP rs10830963 ¢tait associé a une
détérioration de la sécrétion insulinique par les cellules beta (ce que nous avons confirmé dans
I’article 2 en utilisant d’autres cohortes, et davantage de traits métaboliques) (158).
Cependant, la partie ‘fonctionnelle’ de I’article de Lyssenko et al. montrait les limites d’une
analyse de biologie cellulaire « rapide », quelque peu opportuniste a mon avis :

i/ Ils ont montré par immunofluorescence un marquage de la protéine MT2 a la surface d’ilots
de Langerhans humains et issus de rat et de souris. Or aucun anticorps anti-MT2 n’a été
montré spécifique a ce jour. Ainsi, ’expérience ne peut étre conclusive a elle seule.

ii/ 1Is ont conclu que ’alléle a risque du SNP rs10830963 était associé a une augmentation de
I’expression de MTNRIB (dans des ilots de Langerhans humains de qualité trés variable ;
nous avons acces au laboratoire a cette méme collection italienne d’ARN). Or, pour arriver a

cette conclusion, ils n’ont gardé que les personnes agées de plus de 45 ans (N = 25; en
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prenant tous les individus, aucune association significative n’était révélée), et de fagcon plus
importante encore, ils n’ont fait aucun ajustement au sexe, ni a I’'IMC. Par ailleurs, MTNRIB
code un récepteur membranaire. Ainsi, une augmentation de la traduction ne rime pas
forcément avec une augmentation du nombre de récepteurs a la surface.

iii/ Ils ont montré que la mélatonine inhibait significativement la sécrétion insulinique des
lignées murines de cellules beta INS-1 832/13 a une forte concentration de glucose (16.7
mmol/l). Ils disent aussi retrouver cet effet inhibiteur a faible concentration de glucose mais
aucun graphe ni aucune valeur de p-value n’est donnée. La mélatonine peut traverser « seule »
la membrane plasmique et son action ne dépend pas forcément de ses récepteurs. Ainsi, cette
expérience n’est une fois de plus pas conclusive pour le role des récepteurs dans la sécrétion
insulinique.

Par conséquent, leur conclusion implicite de I’intérét d’antagonistes de MT2 dans le DT2 me
semble loin d’étre établie et demanderait des travaux fonctionnels bien plus rigoureux.

Quant a moi, j’ai choisi de séquencer les parties codantes de MTNRIB dans un large
échantillon d’individus diabétiques et non-diabétiques (N ~ 7000 individus) afin
d’identifier des mutations rares non-synonymes et de comparer la distribution des mutations
au regard des phénotypes, d’évaluer I’effet fonctionnel (inhibiteur ou activateur) de chaque
mutation a 1’échelle cellulaire, d’étudier les variants ayant le plus d’effet sur la fonction de
MT?2 a I’échelle épidémiologique et d’établir leur contribution a la variation de la glycémie a
jeun et au risque de DT2. Nous avons identifi¢ un total de 40 mutations non-synonymes
réparties tout au long de la protéine (Figure 38) et dont la grande majorité avait une MAF
inférieure a 0,001. L’étude fonctionnelle de chaque mutation est aujourd’hui terminée et il
apparait que les mutations les plus délétéres ont ét¢ majoritairement retrouvées chez des
patients pré-diabétiques ou atteints de DT2. L’étude épidémiologique est en phase terminale
et pourra apporter (ou non) la confirmation de cette observation. Dans le cas échéant, cela
montrerait que, contrairement aux conclusions de Lyssenko et al., ¢’est bien une dysfonction

de MT?2 (et non I’inverse) qui pourrait entrainer un risque accru de DT2.

b) MAGIC et la découverte de neuf nouveaux loci associés a la glycémie a jeun (article 3)

A partir de ’année 2009, nous avons (enfin) rejoint le consortium MAGIC qui s’est
donné la tache de réaliser une méta-analyse globale de toutes les études GWAS de glycémie
et d’insulinémie a jeun, réalisées a ce jour sur des populations Européennes. L’objectif était

d’utiliser cette puissance statistique optimale pour avoir une liste exhaustive des loci associés
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a ces traits. La méta-analyse de 21 GWAS (N, = 46 186 participants non-diabétiques),
suivie d’une réplication des 25 premiers hits d’association chez 76 558 participants
supplémentaires, ont permis d’identifier 16 loci associés a la glycémie a jeun et THOMA-B et
deux loci associés a I’insulinémie a jeun et a ’THOMA-IR. Parmi les 16 loci associés a la
glycémie a jeun et 'HOMA-B, neuf étaient nouvellement associés: ADCY5, MADD,
ADRA2A, CRY2, FADS1, GLIS3, SLC2A2, PROX1 et C2CD4B. Parmi les deux loci
associés a I'insulinémie a jeun et a ’HOMA-IR, un était nouvellement associé : IGF1. Les
fonctions des protéines codées par tous ces genes sont amplement détaillées dans la ‘box 1’ de
I’article 3. Briévement, I’ensemble des protéines codées par ces geénes, ajoutés a ceux d’ores
et déja répertoriés dans la littérature, représente un large panel de fonctions biologiques : la
transduction des signaux (DGKB-TMEM195, ADCY5, FADSI, ADRA2A, SLC2A42, GCK,
GCKR, GO6PC2, TCF7L2, SLC30A48 et IGFI), le cycle cellulaire des cellules et leur
développement (TCF7L2, GLIS3, MADD et PROXI), le transport et la détection du glucose
(SLC242, GCK, GCKR et G6PC?2) et la régulation du rythme circadien (MTNRIB et CRY2).
La fonction de la protéine codée par C2CD4B reste complétement inconnue a ce jour mais
serait présente dans les cellules beta pancréatiques humaines.

Par ailleurs, de fagon assez surprenante, seulement sept des 17 loci associés a la
glycémie ou insulinémie a jeun contribuent significativement au risque de survenue d’un DT2
commun (en prenant en compte la correction de Bonferroni) : ADCYS5, PROX1, GCK, GCKR,
DGKB-TMEM195, et les genes a risque de DT2 d’ores et déja connus T7CF7L2 et SLC3048
(Figure 39). Ce constat souligne le fait que ’amplitude de I’effet d’un SNP sur la glycémie a
jeun ne prédit pas automatiquement I’effet conjoint du SNP sur le risque de DT2. Par
exemple, les deux SNPs localisés au locus des genes ADCYS5 et MADD ont la méme MAF et
le méme effet sur la glycémie a jeun, pourtant le premier contribue au DT2 (OR = 1,12 ; P =
5,5 x 107" alors que le deuxiéme absolument pas (OR = 1,01 ; P = 0,3). Cela suggére qu’une
partie seulement des loci associés a la glycémie a jeun dans une gamme physiologiquement
normale est aussi associée a la glycémie a jeun a des niveaux pathologiques entrainant un
DT2. Autrement dit, ’augmentation faible (d’apres 1’effet des SNPs identifiés) de la glycémie
a jeun ne constitue pas forcément une caractéristique clinique d’un futur DT2.

Inversement, le consortium DIAGRAM+, avec I’aide des données générées par
MAGIC, a récemment montré dans sa derni¢re étude (133), que ’amplitude des effets des
genes de susceptibilité au DT2 sur le risque de survenue de la maladie et sur I’augmentation
de la glycémie a jeun n’était pas corrélée (Figure 40). Cependant, la grande majorité de ces

génes ont avant tout un effet sur la sécrétion insulinique plutét que sur la sensibilité a
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I’insuline (Figure 41). Ces méta-analyses d’études GWAS montrent bien 1’extraordinaire
diversité physiologique des génes qui modulent la glycémie. Des analyses plus précises des
effets biologiques de chacun de ces génes (en biologie cellulaire et in vivo chez 1’animal et
chez I’homme) seront nécessaires pour mieux comprendre I’emboitement des pieces de ce
puzzle complexe.

Comme je I’ai abordé dans I’introduction (cf partie II1.6/), I’héritabilité de la glycémie
a jeun (et de THOMA-B) est d’environ 30%. La présente étude, munie pourtant d’une trés
grande puissance statistique, n’explique que 10% environ de la variation de la glycémie a jeun
(et de THOMA-B). On retrouve ainsi le constat de ‘dark matter’ établi suite aux études
GWAS dans le DT2 commun. L’utilisation des GWAS permet certes d’identifier des
nouvelles étiologies génétiques dans la maladie étudiée ou dans la variation d’un trait, mais ne
permet pas une compréhension génétique et physiologique exhaustive. L hypothése d’une
contribution majeure des variants communs est donc fausse mais a quand-méme permis,
comme ici, des découvertes inattendues et la révélation de nouvelles voies d’investigations
moléculaires dans le DT2 commun. Par ailleurs, il est important de noter que malgré la part
d’ombre dans I’héritabililité de la glycémie a jeun, la différence de 0,4 mmol/l du trait
observée entre les porteurs de moins de 12 alléles a risque et les porteurs de plus de 23 alleles
a risque est réellement pertinente d’un point de vue clinique (cf article 3) : i/ cette différence
représente 25% de la distribution de la glycémie a jeun ; ii/ cette différence est associée a un
risque compris entre 54 et 73% de devenir diabétique de type 2.

Concernant la résistance a ’insuline et malgré le fait que THOMA-IR ait presque la
méme héritabilit¢ que ’THOMA-B (c’est-a-dire un peu moins de 30%) [I’insulinémie a jeun
aurait une héritabilité un peu plus basse autour de 20% (159)], I’étude MAGIC n’a permis
d’identifier qu’une seule association nouvelle (sous le seuil de Bonferroni). Il est important de
noter qu’aucune association dans cet article 3 n’a été initialement ajustée a I'IMC (les
régressions linéaires n’ont été ajustées qu’a 1’age, au sexe et aux cohortes). Ainsi, on ne peut
soupgonner qu’un ajustement a I’'IMC ait pu « capter » les effets d’insulino-résistance des
SNPs. A noter que cet ajustement a ensuite été réalisé et n’a pas changé I’effet des SNPs
significativement associés a la glycémie a jeun (HOMA-B) ou a I’insulinémie a jeun (HOMA-
IR). Ainsi, le constat reste assez négatif. La piste génétique de I’insulino-résistance,
dramatiquement obscure jusqu’a présent, serait peut-&tre a trouver dans : i/ des variants plus
rares, a effets plus forts; ii/ des interactions genes-environnement; iii/ des effets
épigénétiques ; 1v/ une mesure meilleure de I’insulino-résistance mais qui se heurte a sa

faisabilité dans un grand nombre de sujets (159).
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2/ La génétique des réponses glycémique et insulinémique a une HGPO, et son impact
sur les risques de DT2 commun (article 4)

La glycémie deux heures aprés une HGPO (glycémie-2h) mesure la « tolérance au
glucose », qui était autrefois utilisée par I’OMS pour diagnostiquer le DT2 (> 11mmol/l) (cf
supra ; Introduction, partie 1.2/). La sécrétion insulinique controle a la fois la glycémie a jeun
et la glycémie stimulée par un stress glucidique, mais il existe par ailleurs d’autres
mécanismes hormonaux comme les acteurs de 1’effet incrétine, qui régulent de fagon distincte
la glycémie aprés une HGPO (cf supra ; Introduction, partie 11.). En outre, nombre d’études
épidémiologiques ont montré que la glycémie-2h prédit la morbidité et la mortalit¢ des
maladies cardiovasculaires, méme dans des gammes non-diabétiques d’hyperglycémie et
indépendamment du niveau de glycémie a jeun. Enfin, la glycémie-2h est un trait trés
héritable (40%).

Ainsi, de la méme fagon que pour la glycémie et I’insulinémie a jeun, il nous a semblé
pertinent d’identifier par GWAS des loci susceptibles de contribuer a la variation de la
glycémie-2h et in fine d’étudier leurs effets sur le risque de survenue d’un DT2, afin de
découvrir de nouvelles pistes d’investigation moléculaire dans cette maladie. Pour ce faire,
nous avons travaillé¢ avec le consortium MAGIC afin d’optimiser au maximum la puissance
statistique. En effet, les cohortes dont les participants ont subi des tests HGPO sont assez rares
et généralement de petite taille, d’ou 1’avantage et 1’utilité¢ de joindre ces études en une grande
méta-analyse. Dans I’article 4, la méta-analyse de neuf GWAS incluant 15 234 participants
non-diabétiques Européens, suivie d’une réplication de 29 SNPs chez 30 620 sujets non-
diabétiques, a permis de révéler cinq loci significativement associés a la glycémie-2h (apres
correction de Bonferroni et ajustement a 1’age, au sexe, a I'IMC et aux cohortes) : GIPR,
VSP13C, ADCYS5 et les loci déja connus pour influencer ce trait GCKR et TCF7L2.
L’ajustement supplémentaire avec la glycémie a jeun a permis d’augmenter 1’effet de 1’all¢le
mineurs des SNPs situés au locus des génes GCKR, GIPR et VPS13C ce qui suggere un role
spécifique de ces SNPs dans la régulation de la glycémie post-prandiale. Cet ajustement
diminue au contraire I’effet des SNPs situés dans ADCY5 et TCF7L2. Par ailleurs, parmi les
trois nouveaux loci, seulement ADCY5 contribue a une augmentation du risque de DT2.

GIPR code le récepteur a I’incrétine GIP. L’alléle mineur du SNP augmentant
significativement la glycémie-2h était aussi associé a une diminution de [’indice

insulinogénique (ce qui signifie la diminution de la premiére phase de la sécrétion

-74 -



inuslinique), a une diminution de 1’aire sous la courbe du ratio insuline/glucose (qui
représente une mesure de la réponse insulinique durant les deux heures de test HGPO) et a
une diminution de l’insulinémie a deux heures aprés HGPO (insulinémie-2h). Aucune
association de GIPR avec la glycémie a jeun n’a été révélée ni aprés HGPIV (ce qui est en
accord avec la sécrétion présumée d’incrétines apres ingestion mais pas injection de glucose).
Ainsi, ces résultats coincident avec les phénotypes de la souris KO GIPR™ qui montre une
légére intolérance au glucose et une réduction de la sécrétion insulinique aprés une HGPO,
mais une glycémie a jeun normale ainsi qu’une sécrétion insulinique normale aprés une
hyperglycémie provoquée par injection intrapéritonéale (160).

ADCY5 code une des adénylate cyclases connues pour étre impliquées dans la voie de
signalisation de ’AMPc essentielle a la sécrétion insulinique via la voie des incrétines (cf
supra ; Introduction, partie II.1/). L’alléle mineur du SNP augmentant significativement la
glycémie-2h était aussi associé a la baisse de I’insulinémie-2h mais absolument pas a 1’indice
insulinogénique ni a 1’aire sous la courbe du ratio insuline/glucose. Ainsi, ce SNP ne jouerait
pas directement sur la sécrétion insulinique post-prandiale. Il est écrit dans I’article 4 (que je
co-signe pourtant) qu’une faible expression du gene ADCYS5 dans les cellules beta humaines
supporte 1’idée que le SNP situé¢ dans ce géne ne jouerait pas directement sur les cellules beta,
ce qui me semble peu pertinent. En effet, cette expression est relative : au niveau des cellules
beta, c’est I’expression de GLIS3 qui avait ét€ choisie comme référence. Ainsi, on ne peut pas
parler d’expression ‘faible’ tout court : elle était faible par rapport a I’expression de GLIS3 qui
code une protéine complétement différente. L’important était & mon avis la présence ou
I’absence d’expression... si une présence est révélée, je pense qu’on ne peut rien conclure.
Quoiqu’il en soit, 1’étiologie physiologique de la contribution du SNP a une augmentation du
risque de DT2, de la glycémie a jeun et de la glycémie-2h reste pleinement obscure.

VPSI3C code une protéine vacuolaire présente dans les cellules beta et dont la
fonction est peu connue. L’allele mineur du SNP augmentant significativement la glycémie-
2h était aussi associ¢ a la baisse de D'insulinémie-2h et a une diminution de I’indice
insulinogénique (mais association nominale). Le méme alléle n’était pas associé a I’aire sous
la courbe du ratio insuline/glucose. Ainsi, la encore, I’association initiale avec la glycémie-2h

reste obscure d’un point de vue physiologique.

Ainsi, malgré ces travaux planétaires gigantesques, la corrélation entre les genes
modulant la glycémie a jeun, la glycémie-2h, les indices physiologiques associés et in fine le

risque de DT2 reste peu cohérente. Il manque une vision d’ensemble de ces mécanismes
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complexes. Mais quoiqu’il en soit, 1’utilisation des GWAS pour les traits glycémiques a
permis d’identifier de nouveaux genes a risque dans le DT2 et d’ouvrir de nouvelles voies

d’investigation moléculaire.
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Il. GENETIQUE DE L’HEMOGLOBINE GLYQUEE
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La génétique de I’hémoglobine glyquée et son impact sur le risque de DT2

L’hémoglobine glyquée (HbAlc) résulte de la glycation (c’est-a-dire la modification
non-enzymatique et majoritairement irréversible due au glucose) de la chaine B des molécules
d’hémoglobine transportant le dioxygene au sein des érythrocytes. L’HbAlc est devenue
I’indice le plus utilisé pour évaluer chez les patients diabétiques 1’efficacité des traitements
anti-diabétiques sur le controle glucidique a long terme, car I’HbAlc refléte la concentration
plasmatique moyenne du glucose tout au long de la vie d’un érythrocyte (c’est-a-dire environ
trois mois chez un homme). En outre, comme abordé dans I’introduction (cf partie 1.2/),
I’ADA incite la profession médicale a utiliser ’'HbA 1c pour diagnostiquer un DT2 (> 6,5%).
Cependant, il est bien connu qu’en plus de la glycémie ambiante, la variabilité de ’HbAlc
dépend de maladies qui modifient le renouvellement des érythocytes (anémie hémolytique,
malaria), d’anémies chroniques héréditaires ou de maladies génétiques associées a un mauvais
stockage du fer (161-164).

L’hémoglobine glyquée a une forte composante génétique par rapport aux autres traits
du contrdle glycémique : I’héritabilité de ce trait a en effet été évaluée entre 47 et 59% (165).
Une premicre étude GWAS de I’HbAlc impliquant 14 618 participantes non-diabétiques
Européennes, suivie d’une faible réplication chez 455 individus non-diabétiques, a mis en
évidence quatre loci significativement associés a la variabilit¢ de I’HbAlc : HK1 codant
I’hexokinase 1, et les loci d’ores et déja connus pour influencer ce trait GCK, SLC3048 et
G6PC2 (166). Cette étude était un peu frustrante dans le sens ou aucun autre trait métabolique
n’avait été étudié a partir de ces loci, ni méme un cas / contrdle dans le DT2 commun (ce qui
semblait logique vu son utilisation souhaitée dans le diagnostic du DT2). Par ailleurs, une
chose m’a frappée a la lecture de cet article et de la littérature se rapportant a I’hexokinase 1 :
le peu d’¢éléments biologiques connus supportant la conclusion des auteurs que forcément
cette hexokinase devait jouer un réle majeur dans le contrdle de la glycémie. Certes, HK1,
comme les trois autres isoenzymes de la famille des hexokinases, permet d’engager le glucose
dans la voie de la glycolyse au niveau du cytoplasme cellulaire. HK/ est en outre exprimé
dans la grande majorité des cellules et des tissus dépendant de la capture de glucose pour leurs
besoins énergétiques et métaboliques. Ainsi, on avait pu aisément penser que 1’association du
locus HK 1 avec I’HbA ¢ était trés probablement expliquée par la voie glucidique, ¢’est-a-dire
par une contribution de HK/ a la variation des traits métaboliques (et in fine a un risque de
DT2). Cependant, des mutations non-synonymes et des délétions dans le site actif de HK1

entrainant des anémies hémolytiques trés séveres sans apparemment entrainer de diabéte. Les
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souris Downeast Anemia (dea) ayant une insuffisance au niveau d’HK1 montrent le méme
phénotype d’anémie hémolytique sévere (167).

Nous avons donc dans un premier temps cherché a répliquer ce signal d’association au
niveau d’HK/ avec I’HbAlc chez 6 953 sujets Européens non-diabétiques. Nous avons bien
confirmé I’association fortement significative entre I’alléle mineur du SNP rs7072268 au
locus du géne HKI et une augmentation de I’HbAlc (B = 0,0280,016:0,0411 % ; P = 1,53 x 10'5).
Puis, comme il est connu qu’une anémie peut influencer I’HbAlc, nous avons supposé dans
I’article 1 que le SNP rs7072286 pourrait contribuer a la variabilité des traits associés aux
érythrocytes et donc indirectement de I’HbAlc, indépendamment de la concentration
ambiante de glucose. Nous avons donc test¢ par sonde TagMan 1’association du SNP
rs7072268 avec les traits métaboliques a jeun (glycémie et insulinémie a jeun, HOMA-B et
HOMA-IR) chez 18 694 individus non-diabétiques Européens, mais aucune association
significative n’a été identifiée. Par ailleurs, aucune contribution du SNP rs7072268 a la
variabilité des traits métaboliques durant un test HGPO (glycémies et insulinémies durant le
test, indice insulinogénique, indice de disposition, indice de sensibilit¢ a I’insuline) n’a été
identifiée (N = 4 789). En outre, le SNP n’était pas non plus associé¢ a une augmentation du
risque de DT2 (Nes =7 447; Neonnotes =5 380 ; et confirmation par le consortium
DIAGRAMH+). En revanche, nous avons identifi¢ une association significative entre 1’all¢le
mineur du SNP rs7072268 et une diminution de I’hémoglobine (N =11 492 ; § =-0,044.9,071.-
0017] g/dl; P=1,43 % 10'3) et du taux d’hématocrite (N = 11492 ; B = -0,13[.020.-0,06) %0 ; P =
2,26 x 107). L effet significatif du locus HK/ (en deca du seuil de Bonferroni) sur ces deux
traits érythrocytaires a derniérement été confirmé par une méta-analyse de GWAS réalisée par
le consortium CHARGE (N =24 167) (168).

Ainsi nos données suggerent que les variants d’HK/ augmentent I’HbAlc via leurs
effets anémiques ce qui peut avoir des implications importantes dans le diagnostic du DT2
commun. Par ailleurs, au regard de la fonction clef de HK1 dans le métabolisme cellulaire du
glucose, il était assez surprenant que des variants communs de HKI/ associés a une
augmentation de I’HbAlc ne contribuent pas a la variabilit¢ d’autres marqueurs du controle
glycémique, mais en revanche aient un effet pro-anémique. Par conséquent, comme nombre
de génes peuvent avoir des effets pléiotropes, les GWAS peuvent certes détecter des
associations réelles comme dans HK/ mais peuvent conduire a des conclusions fausses
concernant la causalité de ces associations. De fagon systématique, il faudrait donc que les

données issues de GWAS soient analysées simultanément pour plusieurs traits a priori
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corrélés. Lors de sa parution, ’article 1 a fait I’objet d’un commentaire dans 1’éditorial du
journal Diabetes, disponible en annexe (Annexe 2).

Nous avons ensuite collaboré avec le consortium MAGIC pour réaliser une méta-
analyse de GWAS de I’HbA ¢ (article 2), plus puissante que I’étude GWAS initiale du méme
trait car elle a rassemblé 46 368 participants Européens non-diabétiques, issus de 31 cohortes.
Cette méta-analyse a permis d’identifier 10 loci associés significativement a I’HbAlc (apres
correction de Bonferroni) : FN3K, HFE, TMPRSS6, ANK1, SPTAL, ATP11A/TUBGCPS3, et
les loci déja connus pour influencer ce trait HKI, MTNRIB, GCK et G6PC2 (SLC3048
initialement identifié par Paré et al. n’a pas été confirmé ; dans ’article 1, nous n’avions pas
trouvé non plus d’association significative a ce locus). Comme dans I’article 1, nous nous
sommes demandé si les loci associés a ’HbAlc contribuaient de facon significative a la
variabilité des traits reliés au DT2 et/ou aux érythrocytes. Les loci GCK, MTNRIB et G6PC2
¢taient déja connus pour étre associés a la glycémie a jeun et & THOMA-B : les alleles
augmentant I’HbAlc contribuaient aussi a augmenter la glycémie a jeun ou a diminuer
I’THOMA-B. Et seulement GCK et MTNRIB ¢taient aussi associés a une augmentation du
risque de survenue d’un DT2. L’ajout de la glycémie a jeun dans la régression linéaire testant
I’effet des SNPs sur ’HbAlc a nettement diminué la contribution des loci GCK, MTNRIB et
G6PC?2 a la variabilit¢ de I’'HbAlc, ce qui suggere que I’impact de ces loci sur I’HbAlc est
avant tout conduit par la voie glucidique. Ce résultat n’a pas été observé pour les sept autres
loci suggérant une absence de médiation de ces loci par la glycémie ambiante. Concernant les
traits reliés aux érythrocytes, les alléles mineurs des SNPs situés au locus des génes HFE et
TMPRSS6 étaient significativement associés (apreés correction de Bonferroni) a une
diminution d’hémoglobine, du fer, du volume globulaire moyen et de la concentration
moyenne en hémoglobine, et a une augmentation de la concentration en transferrine. En outre,
STPAI, ANKI et HKI étaient nominalement associés au volume globulaire moyen et/ou a
I’hémoglobine. Vu les derniers GWAS publiés sur les traits érythrocytaires et la présence du
locus HK1 dans les signaux d’association significatifs, on peut noter un manque de puissance
de la présente étude pour les traits érythrocytaires (N ~ 7 500). Par ailleurs, 1’ajout de ces
traits érythrocytaires dans la régression linéaire testant 1’effet des SNPs sur I’HbAlc a
diminué la contribution des loci HFE, TMPRSS6 et HKI a la variabilité de ’HbAlc mais la
différence n’était pas significative, confirmant un manque de puissance de 1’é¢tude. Les
fonctions des protéines codées par les sept génes non-associ€s aux traits glycémiques sont

amplement étayées dans 1’article 2. Il est trés intéressant de noter que des mutations déléteres
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dans la majorité¢ de ces génes entrainaient des anémies ou des problémes de stockage du fer
dans les érythrocytes.

La présente étude, munie pourtant d’une trés grande puissance statistique concernant
I’HbAlc, n’explique que 5% environ de la variation de I’'HbAlc. On retrouve ainsi le constat
de dark matter post-GWAS. Cependant, en utilisant seulement les sept loci non-associés a la
voie glucidique, la différence de 0.19% de I’HbA 1c observée entre les porteurs de moins de 2
alleles a risque et les porteurs de plus de 12 alléles a risque est pertinente d’un point de vue
clinique et pose la question de I’utilisation de I’HbA1c dans le diagnostic du DT2. En effet, en
prenant en compte cette différence (basée sur seulement sept loci, soit moins de 5% de
I’héritabilité de I’HbAlc) a I’échelle de la population générale et en prenant le seuil d’HbAlc
> 6,5% pour diagnostiquer un DT2, environ 2% de la population auraient un faux diagnostic
de DT2. La mesure de ’HbAlc comporte en outre des problémes de standardisation et de
fagon plus importante encore, de colts trés élevés. En bref, on savait d’un point de vue
empirique que la variabilité de ’HbA 1c ne dépendait pas seulement de la glycémie ambiante.
Ces ¢études génétiques ont permis de mieux quantifier la part d’ombre de ce trait: a la fois
dans sa composante génétique mais aussi dans sa composante érythrocytaire, indépendante de
la glycémie. Reste encore beaucoup d’investigations car 95% de la part génétique influengant
ce trait restent a é&tre découverts ! La partie suivante de cette thése (concernant les

perspectives) donneront quelques pistes d’¢tude post-GWAS.

-83 -



I11. ETUDES FONCTIONNELLES DE VARIANTS GENETIQUES ASSOCIES A LA
GLYCEMIE
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Article 1.

“Genetic and functional assessment of the role of the rs13431652-
A and rs573225-A alleles in the G6PC2 promoter that strongly
asssociate with elevated fasting glucose levels”

(Diabetes. 2010 Oct;59(10):2662-71)

Bouatia-Naji N*, Bonnefond A* (*co-first authors), Baerenwald DA, Marchand M, Bugliani M, Marchetti P,
Pattou F, Printz RL, Flemming BP, Umunakwe OC, Conley NL, Vaxillaire M, Lantieri O, Balkau B, Marre M,
Lévy-Marchal C, Elliott P, Jarvelin MR, Meyre D, Dina C, Oeser JK, Froguel P, O'Brien RM.
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Article 2.

“Alteration of KLF11-regulated insulin biosynthesis in neonatal
diabetes mellitus”

(submitted to J Clin Invest — under external review)

Bonnefond A*, Lomberk G* (*co-first authors), Buttar N, Busiah K, Vaillant E, Lobbens S, Yengo L, Mignot
B, Simon A, Scharfmann R, Neve B, Tanyola¢ S, Hodoglugil U, Pattou F, Cavé H, lovanna J, Stein R, Polak M,
Vaxillaire M, Froguel P, Urrutia R.
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1/ « Affinage » du signal d’association avec la glycémie a jeun au locus G6PC2/ABCB11
et étude fonctionnelle des variants communs (a effets faibles) semblant porter

I'association

Comme je I’ai indiqué dans I’introduction (partie I11.6/), la premiere étude publi¢e de
GWAS analysant la glycémie a jeun a été réalisée au laboratoire et avait identifié¢ le SNP
fréquent rs560887, situé au locus du geéne G6PC2, associé a la glycémie a jeun. D’autres
¢tudes ont confirmé ce résultat, dont la grande méta-analyse réalisée par le consortium
MAGIC (cf supra ; Présentation des travaux, partie I. Article 3) qui a rapporté que ce SNP
¢tait le plus fortement associé en terme de significativité mais aussi d’effet sur la glycémie a
jeun (B =-0,075(.0,072;-0,073 mmol/l et P = 8,5 x 10'122). Cependant, comme je 1’ai indiqué dans
I’introduction (cf partie II1.6/), deux génes candidats, G6PC2 et ABCBII, pouvaient de
manicre plausible contribuer a la variabilité¢ de la glycémie a jeun, d’autant plus que le SNP
rs560887 est en fort LD (1> > 0.7) avec un ensemble de SNPs situés dans le géne ABCBI11
(Figure 42).
Nous avons donc, dans un premier temps, cherché a affiner le signal d’association en
génotypant par sonde TagMan 9 532 sujet Européens normoglycémiques, issus de quatre
populations différentes :
» 1'un des deux SNPs fréquents situés dans ABCBII, rapportés par Chen et al.
comme ¢étant fortement associés a la glycémie a jeun, le SNP rs853789 (139),

» les deux seuls SNPs fréquents en treés fort LD avec le SNP rs560887 (12 > 0,80
dans la population HapMap Européenne), situés dans le promoteur de G6PC2, les
SNPs rs13431652 (promoteur distal) et rs573225 (promoteur proximal) (Figure
43),

» et le SNP rs560887.

Sans surprise vu leur fort LD, nous avons trouvé que 1’allele mineur des quatre SNPs
était associ¢ de manicre trés significative a une baisse de la glycémie a jeun (B < -0.062
mmol/l et P < 1,1 x 10%). Cependant, quand nous avons introduit le SNP rs560887,
rs13431652, ou rs573225 dans la régression linéaire conditionnée modélisant la glycémie a
jeun incluant le SNP rs853789, I’age, le sexe, I'IMC et les cohortes, I’association du SNP
rs853789 avec la glycémie a jeun était trés fortement réduite, alors qu’elle restait invariable
pour les autres SNPs localisés dans G6PC?2 et dans son promoteur. Ce qui suggere que dans
nos populations testées, 1’effet du SNP rs853789 situ¢ dans ABCBI1 était principalement

conduit par les trois variants en fort LD situés au locus du géne G6PC2. Concernant ces trois
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SNPs, nous n’avons pas réussi a départager leurs effets vu leur (trop) fort LD (> > 0,88) en
utilisant les régressions conditionnées. Comme le SNP rs560887 est situé dans une zone
d’épissage de GO6PC2 et comme les deux autres SNPs sont situés dans des régions
promotrices de G6PC2, nous avons pensé qu’ils pouvaient jouer un rdle sur I’expression de
GO6PC2. Ainsi, nous avons réalisé une étude eQTL de ces trois SNPs en utilisant 24
¢chantillons d’ilots pancréatiques humains avec les 24 échantillons correspondants d’ADN
génomique. Nous n’avons trouvé aucune corrélation significative entre l’expression de
G6PC?2 dans les ilots et chacun des trois SNPs testés. Nous ne pouvions rien conclure de ce
résultat vu la faible puissance de 1’étude (ces échantillons sont rares mais si précieux... il
serait intéressant de reconduire I’étude en s’appuyant sur davantage d’échantillons).

Comme la génétique ne pouvait plus nous aider a départager ces trois SNPs et in fine a
identifier une causalité de 1’association, nous avons entrepris des analyses fonctionnelles au
niveau des variants du promoteur afin de tester leur capacité a altérer la fixation de facteurs de
transcription de G6PC?2, et donc I’expression de G6PC?2. A partir d’une recherche in silico de
facteurs de transcription pouvant se fixer aux zones comprenant les deux SNPs, suivie
d’analyses de geénes de fusion (via la construction de deux plasmides incluant le promoteur
distal ou proximal de G6PC?2) et de retard sur gel, nous avons montré que :

» L’allele du SNP rs13431652 situé dans le promoteur distal, augmentant la
glycémie a jeun, altérait la fixation du facteur de transcription nucléaire NF-Y et
augmentait 1’expression du géne G6PC2 dans les lignées de cellules beta murines
BTC3. Cette corrélation est cohérente avec la fonction supposée de GO6PC2
(d’aprés le phénotype de la souris G6pc2™ ; cf supra, Introduction, partie I11.6/) car
une ¢lévation de I’expression du geéne serait corrélée a une opposition de 1’action
de GCK et donc de l'utilisation du glucose, entralnant une ¢lévation de la
glycémie.

» L’allele du SNP rs573225 situé dans le promoteur proximal, augmentant la
glycémie a jeun, altérait la fixation du facteur de transcription FOXA2 (autrement
connu sous le nom HNF3f) mais diminuait I’expression de G6PC2, ce qui n’était
pas cohérent avec la fonction supposée de GO6PC2. Plusieurs lignées de cellules
beta murines ont été testées ainsi que plusieurs plasmides. Le résultat restait le
méme.

Ainsi, les résultats fonctionnels réalisés dans cette étude suggérent un role potentiel du

SNP rs13431652 dans la causalité de I’association entre le locus G6PC?2 et la glycémie a jeun.

Cependant, nos données génétiques n’ont pas €liminé le SNP intronique rs560887 qui pourrait
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bien avoir un réle a jouer dans I’épissage de G6PC?2. Différentes isoformes de G6PC2 ont en
effet été rapportées dans la littérature (169) et nous avions montré a partir d’analyses in silico
que 1’alléle diminuant la glycémie a jeun avait un score d’épissage plus bas (144). Ce ne sont
que des analyses fonctionnelles qui pourront répondre a cette hypothése.

D’autre part, nous n’avons pas totalement investigué¢ la zone d’association d’un point
de vue génétique. En effet, seul un séquencage approfondi de la zone suivi d’un génotypage
des SNPs retrouvés dans de plus larges populations (étude dite de fine-mapping) permettraient
d’identifier de fagcon exhaustive des SNPs plus rares (en LD a fort D’ mais faible r* avec les
SNPs rapportés) pouvant potentiellement jouer un role dans la causalité de 1’association.
Ensuite, la-encore, seules des analyses fonctionnelles pourraient confirmer ou réfuter les
associations pergues.

Mais 1’on ressent bien a travers cette étude que ’analyse fonctionnelle de variants a
faible effet reste un véritable défi. Ici, il nous semblait que I’investigation était réalisable car
deux des trois SNPs sont localisés dans des régions promotrices. Ainsi, les expériences étaient
assez « simples » a mettre en place. Cependant les résultats peuvent étre surprenants et méme
dans ce cas de figure, nous ne pouvions étre sirs a 100% de la véracité du protocole utilisé.
En effet, concernant le SNP rs573225 par exemple, nous avons clairement montré qu’il avait
un role dans la fixation de FOXA2, donc que le SNP était fonctionnel, mais que 1’activité
consécutive du promoteur sur I’expression de GO6PC2 n’était pas cohérente avec les
hypotheses et la fonction de G6PC2. Nous avons indiqué que soit la discordance était réelle,
soit elle provenait du protocole méme d’investigation : utilisation de mod¢le transitoire (donc
absence de la structure de la chromatine), utilisation de promoteur tronqué, utilisation de
lignées cellulaires avec des profils d’expression génique bien particuliers et discordants des
« vraies » cellules beta humaines... Ainsi, des confirmations suivant d’autres modéeles
d’investigations seraient trés utiles. Par ailleurs, nous ne pouvons écarter le role d’autres

facteurs de transcription au niveau des deux SNPs.

2/ Découverte et étude fonctionnelle d’une mutation a effet trés fort dans le promoteur

du géne de I’insuline (INS), responsable de diabéte néonatal (DN)

Comme je I’ai abordé dans I’introduction (partie III.1/), le DN, qui représente une
forme monogénique de DT2, est une maladie a étiologie génétique hétérogene et une part
importante des cas reste non ¢lucidée. Des mutations non-synonymes dans le géne INS

peuvent entrainer un DN, voire un diabéte de type MODY selon la position de la mutation (cf
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supra ; Introduction, partie III.1/). Derni¢rement, une étude a montré que des mutations
homozygotes dans le promoteur et la région 3’UTR du geéne INS pouvaient entrainer des
formes récessives de DN au sein de familles consanguines (170). L’étude avait montré que les
mutations pouvaient entrainer une diminution de la biosynthése insulinique mais les
mécanismes impliqués n’avaient absolument pas été abordés et les données cliniques des
patients mutés restaient assez superficielles.

Sachant que le promoteur de INS est régulé par un large spectre de facteurs de
transcription ubiquitaires ou au contraire spécifiques de la cellule beta (comme PDXI,
NEURODI1, MAFA, PAX6), le but de notre étude (article 2) a été de comprendre quelles
altérations dans la régulation transcriptionnelle du geéne INS, causées par une mutation
homozygote au niveau du promoteur, pouvaient entrainer un DN.

En premier lieu, nous avons séquencé le promoteur du géne INS chez six patients
atteints de DN, issus de familles consanguines, et inclus dans le registre de patients du Réseau
Frangais pour I’Etude du Diabéte Néonatal. Nous avons identifié une mutation homozygote
c.-331C>G (c’est-a-dire un changement de cystéine en guanine, a 331 paires de bases du
codon départ de la transcription ATG), chez deux patients d’origine turque atteints de DN
transitoire. Les parents non-diabétiques de chaque patient étaient hétérozygotes pour la
mutation. Cette mutation est localisée sur un site trés conservé inter-espeéces et elle n’a pas été
retrouvée chez controles adultes non-diabétiques (355 d’origine Européenne et 747 d’origine
Turque). Les deux patients avaient tous deux un retard séveére de croissance intra-utérin a la
naissance, une forte hyperglycémie (14,8 mmol/l pour le proband 1 et 10,0 mmol/l pour le
proband 2), nécessitant une insulinothérapie. Le traitement a I’insuline a été stoppé a 5 mois
pour le proband 1 et 48 jours pour le proband 2. Le proband 2 (et sa famille) a
malheureusement été perdu de vue. Par contre, nous avons pu suivre 1’évolution du diabete du
proband 1 et réaliser quelques investigations cliniques dans sa famille. Aprés une rémission
de son diabéte a 5 mois, il a rechuté a 22 mois, nécessitant une insulinothérapie pendant 2
mois, et a finalement rechuté¢ de nouveau a 28 mois (hyperglycémie a 22 mmol/l ; traitement
sous insuline). Ceci montre un équilibre glycémique trés instable. Durant les phases de
rémission, la concentration de proinsuline et le ratio proinsuline/ insuline du proband 1
¢taient tout a fait normaux, montrant une absence totale d’altération des changements post-
traductionnels de I’insuline. De maniére intéressante, les grands-parents paternels du proband
1, qui sont cousins germains, sont tous deux porteurs hétérozygotes de la mutation c.-

331C>G, et sont atteints de DT2 (traité par sulfonylurées et/ou biguanides), ce qui pourrait
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suggérer que si la mutation était fonctionnelle, elle pourrait entrainer, a 1’état hétérozygote, un

DT?2 plus tardif.

Par des analyses de génes rapporteurs, nous avons montré que la mutation entrainait

une extinction de plus de 95% de ’activité du promoteur de /NS, dans les lignées de cellules

beta de rat INS1 et de souris BTC3. Afin de savoir comment cette mutation pouvait entrainer

une telle diminution de la biosynthése d’insuline, nous avons entrepris des analyses

fonctionnelles a cing niveaux (les deux premiers servant d’ « entonnoir » et les trois derniers

confirmant notre résultat) :

>

Des analyses in silico ont montré que la mutation est localisée dans un site putatif
de fixation des 16 facteurs de transcription Kriippel-like factors (KLFs) (CACCC).
Comme le DN est avant tout caractérisé par une altération sévére de la sécrétion
insulinique au niveau des cellules beta pancréatiques, nous avons en premier lieu
cherché a identifier quels KLFs étaient exprimés dans des échantillons humains
d’ilots et de cellules beta pancréatiques, en utilisant des données transcriptomiques
par puce a ADN. Nous avons identifi¢ sept KLFs (KLFI, KLF7, KLFS8, KLF10,
KLF12, KLF14 et KLF16) qui n’étaient pas exprimés ni dans les ilots ni dans les
cellules beta. Nous les avons donc écartés de nos candidats potentiels.

Par des analyses de génes rapporteurs (en co-transfectant le plasmide contenant le
promoteur humain de I’insuline muté ou sauvage, avec chacune des 16
constructions plasmidiques de KLFs humains), nous avons montré que seul KLF11
activait le promoteur de /NS dans les deux lignées de cellules beta INS1 et BTC3.
Par ailleurs, comme KLF11 était fortement exprimé dans nos échantillons d’1lots et
de cellules beta pancréatiques, il devenait un candidat trés plausible dans la
régulation du promoteur de /NS au site comprenant la mutation c¢.-331C>G.

Des analyses d’immunoprécipitation de chromatine dans des cellules INS1 (le
promoteur humain de /NS est trés conservé par rapport au promoteur de rat de
Ins2) ont montré que KLF11 se fixait bien sur le promoteur endogéne de /ns2 au
niveau du site CACCC.

Des analyses de retard sur gel ont montré que la mutation entrainait une perte de la
fixation de KLF11 a la fois sur le promoteur humain de /NS mais aussi sur celui du
rat Ins2, qui est trés conservé par rapport au promoteur humain.

Le role clef de KLF11 dans la régulation de la biosynthése insulinique ici
démontré a aussi été appuyé par des études animales. Nous avons en effet montré

dans la présente étude, qu’une invalidation du géne K/f71 chez la souris entrainait
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une diminution significative de I’insulinémie a jeun et post-prandiale. Le niveau
d’ARNm de /ns2 chez les souris KIf11 - représentait 66% de celui mesuré chez les
souris sauvages. En prenant en compte que d’autres activateurs du promoteur de
I’insuline étaient toujours exprimés et actifs chez les souris KIf117"", cette réduction
d’insulinémie définit la contribution quantitative de la fonction de KIfl1 dans la
biosynthése de I’insuline. Cependant, nous n’avons noté aucune apparition de
diabéte chez les souris KIfI1”", ce qui pourrait étre dii 4 une compensation en
termes de sensibilité a I’insuline dans les tissus périphériques.

Ces cing niveaux d’expérimentation fonctionnelle suggérent que KLF11 régule de
facon importante la biosynthése de 1’insuline et sa concentration plasmatique.

Il avait été montré par le laboratoire dans une étude antérieure que des mutations non-
synonymes du geéne KLFII pouvaient entrainer un MODY (171). Nos résultats présents
démontrent qu’une altération de la transcription du géne INS via la perte de fixation de KLF11
entraine une autre forme de diabéte sévere, le DN. Cet ensemble de données montre un role
fondamental de KLF11 dans la transcription du géne INS et in fine dans différents phénotypes
de diabete.

Par ailleurs, cette étude montre comment des observations génétiques peuvent aboutir
a une meilleure caractérisation de la régulation du promoteur d’un gene.

Enfin, ce travail confirme qu’une mutation a effet trés séveére dans une région
régulatrice d’un geéne peut aussi entrainer une forme de maladie monogénique. L’étiologie
génétique des maladies monogéniques ne s’arréte pas en définitive aux parties codantes des
génes, comme cela avait déja été rapporté dans certaines formes du diabéte MODY

(mutations des promoteurs GCK ou HNF1A4) (13; 15).
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Mon travail de thése a contribué a mieux comprendre les déterminants génétiques de la
glycémie et du DT2, ainsi que certains des mécanismes impliqués. En effet, mon travail a aidé

a:

+ Identifier de nouveaux loci/génes associés a la glycémie a jeun.

=

Identifier de nouveaux loci/génes associés a la glycémie-2h et insulinémie-2h.

4+ Identifier de nouveaux loci/génes associés au risque de DT2 en plus de leur
impact glycémique.

+ Identifier de nouveaux loci/génes associés a I’'HbAlc.

+ Progresser dans la compréhension des mécanismes d’action de variants a effet

faible associés a la glycémie a jeun et d’'une mutation a effet treés fort dans la

survenue d’un DN ; ces différents variants étant situés dans des séquences

promotrices des genes étudiés.

On ne peut en rester a une approche quantitative présentant le nombre de génes identifiés et la
puissance statistique des associations découvertes. Une analyse critique (positive et négative)
de ces travaux est indispensable, et conditionne la fagon d’envisager les perspectives de

recherche qui pourraient en découler.

1/ La puissance des études GWAS dépend clairement de ’effectif des participants
impliqués dans I’analyse, car la grande majorit¢ des SNPs communs de susceptibilité aux
maladies polygéniques (ou associés aux traits liés a ces maladies), répertoriés jusqu’a présent,
ont un effet (trés) faible. Centré uniquement sur les traits glycémiques et insulinémiques, le
consortium MAGIC apparait quelque peu comme un « modéle » d’alliance planétaire qui a
servi a confirmer avec certitude et aussi a identifier nombre de loci impliqués dans la
variabilité des traits du contrdle glycémique, dont un certain nombre contribuant en outre au
risque de DT?2.

Nous aurions pu penser que le rassemblement d’un grand nombre de cohortes
différentes (avec toutefois des origines proches Européennes) engendrerait un bruit de fond
délétere dans les signaux d’association, et diminuerait donc ’effet prédit des SNPs sur la
variabilité du trait. Au final, concernant MTNRIB par exemple, 1’effet du SNPs rs10830963
rapporté dans la méta-analyse réalisée par MAGIC était similaire a celui prédit par notre étude
GWAS (avec moins de « significativité » certes puisque nous avions analysé un effectif plus

faible). Notons que les SNPs montrant une trop grande hétérogénéité inter-cohortes sont de
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toute fagon écartés des résultats de la méta-analyse. Ce sont donc les mutations les plus
anciennes, les mieux distribuées dans 1’espéce humaine, qui ont le plus de chance d’étre
détectées par les grandes méta-analyses. Les autres, par exemple celles qui sont ‘spécifiques’
d’un groupe ethnique particulier ou du moins rares ne peuvent aisément étre détectées par les
grandes études de consortium international, ce qui limite la puissance d’analyse des études

GWAS qui reposent sur de trés larges effectifs pour les loci a tres faible effet.

2/ La stratégie de réaliser des études GWAS trait par trait (afin de simplifier
I’hypothése initiale mais aussi pour des raisons pratiques vis-a-vis des cohortes impliquées
qui ne sont pas toutes renseignées pour les mémes phénotypes) a été tres fructueuse en terme
de résultats. Cependant, aujourd’hui, il manque manifestement une vision d’ensemble au
niveau des loci/génes contribuant a la variabilité des traits glycémiques et insulinémiques, et
de leur impact putatif sur la survenue d’un DT2. Par exemple, pourquoi et comment un SNP
qui contribue de maniére tres significative a 1’augmentation de la glycémie a jeun n’a aucun
impact sur le risque de DT2, alors que 1’¢lévation de ce trait est utilisée dans le diagnostic
méme du DT2 ?

Etant donné que la plupart des génes identifiés ont des fonctions encore mal connues,
il me semble que nous n’avons pas encore assez exploité les croisements de traits ou indices
corrélés au DT2 pour définir des groupes de geénes ayant le méme comportement
physiologique. A la fagon du consortium DIAGRAM+ (dont j’ai montré quelques figures
dans la présentation des travaux ; cf Figures 40 et 41), il faudrait réaliser des graphiques
montrant tous les geénes/loci identifiés par les méta-analyses des études GWAS de traits
glycémiques et insulinémiques en plus des geénes de susceptibilité au DT2, selon leurs effets
sur les traits ou indices corrélés de pres ou de loin au DT2 : allant des indices permettant de
mesurer la fonction de la cellule beta et 1’insulino-résistance périphérique, aux indices du
syndrome métabolique (tous les traits lipidiques par exemple) et des complications du DT2
(pression artérielle, microalbuminurie, créatinine, anémie par exemple). Plusieurs consortia
pourraient ainsi s’unir pour dessiner ces croisements. Il est important de noter que ce travail
va étre amplement facilité d’ici peu grace aux puces a ADN « Metabo-Chip » qui rassemblent
plus de 200 000 SNPs associés de prés ou de loin aux traits et risque de maladies
métaboliques (obésité, DT2, maladies cardiovasculaires...). Vu le faible cofit de ces puces
(308), les effectifs inclus dans ces futures études GWAS seront bien plus importants encore
(d’autres cohortes épidémiologiques en dehors de I’aspect génétique jusqu’alors exploré -vu

les prix excessifs- pourraient se lancer dans I’aventure) et permettront d’une part d’identifier
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des nouveaux loci associés au DT2 (car la puissance statistique sera bien plus élevée encore)
mais aussi de mieux comprendre les corrélations entre les geénes et les traits associés afin
d’essayer de dessiner des histoires physiologiques. Par exemple, concernant le travail sur
I’hexokinase 1 (qui a pourtant une fonction bien connue dans 1I’engagement du glucose dans la
glycolyse) et son association avec I’HbAlc, nous avons pu montrer que le croisement de traits
quantitatifs était indispensable afin de ne pas dresser de fausses conclusions physiologiques.
« Association » ne signifie pas « causalité » et I’affaire HK/ démontre bien le danger d’arriver
a des conclusions hatives sans explorer complétement les dessous d’une association
« évidente ».

Enfin, je pense qu’il faudrait davantage utiliser, de maniére systématique, la puissance
des régressions conditionnées afin de rechercher si une association identifiée avec un trait
n’est pas simplement le marqueur (ou le reflet) d’une association bien plus forte avec un autre
trait. Cet aspect était souvent limité par un manque de puissance statistique. L’utilisation des

puces Metabo-Chips changera siirement la donne.

3/ Les études GWAS du DT2 mais aussi des traits glycémiques ont permis d’ouvrir de
nouvelles voies d’investigations moléculaires souvent insoupgonnées dans la
physiopathologie de la maladie : le transporteur de Zn (codé par SLC30A48) ou le récepteur 2
de la mélatonine (codé par MTNRB) en sont de bons exemples.

Toutefois, les SNPs associés qui ont été identifiés par des études GWAS sont pour la
plupart localisés dans des régions intergéniques non-conservées. Généralement, les
généticiens choisissent de nommer le géne le plus proche mais aucune preuve réelle n’indique
que le SNP soit réellement corrélé a ce gene (méme s’il a plus de chance de I’étre au regard
des recombinaisons). Quand le gene le plus proche code une protéine qui a des fonctions
connues dans la cellule beta, dans les tissus cibles de I’insuline ou méme dans le cerveau
(c’est-a-dire dans tous les organes/tissus reliés de pres ou de loin a la physiopathologie du
DT?2), les arguments en faveur du lien entre le SNP et ce géne sont plus forts et les désirs
d’investigation moléculaire peuvent s’enclencher. Mais quand la fonction et/ou 1’expression
de la protéine codée par le geéne le plus proche sont complétement floues, les biologistes
restent généralement réticents. Avec les dernic¢res études GWAS, c’est le deuxiéme cas de
figure qui a primé. Jusqu’a ce jour, aucune investigation fonctionnelle a haut débit n’a été
publiée au regard de 1’ensemble de ces découvertes. Pourtant, on pourrait imaginer plusieurs
investigations expérimentales qui pourraient amener plus amples arguments sur ce choix (ou

non) du gene le plus proche : I’invalidation du géne dans des poissons zebres (qui constituent
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un modele simple et rapide a expérimenter), 1’invalidation du géne utilisant 1’interférence par
I’ARN dans des lignées de cellules beta (peut-étre bientot humaines) afin par exemple de
rechercher si la protéine a un effet direct sur la sécrétion insulinique (si le gene est exprimé
dans les cellules beta)...

Cependant, il a été rapporté par plusieurs études qu’un SNP pouvait réguler
I’expression d’un géne localisé¢ bien au-dela sur le chromosome voire sur un chromosome
différent (enhancer lointain ? impact sur un miRNA ?). Dans 1’étude fonctionnelle des deux
variants situés dans le promoteur de G6PC2 (cf Présentation des travaux ; partie III, Article
1), nous avions réalisé une étude eQTL de ces deux SNPs avec 1’expression de G6PC2. Dans
une optique pangénomique et transcriptomique, il serait fortement intéressant de réaliser des
puces a ADN d’une centaine d’échantillons d’ADN génomique avec une analyse
transcriptomique (par puce a ADN toujours) d’échantillons correspondants de cellules beta
trices, d’ilots pancréatiques, de foie, de muscles squelettiques, de tissu adipeux (sous-cutané
et viscéral) et si possible de différentes parties cérébrales. Nous pourrions ainsi savoir si
chaque SNP identifié jusqu’alors est bien corrélé a I’expression du gene le plus proche ou a
un autre geéne sur le reste du génome, et dans quel tissu. Ce type d’étude n’a jamais été
réellement mis en place a cette échelle car il sous-entend un acces a au moins une centaine de
cadavres humains bien phénotypés (age, sexe, IMC, prise ou non de médicaments anti-
diabétiques, heure de la mort de I’individu par exemple) mais aussi une rigueur dans le
prélevement des tissus. Mais je pense qu’une telle étude serait fructueuse en permettant de
mieux cibler les génes en cause. En revanche, elle ne permettrait pas de savoir si le SNP est
causal ou non dans 1’association rapportée car c’est le bloc haplotypique comprenant le SNP
qui serait corrélé a I’expression du gene.

Cette recherche de la causalité d’un SNP reste de la méme fagon un défi génétique et
moléculaire vu les faibles effets identifiés. Les études de fine-mapping (c’est-a-dire le
séquencage du bloc de recombinaison comprenant le SNP chez un certain nombre d’individus
suivi du génotypage des SNPs identifiés chez un plus grand nombre d’individus), afin de
rechercher le SNP fonctionnel conduisant 1’association, ont trés peu abouti jusqu’alors ; ce qui
est essentiellement dii & un manque de puissance statistique des modélisations génétiques
causé la plupart du temps par des limitations budgétaires (le séquencage d’une large zone par
la technique du Sanger est trés coliteuse et si beaucoup de variants sont identifiés, le budget
devient rapidement exponentiel), puis toujours a la difficulté de confirmer les modélisations
génétiques par des expérimentations fonctionnelles peinant & mettre en relief de faibles effets

(cf Présentation des travaux ; partie III, Article 1). Les nouvelles approches de séquengage
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(génome entier) pourraient offrir de nouvelles pistes trés prometteuses dans cette

problématique.

4/ Pour finir, comme je 1’ai indiqué a plusieurs reprises tout au long de ce manuscrit,
une tres faible part de I’héritabilité du DT2 (et donc de la prédiction génétique du DT2) a pu
étre identifiée par les études GWAS. Il en est de méme pour 1’héritabilité¢ de la glycémie et
I’insulinémie a jeun, de la glycémie-2h, de I’insulinémie-2h et de ’'HbAlc. De grandes parts
d’ombre demeurent. Plusieurs pistes d’investigation (et donc plusieurs perspectives de

recherche) peuvent étre soulevées :
- En utilisant encore la stratégie GWAS ‘une maladie commune, des variants communs’ :

i/ 11 serait intéressant de réaliser des études GWAS a partir d’études prospectives qui peuvent
amener beaucoup plus de puissance statistique (cf Présentation des travaux, Article 1, avec
I’¢tude de 1’association entre HK/ et ’'HbAlc, dans la cohorte D.E.S.I.R. suivie pendant neuf
ans), car ces ¢tudes permettent une accumulation de points de mesure des traits étudiés, tout
en gardant une homogénéité dans les méthodes de mesure de ces traits et sans variation de la

structure génétique de la population (homogénéité de population).

ii/ Toutes les méta-analyses de GWAS ont été réalisées selon un modele additif. Il serait

intéressant d’analyser les mémes données selon tous les autres modeles d’héritabilité.

iii/ Les consortia DIAGRAM+ et MAGIC n’ont étudi¢ pour I’heure que des populations
Européennes. Derniérement, d’autres études GWAS du DT2 dans des populations Japonaises
ont mis en exergue de nouveaux genes de susceptibilité au DT2 (dont un signal a été confirmé
dans des populations Européennes) (134). Ainsi, vu les structures génétiques différentes d’une
population a I’autre, la réalisation d’études GWAS dans des populations non-Européennes est

trés prometteuse.

iv/ Les interactions entre les signaux d’association (€pistasie) et celles entre chaque signal
d’association et 1’environnement n’ont absolument pas été étudiées pour I’instant dans les
grandes méta-analyses de GWAS. D’ailleurs, certaines revues récentes rapportent que la
grande part d’ombre de I’héritabilit¢ de I’insulino-résistance se cacherait dans sa forte
interaction avec I’environnement (123; 159). Cependant, tout ceci reste a étre prouvé car de
telles études sont difficiles a mettre en ceuvre : I’environnement n’est pas mesuré avec
précision par des marqueurs d’exposition qui seraient fiables comme la glycémie a jeun ou

I’HbAlc... les traits « environnementaux » (basés en partie sur des questionnaires) différent

-08 -



fortement d’une cohorte a une autre ; ce qui rend toute grande méta-analyse de GWAS
d’interaction géne-environnement quasi-impossible. Or les interactions sont tres difficiles a
déceler et une certaine puissance statistique est nécessaire. Je pense qu’il va falloir du temps

pour mettre en ceuvre des protocoles rigoureux afin d’étudier ces interactions.
- Quid des variants rares ?

Derni¢rement, David Goldstein a émis 1’hypothése qu'un SNP fréquent contribuant de
maniere significative a une maladie ou a la variabilit¢ d’un trait ne serait que I’image
déformée ou le porte-drapeau d’un grand nombre de mutations rares en fort LD avec ce SNP
(D’ élevé, 12 faible) et a effets beaucoup plus forts. Cette hypothése attractive a été¢ confirmée
au moins une fois dans la littérature dans une ¢tude réalisée par I’équipe de John Todd a
Cambridge, qui a montré que des variants rares et fonctionnels situés au locus du gene [FIH1
protégeaient plus fortement en terme d’odds ratio du risque de survenue d’un DT1 que les
SNPs fréquents initialement rapportés au méme locus par étude GWAS (172). Les nouvelles
approches de séquencage haut-débit apportent nombre de pistes expérimentales pour étudier
I’impact des variants rares dans la survenue du DT2 (liés ou non aux SNPs fréquents d’ores et
déja répertoriés). Par exemple, on pourrait imaginer (avec un budget certain) que le
séquencage du génome entier de 100 cas atteints de DT2 (dont on sait par puces a ADN qu’ils
sont par exemple porteurs d’au moins 10 all¢les a risque du DT2 communs a tous les cas)
versus 100 contréles normoglycémiques (ajustés a 1’age et porteurs d’aucun des alleles a
risque choisis pour les cas) pourrait permettre d’étudier ’existence ou non d’enrichissement
de variants rares chez les sujets atteints au niveau des geénes connus de susceptibilité au DT2,
mais aussi ailleurs dans le génome (dans des génes candidats en premier lieu puis ailleurs). De
telles observations ouvriraient d’autres perspectives d’investigation (génotypage ou
séquencage plus ciblé chez un plus grand nombre d’individus) aboutissant peut-étre a
I’identification de nouveaux génes de susceptibilité¢ au DT2. Il y a de fortes chances qu’un tel
séquencage engendre des centaines de milliers de mutations par individu. Le plus simple
serait d’abord de se focaliser sur les parties codantes puis les parties conservées du génome.
Ce ne serait dans tous les cas pas simple a analyser sachant aussi qu’aucun mod¢le statistique
porté sur ces nouvelles problématiques de variants rares (et trés nombreux) n’a vraiment été
¢laboré jusqu’a ce jour.

Au laboratoire, nous avons pensé en premier lieu que cette nouvelle technologie
s’adressait parfaitement aux formes monogéniques de DT2. Nous avons séquencé 1’exome de

plusieurs patients atteints de DN ainsi que de plusieurs sujets au sein de familles montrant un
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MODY non élucidé. J’ai contribué a une étude que nous venons de publier montrant
I’identification d’une mutation dans un géne du DN (4ABCCS) par séquencage de 1’exome
entier (SEE) d’un patient, qui n’avait pas été identifiée cinq plus tot par un protocole standard
de séquencage (cf Annexe 3). Méme si la technique doit encore étre améliorée (notamment au
niveau de la capture de I’exome), elle est aussi prometteuse dans le diagnostic des maladies
rares a étiologies génétiques connues et hétérogenes. Concernant la recherche de mutations
causales dans de nouveaux geénes de susceptibilité, tout le challenge se situera dans le filtrage
des mutations non causales. De manicre instinctive, on peut ressentir déja le retour de la force
des études familiales car le SEE de sujets sains dans ces familles engendrerait d’importants
filtrages de mutations non causales. Resterait ensuite a se focaliser sur les mutations

communes a tous les sujets atteints...

En bref, cette technique de séquengage du génome ou de I’exome entier entrouvre de
fabuleuses perspectives de recherche a venir. Le but étant toujours d’identifier de nouvelles
étiologies génétiques entrainant des formes mono- et polygéniques de DT2, afin d’une part de
mieux connaitre les mécanismes physiopathologiques « primaires » de la maladie, mais aussi
dans D’espoir d’identifier de meilleures cibles thérapeutiques pour soigner les personnes

malades... et pourquoi pas d’établir in fine une médecine personnalisée.
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Loci/génes de susceptibilité au DT2 commun répertoriés jusqu’a
aujourd’hui, selon différentes méthodes employées

(N.B : seuls les loci confirmés ou identifiés par GWAS, aprés correction de Bonferroni, ont été ici rapportés)

Biological
Candidates Gene
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“Novel insights into the etiology of diabetes from genome-wide
association studies”

(Diabetes. 2009 Nov,58(11):2444-7)
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“Molecular diagnosis of neonatal diabetes mellitus using next-
generation sequencing of the whole exome™

(PLoS ONE. 2010 Oct)
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Figure 1. Prévalences estimées du diabéte en 2007 et en 2025 de part le monde
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| Figure 2. Prévalence du diabéte traité selon 1’age et le sexe en 2007, en France

e (source : Kusnik-Joinville et al. BEH ; Nov 2008)
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Figure 3. Prévalence du diabéte traité par département frangais, en 2007
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| Figure 4. Les complications majeures du diabéte
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(source : adapté de Diabetes Atlas 4™ Edition)
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Table 1. Définition des différents états de tolérance et intolérance au glucose d’aprés les
criteres de I’ADA (1997) et de I’OMS (1999)

Glycémie 2h apres HGPO en mmol/l (g/dl)
<78 7,8-11,0 2111
(1,40) (1,40 — 1,99) (2,00)

IGT

IFG et IGT

HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale (ingestion de 75g de glucose a jeun)
IFG : hyperglycémie a jeun (ou impaired fasting glucose en anglais)
IGT : intolérance au glucose (ou impaired glucose tolerance en anglais)
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Figure 5. Situation et morphologie des ilots de Langerhans, et photographie d’un ilot humain
marqué par immunofluorescence
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(source : adapté de Encyclopaedia Britannica, Inc.)

Rouge : insuline [cellules beta]
Vert : glucagon [cellules alpha]

(source : V. Foot, King's College London, UK)
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Figure 6. Role du systéme nerveux autonome dans la régulation de la sécrétion insulinique

VMH : hypothalamus ventromédian

LH : hypothalamus latéral
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Figure 7. Anatomie des ilots de Langerhans marqués par immunofluorescence

(a) chez la souris (b) chez ’homme

Rouge : glucagon [cellules alpha]

Vert : insuline [cellules beta]

(a)

Rouge : insuline [cellules beta]

Vert : glucagon [cellules alpha]

(b)

(source : Hans Clevers, Hubrecht Institute, les Pays-Bas (a); V. Foot, King's College London, UK (b))
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| Figure 8. Dépot amyloide d’un ilot de Langerhans chez un patient atteint de DT2

Polypeptides IAPP : colorés en rose pale en utilisant du rouge Congo
Insuline (contenue dans les cellules beta) : marquée en marron en utilisant de 'immunopéroxydase

Cellules beta

(source : adapté de Alsahi et al. Textbook of Diabetes 4™ Edition)

= Le dépbt amyloide occupe plus de 50% de I'flot et se situe principalement en son centre. Les cellules beta sont
relayées en périphérie de I'llot et leur nombre est trés diminué.
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| Figure 9. Structure du géne de I’insuline chez I’lhomme

‘Coding region (1430 ép)

R
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| Table 2. Synthése d’insuline et transport intra-cellule beta

Evénements
cellulaires
Synthése de

préproinsuline et clivage
en proinsuline.
(de 10 a 20 minutes)
Transfert.

(20 minutes)
Début de la conversion
de la proinsuline.

Fin de la conversion de
la proinsuline.

(de 30 a 120 minutes)
Stockage.

(de quelques heures a
quelques jours)
Libération des vésicules
par exocytose.
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Figure 10. Maturation de I’insuline dans la cellule beta
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(source : adapté de Jones et al. Textbook of Diabetes 4" Edition)

| Figure 11. Relation sigmoidale entre la glycémie et la biosynthése d’insuline

100 - l
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o
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1 |
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O r

Biosynthéses de proinsuline (0) et de toutes les protéines (o)
en fonction de la concentration de glucose dans des flots de
Langerhans issus de rat

(Source : Stephen J.H. Ashcroft et al. Biochem. J. ; Feb 1978)

-112 -



Figure 12. Role des protéines SNARE pendant I’exocytose des granules d’insuline
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Figure 13. Sécrétion insulinique par les ilots de Langerhans, selon différentes concentrations
de glucose

—> Aucune stimulation n’est observée sous un seuil de glycémie équivalent a 5mmol/l

—> Les potentialisateurs amplifient la sécrétion d’insuline a des concentrations au-dela du seuil de
glycémie de 5Smmol/l mais sont complétement inefficaces en deca.
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(source : Jones et al. Textbook of Diabetes 4" Edition)

Figure 14. Sécrétion insulinique induite in vitro par une concentration élevée de glucose
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Insulin secretion
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(source : Jones et al. Textbook of Diabetes 4™ Edition)
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Figure 15. Modéle de fonctionnement de la cellule beta pancréatique
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Figure 16. Modélisation des canaux K'-ATP : a) Organisation du complexe octamérique
exprimé dans la cellule beta; b) Topologie intra-membranaire des deux sous-unités du canal

b) SUR1

KIR6.2

Kir Kir
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|
l . :
\ Kir Kir /
\ 62 62

(source :

Babenko. J Mol Cell Cardiol ; Juillet 2005)
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Figure 17. Effets de 1’élévation d’ions
Ca’" induite par le glucose sur
I’adénylate cyclase dans la cellule beta

Figure 18. Effets de 1’élévation d’ions
Ca’* induite par le glucose sur la
phospholipase C dans la cellule beta
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(source : adapté de Jones et al. Textbook of Diabetes 4" Edition)
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Figure 19. Effets du glucagon et de la Figure 20. Effets de I’acétylcholine sur
somatostatine sur [’adénylate cyclase la phospholipase C dans la cellule beta
dans la cellule beta via les protéine G et

G;j respectivement
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(source : adapté de Jones et al. Textbook of Diabetes 4" Edition)
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Figure 21. Mécanisme de formation du GLP-1

—> La molécule de pré-pro-glucagon est exprimée dans les cellules L de l'intestin et les cellules a du
pancréas endocrine.

—> Des mécanismes de clivage protéolytique différentiels conduisent, dans les deux types cellulaires,
a la production de peptides dont I'activité biologique est différente. Dans les cellules intestinales, le
pro-glucagon est clivé pour produire la glicentine et I'oxyntomoduline, dont les réles physiologiques,
aux concentrations circulantes normalement observées, ne sont pas encore identifiés. Le GLP-1, qui
peut étre sous forme amidée (appelé GLP-1(7-37) ou GLP-1(7-36)amide), et le GLP-2 sont les deux
principaux peptides biologiquement actifs. Dans les cellules a du pancréas, le GLP-1 et GLP-2 ne sont
pas produits, ou seulement en quantités relativement treés faibles, le glucagon étant alors le peptide
biologique actif le plus abondant.

—20 Leader 1 30/33 61/6469/7278 108/111 123/126 158/160

Pré-pro-glucagon  NH, GRPP  Glucagon IP1 _ IP2 _COOH

1 69 718 107 126 158
Glicentine G o2
33 69
Oxyntomoduline
1 30 33 61 72 158

GRPP  Glucogon  [MBE

GRPP: glicentin related polypeptide; MPF: major proglucagon derived peptide; IP2: intervening peptide 2

(source : Thorens. Medecine/Sciences ; Aot 2003)
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Figure 22. Dégradation de la fonction de la cellule beta lors d’un DT2, selon les traitements

—> La fonction de la cellule beta est d’ores et déja réduite de 50% lors de la déclaration du DT2
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(source : Alsahli et al. Textbook of Diabetes 4" Edition)
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Figure 23. Profils des concentrations de glucose et d’insuline, et de la vitesse de sécrétion
d’insuline (ISR pour insulin secretion rate), en fonction des injections de glucose chez trois
sujets

—> Les trois études réalisées sur chaque patient sont montrées : injection constante de glucose a
gauche, injection selon des oscillations lentes au milieu, injection selon des oscillations rapides a
droite. Les pics significatifs sont montrés par une fleche dans les profils du glucose et de I'ISR, durant
l'injection constante de glucose.
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| Figure 24. Modélisation du récepteur de I’insuline
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Figure 25. Illustration des voies de signalisation insuliniques impliquées dans les effets

métaboliques et mitogenes

—> Les fléches représentent des activations alors que les fleches bloquées représentent une inhibition.

Insulin

Insulin

—{ed
Extracellular

$$£¥$£ﬁ%§$ﬁﬁfﬁﬁiﬁﬁﬁiﬁ E%g ﬁﬁiﬁiﬁﬁ%ﬁ%ﬁ#ﬁﬁﬁﬁiﬁ

receptor

Intracellular
IRS - - RS | p P
APS il P
Ve 110
S CAP PTPIB P
CAP jNa
Grb2 SOS ¢ Cbl =
She Flotillin = G
Grb2 SOS '“:l
/ .M"‘IPK
mTOR PDKI
GRF2
sos " Crill mSin| mLST8/ Tscz TsCl
GAP l Rictor GBL
r | l aPKC
TCI0 .° mTOR
P38 JNK Raf P AS|60 <«—— AkUPKB mLST8/ _|
l PHLPP S GpL
i : 4-3-3
; 2 GsKk3 "
ERK ’ : F(»(O—h- Foxo 4E-BP)
GS B
it active '\-.__./ mactwe
GLUT4 vesicle l PE‘iCK
: Protein syntheis
Cell cycle Glucose uptake Glycogen synthesis Gluconeogenesis and cell growth
L Mitogenic effects - | Metabolic effects |

(source : Wu et al. Textbook of Diabetes

-121 -

4™ Edition)




| Figure 26. Illustration des voies de signalisation insuliniques impliquées dans le foie
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Figure 27. Illustration des voies de signalisation insuliniques impliquées dans le muscle
squelettique
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| Figure 28. Illustration des voies de signalisation insuliniques impliquées dans le tissu adipeux
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Figure 29. Début d’un article paru dans le Lancet en 1962

THE NORMAL AND DIABETIC PATTERNS
OF INSULIN RESPONSE TO GLUCOSE

Davip N. PHEAR
M.A., M.D. Cantab., M.R.C.P., M.R.A.C.P.

SENIOR LECTURER IN MEDICINE AND MORTLOCK RESEARCH FELLOW,
UNIVERSITY OF ADELAIDE, DEPARTMENT OF MEDICINE,
THE QUEEN ELIZABETH HOSPITAL, WOODVILLE, SOUTH AUSTRALIA
For many years after the discovery of insulin in 1921,
liabetes mellitus was believed to result from simple
fihre of the pancreas to secrete insulin—either partial
% complete. Such a straightforward explanation of the
Pathogenesis of diabetes is proving increasingly inadequate.

Figure 30. Relation hyperbolique entre la fonction de la cellule beta et la sensibilité a
I’insuline

4——— Insulinresistance with
[-cell compensation
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NGT: sujets normoglycémiques ; IGT: sujets intolérants au glucose ; T2DM: sujets atteints de DT2
(source : Stumvoll et al. Lancet ; Avril 2005)
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Figure 31. Représentation schématique de la cellule beta, illustrant les conséquences des
mutations au sein des génes ABCCS et KCNJ11 dans la sécrétion insulinique
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Figure 32. Mutations hétérozygotes, non-synonymes, du géne /NS impliquées dans le diabéte
néonatal et le MODY
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| Figure 33. Exemple d’un graphique représentant le LOD-score d’une liaison génétique
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Figure 34. Les déséquilibres de liaison entre les SNPs communs dans le génome humain
différent fortement selon les populations étudiées.
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(source : adapté de Frazer et al. Nature Reviews Genetics ; Avril 2009)
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Figure 35. Répertoire des signaux d’association issus d’études GWAS publiées jusqu’a
aujourd’hui

Published Genome-Wide Associations through 6/2010,
904 published GWA at p<5x10- for 165 traits
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Figure 36. Passage d’études GWAS cas / contrdles a des études GWAS de traits quantitatifs

binaritée linéaritée

- 130 -



Figure 37. Synthése de la mélatonine, « I’hormone de 1’obscurité »
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Figure 38. Répartition des 40 mutations non-synonymes identifiées aprés le séquencage des
deux exons de MTNR 1B chez ~ 7 000 individus
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Figure 39. Chevauchement partiel entre les génes de susceptibilité au DT2, les génes associés
a la glycémie a jeun (HOMA-B), et les génes associés a I’insulinémie a jeun (HOMA-IR)
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Figure 40. Répartition des genes de susceptibilité au DT2 selon leurs effets sur le risque de
DT2 (axe des ordonnées) et sur la glycémie a jeun (axe des abscisses)
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Figure 41. Répartition des génes de susceptibilité au DT2 selon leurs effets sur THOMA-IR

(axe des ordonnées) et sur "THOMA-B (axe des abscisses)
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Figure 42. Déséquilibres de liaison au locus des génes G6PC2 et ABCBI1 (capture par le
logiciel Haploview ; population HapMap Européenne)

Lo L T

R . .2 £ 1) A e

—> plus le losange entre deux SNPs est foncé, plus le r2 entre ces deux SNPs est fort

Figure 43. Déséquilibres de liaison au locus du géne G6PC2 et dans sa zone promotrice
(capture par le logiciel Haploview ; population HapMap Européenne)
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