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Introduction 

 Selon l’organisation mondiale de la santé (OMS), 108 millions de personnes étaient 

atteintes de diabètes en 1980. En 2014, soit 34 ans après, ce chiffre a été multiplié par 4 (422 

millions de personnes atteintes). En 2030, l’OMS prévoit que le diabète sera la septième cause 

de mortalité, ce qui conduit à revoir les méthodes de prévention et la thérapeutique. Les 

traitements actuels, bien qu’efficaces, provoquent de nombreux effets secondaires qui 

détériorent la qualité de vie des patients. Trouver de nouveaux traitements sans ces effets 

présente donc un intérêt pharmaceutique majeur. 

 Le diabète est caractérisé par une mauvaise régulation de la glycémie, provoquée par 

un défaut de sécrétion d’insuline par les cellules β du pancréas et/ou une diminution du 

stockage de glucose par les cellules insulino-sensibles (insulino-résistance). Afin de disposer 

de l’état actuel de connaissance concernant le contrôle de l’homéostasie glucidique, 

l’introduction de ce mémoire est divisée en quatre parties :  

 La première partie présente les mécanismes de régulation de la glycémie et deux 

pathologies associées, le diabète et l’obésité.  

 La deuxième partie s’intéresse au canal TREK-1, présent dans les cellules β mais dont 

la fonction sur la sécrétion d’insuline est encore inconnue. Pour cela, le laboratoire 

dispose d’un nouvel outil qui lui est propre, la spadine. Il s’agit d’un peptide 

synthétique aux propriétés antidépressives et inhibitrices des courants TREK-1. 

 La troisième partie se focalise sur la sortiline, un récepteur membranaire impliqué 

dans l’adressage du canal TREK-1 à la membrane, ainsi que dans celui du transporteur 

de glucose responsable de l’entrée de glucose dans les cellules insulino-sensibles. 

 La quatrième partie se concentre sur la spadine. En effet, sa séquence peptidique n’est 

pas anodine puisqu’elle est basée sur celle du propeptide (PE), issu de la maturation 

de la sortiline. Comme le PE, la spadine interagit avec le canal TREK-1 et l’inhibe. C’est 

également un ligand de la sortiline, mais les mécanismes sous-jacents dans les tissus 

périphériques sont encore inconnus. 
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Partie 1 : Le contrôle de l’homéostasie glucidique 

 Dans l’organisme, le glucose est une source énergétique indispensable pour le bon 

fonctionnement des tissus, comme par exemple, le cerveau et la rétine. Malgré la 

discontinuité des apports glucidiques au cours de la journée, la concentration en glucose dans 

le sang (glycémie) reste stable. Chez l’Homme, elle varie entre 0,70 et 1,10 g/L le matin à jeun, 

et entre 1,00 et 1,40 g/L deux heures après un repas (source : Association Française des 

Diabétiques). Cette homéostasie est le reflet d’une régulation hormonale faisant intervenir 

plusieurs organes :  

 Le pancréas qui sécrète notamment l’insuline (hypoglycémiante) et le glucagon 

(hyperglycémiant) ;  

 Le tissu adipeux blanc et le muscle squelettique qui interviennent dans le stockage 

massif du glucose après un repas ; 

 Le foie et le rein qui contribuent de façon limitée à l’homéostasie glucidique. 

 
Figure 1 : Evolution de la glycémie en fonction des repas. (* : à jeun) 

 Entre les repas, la glycémie est maintenue à un niveau optimal (normo-glycémie) grâce 

à un équilibre entre le stockage de glucose induit par l’insuline et le déstockage induit par le 

glucagon (Figure 1A). Après un repas, la glycémie augmente (hyper-glycémie) : l’insuline est 

libérée au détriment du glucagon, ce qui provoque le stockage du glucose et le retour à une 

glycémie normale (Figure 1B). 
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I/ La cellule bêta du pancréas, un senseur du glucose 

sanguin 

A. Organisations structurales et fonctionnelles du 

pancréas 

1) Localisation et organisation du pancréas 

 Le pancréas est une glande située dans la cavité abdominale, entre le duodénum et la 

rate, entre l’estomac et les vertèbres lombaires 1 et 2 (Motta et al., 1997). Il est divisé en deux 

compartiments distincts par leur morphologie et leur fonction :  

 Le pancréas exocrine représente la majorité du tissu. Il est organisé en acini et produit 

le suc pancréatique déversé dans le duodénum. 

 Le pancréas endocrine, organisé en îlots de Langerhans, produit et libère les hormones 

impliquées dans le métabolisme du glucose (Hinrichsen, 1997; Motta et al., 1997). 

 Les îlots de Langerhans sont dispersés entre les acini du pancréas exocrine. Ils sont 

constitués de plusieurs types cellulaires caractérisés par leur sécrétion hormonale. Chez la 

souris, les cellules α, localisées à la périphérie de l’îlot, représentent 20% du pancréas 

endocrine et produisent principalement le glucagon (Hinrichsen, 1997). Les cellules β, 

localisées majoritairement au centre de l’îlot, représentent 70% du pancréas endocrine et 

produisent l’insuline (Hinrichsen, 1997). Les cellules δ, localisées à la périphérie de l’îlot, 

représentent 5% du pancréas endocrine et produisent la somatostatine (Hinrichsen, 1997). 

Les cellules PP (pancreatic polypeptide), localisées dans l’épithélium du pancréas exocrine, 

représentent 5% du pancréas endocrine et produisent le PP (Hinrichsen, 1997). 

2) L’insuline 

 L’importance de l’insuline dans la régulation de l’homéostasie glucidique n’est plus à 

démontrer puisque c’est l’unique hormone hypoglycémiante de l’organisme. Il s’agit d’un 

polypeptide de 6 kDa, constituée de deux chaines peptidiques A et B, reliées par deux ponts 

disulfures (Ryle et al., 1955) (Figure 2). Elle est synthétisée sous la forme d’une pro-hormone, 

la pro-insuline, puis convertie en insuline mature par l’action de deux pro-hormones 
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convertases (PC1 et PC2) dans des vésicules issues du Golgi (Smeekens et al., 1992) (Figure 2). 

L’insuline active est alors stockée dans les granules de sécrétion pour être libérée sous l’effet 

du glucose sanguin.  

 
Figure 2 : L'insuline, maturation et structure. 

B. La sécrétion d’insuline, un mécanisme finement 

régulé 

1) L’importance du glucose dans la sécrétion d’insuline 

a- Les transporteurs de glucose de la cellule bêta 

De façon générale, le glucose entre dans la cellule grâce à deux types de transporteurs, 

ceux de la famille SGLT (sodium glucose linked transporter) ou ceux de la famille GLUT (glucose 

transporter). 

Dans les cellules β et insulino-sensibles, les transporteurs GLUT participent à l’entrée 

de glucose. Chaque membre de cette famille (qui en comptabilise quatorze) est caractérisé 

par sa spécificité et son affinité pour un hexose, ses distributions tissulaire et subcellulaire, ses 

régulations et ses fonctions physiologiques. Contrairement aux transporteurs SGLT qui 

nécessitent un apport énergétique (sous forme d’ATP (adenosine triphosphate)) pour 

absorber le glucose au niveau intestinal et rénal, les transporteurs GLUT assurent un passage 

facilité des hexoses selon leur gradient de concentration. 
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 Les transporteurs GLUT sont constitués de douze domaines transmembranaires, leurs 

extrémités N- et C-terminales étant intracellulaires (Mueckler et al., 1985) (Figure 3). Ils sont 

divisés en trois groupes en fonction de leur structure primaire : les classes I (Glut1-4 et Glut14) 

et II (Glut5, 7, 9, 11) présentent des N-glycosylation au niveau de la première boucle 

extracellulaire, la classe III (Glut6, 8, 10, 12, 13) possèdent des N-glycosylations dans la 

cinquième boucle extracellulaire. 

 
Figure 3 : Structure primaire des transporteurs GLUTs. 

 Chez les rongeurs, Glut2 est le principal transporteur de glucose de la cellule β, alors 

que chez l’Homme, il s’agit de Glut1 et Glut3 (De Vos et al., 1995). Glut2 présente une faible 

affinité pour le glucose (Km ≈ 17 mM) et est également exprimé dans les intestins, le foie et les 

reins (Johnson et al., 1990). De nombreuses études ont montré le lien étroit entre la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose et l’expression de Glut2. En effet, chez le rat diabétique, 

l’hyperglycémie est associée à une diminution de la sécrétion d’insuline et de l’expression de 

Glut2 principalement dans les cellules β (Thorens et al., 1990). De plus, les acides gras non 

estérifiés et les glucocorticoïdes ont un effet négatif sur la sécrétion d’insuline, 

respectivement en réduisant l’expression de Glut2 et en augmentant sa dégradation 

(Gremlich et al., 1997a; Gremlich et al., 1997b). 
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b- Le métabolisme du glucose dans la cellule bêta 

 

Figure 4 : La métabolisation du glucose dans la cellule bêta. 

 Suite à son entrée dans la cellule β, le glucose est phosphorylé en G6P (glucose-6-

phosphate) par deux enzymes (Figure 4) :  

 Une hexokinase de haute affinité (Km = 0,1 mM), inhibée par le G6P ; 

 Une glucokinase de basse affinité (Km = 7,9 mM), insensible au G6P (Ashcroft and 

Randle, 1970). 

Le G6P est ensuite converti en pyruvate lors de la glycolyse puis utilisé par la mitochondrie 

pour produire massivement de l’ATP (Figure 4). Le ratio cytoplasmique ATP/ADP augmente, 

ce qui conduit à la fermeture des canaux K+ sensibles à l’ATP (canaux KATP) puis à la 

dépolarisation membranaire (Ammala et al., 1991) (Figure 4). Lorsque la cellule β est 

suffisamment dépolarisée, les canaux Ca2+ sensibles au voltage (canaux CaV) s’ouvrent et 

laissent entrer le calcium (Ca2+) dans la cellule (Keahey et al., 1989) (Figure 4). Ce dernier est 

un second messager très important dans la cellule β puisqu’il participe à la régulation de 

l’exocytose des vésicules d’insuline. Les canaux K+ sensibles au voltage (canaux KV) s’ouvrent 

également pour permettre la repolarisation de la membrane plasmique et stopper le signal de 

l’insuline (Findlay et al., 1985; Henquin, 1990) (Figure 4). 
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2) Les canaux ioniques impliqués dans la sécrétion 

d’insuline 

Le Ca2+ n’est pas le seul ion à contrôler la sécrétion d’insuline, les flux de K+ jouent 

également un rôle majeur dans la modulation du potentiel de membrane de la cellule (Figure 

4). La cellule β compte plus de seize familles de canaux ioniques et plus de soixante canaux 

ioniques différents, localisés à la membrane plasmique et à la surface des organites 

intracellulaires. Parmi les plus importants (cités précédemment), on trouve les canaux KATP qui 

participent à la dépolarisation membranaire, les canaux CaV qui s’ouvrent lorsque la cellule 

est suffisamment dépolarisée et les canaux KV qui participent à la repolarisation membranaire. 

L’activité de ces canaux est finement régulée par des protéines kinases activées lors de la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose (Figure 5). 

 

Figure 5 : Régulation des canaux impliqués dans la sécrétion d'insuline. 

Des canaux intracellulaires, localisés au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique (RE) régulent également la concentration cytosolique de calcium [Ca2+]cyt : la 
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pompe SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca2+-ATPase) et les récepteurs-canaux RyR 

(ryanodin receptor) et IP3R (inositol-triphosphate receptor). 

a- Les canaux K+ sensibles à l’ATP (canaux KATP) 

 Au repos, la membrane plasmique de la cellule β est plus perméable aux ions K+ qu’aux 

autres ions. La différence de concentration en ions K+ entre les compartiments extracellulaire 

(5 mM) et intracellulaire (150 mM) permet leur diffusion (flux sortant) et le maintien du 

potentiel de repos membranaire au niveau du potentiel d’équilibre des ions K+, à environ -70 

mV (Meissner and Schmelz, 1974). 

 
Figure 6 : Structure et régulations des canaux KATP. 

Le niveau d’excitabilité de la cellule β est contrôlé par l’ouverture et la fermeture des 

canaux KATP. Ce sont des hétéro-octamères constitués des sous-unités Kir6.2 (K+ inward-

rectifier 6.2) et SUR1 (sulfonylurea receptor 1) (Inagaki et al., 1995) (Figure 6A). La petite sous-

unité Kir6.2 (codée par le gène KCNJ11) est la sous-unité traditionnelle du canal dont l’activité 

est régulée par l’ATP et le PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate). La grande sous-unité 

SUR1 (codée par le gène ABCC8) est le récepteur aux sulphonylurées et possède des sites de 

fixation pour l’ATP et l’ADP. Quatre sous-unités Kir6.2 et quatre sous-unités SUR1 forment le 

canal KATP (Clement et al., 1997) (Figure 6B). 
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 Du fait de leur sensibilité à l’ATP, les canaux KATP sont des senseurs de l’état 

énergétique de la cellule β et sont régulés de façon complexe (Cook and Hales, 1984). La 

fixation de l’ATP sur l’une des sous-unités Kir6.2 ou des sulphonylurées sur l’une des sous-

unités SUR1 entraine la fermeture du canal, une diminution de la perméabilité au K+ et 

l’augmentation de l’excitabilité de la cellule β (Dorschner et al., 1999; Tucker et al., 1998). 

L’interaction du PIP2 sur la sous-unité Kir6.2 réduit l’effet inhibiteur de l’ATP sur l’activité du 

canal, soit en le stabilisant dans une conformation où l’ATP ne peut pas se fixer, soit en 

masquant le site de fixation de l’ATP (Baukrowitz et al., 1998). A l’inverse, l’acétylcholine, en 

stimulant son récepteur muscarinique, active la PLC (phospholipase C) qui clive le PIP2 en DAG 

(diacylglycérol) et IP3 (Zawalich et al., 1989). Il en résulte une déplétion du stock sous-

membranaire de PIP2, ce qui augmente la sensibilité des canaux KATP à l’ATP (Nakano et al., 

2002). 

 Chez la souris, l’invalidation de l’une des sous-unités des canaux KATP rend la sécrétion 

d’insuline insensible au glucose (Miki et al., 1998; Shiota et al., 2002). Des mutations 

entrainant un dysfonctionnement de ces canaux sont responsables de pathologies 

métaboliques. Ainsi, une perte de fonction des canaux KATP est associée à l’hyperinsulinisme 

congénital : l’expression membranaire du canal est réduite voire inexistante, la cellule β reste 

dépolarisée et sécrète de façon dérégulée l’insuline (Cartier et al., 2001). A l’inverse, un gain 

de fonction de ces mêmes canaux est associé au diabète néonatal. En effet, une perte 

d’affinité pour l’ATP ou une déstabilisation de leur état ouvert provoque une réduction 

drastique de la sécrétion d’insuline par les cellules β (Koster et al., 2005). Enfin, le 

polymorphisme E23K de la sous-unité Kir6.2, connue pour réguler l’activité des canaux KATP, 

est associée à la prédisposition au diabète de type 2 (Gloyn et al., 2003). 

b- Les canaux Ca2+ sensibles au voltage (canaux 

CaV) 

 Suite à la fermeture des canaux KATP, la membrane plasmique de la cellule β se 

dépolarise. Chez la souris, lorsque le potentiel de membrane atteint -50 mV, les canaux CaV 

s’activent et laissent entrer le Ca2+ (calcium) impliqué dans l’exocytose des vésicules d’insuline 

(Figure 4) (Keahey et al., 1989). 
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Figure 7 : Structure des canaux CaV. 

 Ces canaux sont composés de quatre sous-unités :  

 la sous-unité α1 constitue le pore sélectif au Ca2+ et le senseur du voltage ; 

 la sous-unité β est une protéine cytoplasmique impliquée dans la régulation du canal ; 

 la sous-unité α2/δ est également modulatrice du canal. La protéine extracellulaire α2 

est reliée à la protéine transmembranaire δ grâce à un pont disulfure ; 

 la sous-unité γ régule l’ouverture du canal et son trafic (Takahashi et al., 1987) (Figure 

7). 

Le Ca2+ étant un second message très important, son entrée dans la cellule β par les 

canaux CaV est très régulée. En effet, en association avec la calmoduline, il réduit la capacité 

de réouverture des canaux CaV (Imredy and Yue, 1994). A l’inverse, l’activation de l’AC 

(adenylate cyclase) conduit à la production d’AMPc (adénosine monophosphate cylique) puis 

à l’activation de la PKA (protein kinase A), ce qui provoque l’ouverture des canaux CaV et 

l’entrée de Ca2+ extracellulaire dans la cellule β (Leiser and Fleischer, 1996; Rajan et al., 1989) 

(Figure 5). De la même façon, les récepteurs muscariniques stimulent la PLC. Le DAG ainsi 

produit active la PKC (protein kinase C) qui favorise l’ouverture des canaux CaV et l’entrée de 

Ca2+ (Arkhammar et al., 1994; Love et al., 1998) (Figure 5).  

Les canaux CaV sont largement impliqués dans le diabète : les modèles diabétiques 

murins présentent une augmentation de leur activité ainsi qu’une diminution de leur 

expression (Yang and Berggren, 2006). Chez l’Homme, des études cliniques ont révélé 

l’implication du polymorphisme génétique des canaux CaV sur l’incidence du développement 

du diabète de type 2 (Holmkvist et al., 2007; Reinbothe et al., 2013).  
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c- Autres canaux de la cellule bêta 

Les canaux K+ sensibles au voltage (canaux KV) s’ouvrent consécutivement à l’ouverture 

des canaux CaV, lorsque le potentiel de membrane atteint -30 mV (Findlay et al., 1985). Ce qui 

provoque une lente sortie des ions K+ et repolarise la membrane plasmique : c’est le signal 

d’arrêt de la sécrétion d’insuline (Roe et al., 1996). Ils sont constitués de quatre sous-unités α 

transmembranaires, spécifiques de chaque canal KV et pouvant s’associer à des sous-unités β 

régulatrices (Rudy et al., 1991). Plusieurs canaux KV sont exprimés dans la cellule β, tels que 

KV1.4, 1.5, 1.6, 2.1, 3.2, 6.2 et 9.3 mais le canal KV2.1 est le plus impliqué dans la sécrétion 

d’insuline (Jacobson and Philipson, 2007; Roe et al., 1996). La stimulation de l’AC par le 

récepteur du GLP-1 (glucagon-like peptide-1), qui conduit à la production d’AMPc puis à 

l’activation de la PKA, provoque la fermeture des canaux KV dans les cellules β (MacDonald et 

al., 2002a) (Figure 5). De plus, la chaleur inhibe les courants KV (MacDonald et al., 2003). Par 

ailleurs, la protéine SNAP-25 (synaptosomal associated protein 25), impliquée dans les 

processus d’exocytose, peut interagir spécifiquement avec les canaux KV et provoquer leur 

fermeture (MacDonald et al., 2002b). Cependant, l’implication de ces canaux dans le 

développement du diabète de type 2 n’est pas encore définie. Chez la souris, la surexpression 

de canaux KV1.5 spécifiquement dans les cellules β engendre une hyperglycémie associée à 

une hypo-insulinémie, ce qui illustre l’importance de ces canaux dans le contrôle du potentiel 

de membrane (Philipson et al., 1994). 

 Le RE (réticulum endoplasmique), organe de stockage de Ca2+, participe aux variations 

de la [Ca2+]cyt. La pompe calcique SERCA est à l’origine du stockage de Ca2+ au sein du RE : son 

entrée est couplée à l’hydrolyse d’ATP (Varadi et al., 1995). Sous l’effet de l’IP3 (produit par la 

PLC) ou de l’AMPc (produit par l’AC), le Ca2+ peut être mobilisé grâce à l’ouverture des 

récepteurs IP3R et RyR, respectivement (Blondel et al., 1993; Varadi and Rutter, 2002). 

3) L’exocytose des vésicules d’insuline 

a- La sécrétion biphasique d’insuline 

 La sécrétion d’insuline induite par le glucose est biphasique lorsque la concentration 

en glucose passe de 3 mM à 16,7 mM (Curry et al., 1968; Grodsky, 1972) (Figure 8). La 

première phase, rapide, intense et transitoire, débute environ deux minutes après la 
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stimulation en glucose (Curry et al., 1968). La deuxième phase commence environ huit 

minutes après la stimulation en glucose et est associée à une augmentation progressive et 

soutenue de la concentration d’insuline aussi longtemps que le niveau de glucose est 

maintenu constant (Curry et al., 1968). 

 

 
Figure 8 : La sécrétion biphasique d'insuline. 

 Les granules de sécrétion contenant l’insuline sont de larges vésicules de 200 à 500 nm 

de diamètre (Dean, 1973). Chez la souris, on compte en moyenne 13 000 granules de sécrétion 

par cellule β , divisées en deux groupes en fonction de leur implication dans l’une des deux 

phases de sécrétion (Dean, 1973). La première phase fait intervenir un pool de vésicules prêtes 

à l’exocytose (entre 1 et 5 % des granules de sécrétion) et situées sous la membrane plasmique 

(Grodsky, 1972). La deuxième phase, plus tardive, nécessite le recrutement de vésicules 

nouvellement synthétisées, situées entre le RE et la membrane : c’est le pool de réserve (entre 

95 et 99 % des granules de sécrétion) (Grodsky, 1972). 

b- La régulation de l’exocytose : le modèle SNARE 

 Le mécanisme d’exocytose régulée est basé sur le modèle SNARE (soluble NSF 

attachment protein receptor) pour les neurotransmetteurs dans les neurones et les hormones 

dans les cellules endocrines. Il s’agit de la fusion entre une vésicule de sécrétion et la 
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membrane plasmique sous l’effet d’un stimulus. Dans la cellule β, l’exocytose d’insuline est 

déclenchée par le glucose et régulée par des seconds messagers tels que le Ca2+ et l’AMPc.  

Les vésicules d’exocytose sont adressées au niveau de zones particulières de la 

membrane plasmique, les radeaux lipidiques, enrichis en cholestérol et sphingolipides (Simons 

and Ikonen, 1997). Morphologiquement, ces micro-domaines forment des invaginations grâce 

à l’organisation de la cavéoline (protéine structurale fixant le cholestérol) en cavéole 

(Rothberg et al., 1992). Ils contiennent la machinerie nécessaire à la fusion des vésicules 

d’insuline avec la membrane plasmique, le complexe SNARE. Dans la cellule β, ce complexe 

est constitué de la syntaxine 1 et de SNAP-25 (synaptosomal-associated protein-25) localisés 

dans la membrane plasmique et de VAMP-2 (vesicle associated membrane protein-2) situé à 

la surface de la vésicule d’insuline (Martin et al., 1995; Nagamatsu et al., 1996; Regazzi et al., 

1995; Sadoul et al., 1995). L’entrée de Ca2+ par les canaux CaV est couplée à la fusion des 

vésicules d’insuline avec la membrane plasmique grâce à une famille de protéines, les 

synaptotagmines, senseurs du Ca2+ cytosolique. Cette famille compte quinze membres mais 

seules les synaptotagmines 5, 7, 8 et 9 sont impliquées dans l’exocytose des vésicules 

d’insuline (Gao et al., 2000; Gut et al., 2001; Iezzi et al., 2004). Sous l’effet du Ca2+, les 

synaptotagmines interagissent avec le complexe SNARE, ce qui conduit à une forte interaction 

entre les protéines du complexe SNARE, permettant le rapprochement et la fusion des 

membranes vésiculaire et plasmique (Zhou et al., 2015). La dissociation du complexe SNARE 

est permise par l’ATPase NFS (N-éthylmaleimide-sensitive-factor) qui fixe le complexe SNARE 

grâce à une protéine adaptatrice α-SNAP (α-soluble N-ethylmaleimide sensitive factor (NSF) 

attachment protein) (Subramaniam et al., 1997). Suite à la fusion, l’hydrolyse d’ATP fournit 

l’énergie nécessaire au désassemblage du complexe SNARE (Subramaniam et al., 1997).  

4) Les effets modulateurs des hormones et des 

neurotransmetteurs 

 Les ilots de Langerhans sont innervés par de nombreuses fibres provenant des 

systèmes nerveux sympathique et parasympathique. En plus des hormones circulantes issues 

de l’ilot, de l’intestin et du tissu adipeux, les terminaisons nerveuses libèrent de nombreux 

neurotransmetteurs jouant un rôle majeur dans la régulation fine de la sécrétion d’insuline 

(Figure 9). 
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Figure 9 : Modulation de la sécrétion d'insuline par les hormones et les 

neurotransmetteurs. 

a- Les hormones 

Le glucagon est libéré par les cellules α du pancréas. Lorsqu’il est exogène, il stimule la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose (Turner and McIntyre, 1966) (Figure 9). En revanche, 

le glucagon endogène n’a pas d’effet sur la sécrétion d’insuline des cellules β proximales 

(Moens et al., 2002). L’activation de son récepteur, un RCPGs (récepteur couplé aux protéines 

GS), conduit à l’activation de l’AC, ce qui augmente la concentration en AMPc dans le cytosol 

(Jelinek et al., 1993; Kawai et al., 1995; Kuo et al., 1973) (Figure 9). Son précurseur, le pro-

glucagon, est exprimé dans les cellules α du pancréas, les cellules L de l’intestin et le système 
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nerveux central (Bell et al., 1983). La maturation pancréatique du pro-glucagon génère un 

petit peptide, le miniglucagon, qui bloque l’activité des canaux CaV et conduit à une réduction 

de la sécrétion d’insuline (Bell et al., 1983; Dalle et al., 2002; Dalle et al., 1999) (Figure 9). 

 La leptine est une hormone anorexigène produite et libérée par le tissu adipeux. Elle 

est capable d’inhiber la sécrétion d’insuline induite par le glucose grâce à l’activation de la 

PDE3B (phosphodiesterase 3B), qui hydrolyse l’AMPc en 5’AMP (Zhao et al., 1998) (Figure 9). 

 Le tube digestif est également à l’origine de trois hormones incrétines impliquées dans 

la modulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose : le GLP-1, le GIP (Gastric 

inhibitory polypeptide) et la CCK (cholecystokinine). Seules, ces hormones ne sont pas 

capables de stimuler la sécrétion d’insuline mais elles ont un effet potentialisateur sur la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose (Dupre et al., 1973; Meade et al., 1967; Schmidt et 

al., 1985; Turner et al., 1974). Le GLP-1 est produit par les cellules L du jéjunum et de l’iléon, 

le GIP est produit par les cellules K du duodénum et la CCK est sécrétée par la muqueuse du 

duodénum (Parker et al., 2009; Reimann et al., 2008). L’activation des récepteurs au GLP-1 

(GLP-1-R) et au GIP (GIP-R) engendrent l’activation de l’AC et une élévation de la concentration 

cytosolique en AMPc dans la cellule β (Holz et al., 1995; Thorens, 1992; Usdin et al., 1993; 

Wheeler et al., 1995) (Figure 9). L’activation du GLP-1-R et du récepteur de la CCK, un RCPGq, 

entraine la stimulation de la PLC qui clive le PIP2 en DAG (diacylglycérol) et IP3. Ce dernier 

stimule son récepteur situé dans la membrane du RE, l’IP3R et provoque la libération de Ca2+ 

dans le cytosol (Dillon et al., 1993; Piiper et al., 1997) (Figure 9). 

 La somatostatine, produite par l’hypothalamus et les cellules delta de l’estomac, de 

l’intestin et du pancréas, inhibe la sécrétion d’insuline induite par le glucose. En interagissant 

avec ses RCPGi, elle stimule les canaux K+ couplés à des protéines G, ce qui provoque 

l’hyperpolarisation de la cellule β (Kailey et al., 2012; Ribalet and Eddlestone, 1995) (Figure 9). 

Elle conduit également à l’inhibition de l’activité des canaux CaV et une réduction de l’influx 

calcique (Hsu et al., 1991) (Figure 9).  

b- Les neurotransmetteurs 

La stimulation du système nerveux sympathique provoque l’inhibition de la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose (Kurose et al., 1990; Porte and Williams, 1966). Cet effet passe 

par l’activation du récepteur α-adrénergique et la réduction de la concentration intracellulaire 

d’AMPc (Nakaki et al., 1981; Porte and Williams, 1966). A l’inverse, la stimulation du système 
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nerveux parasympathique, via le récepteur muscarinique M3, stimule la sécrétion d’insuline 

(Mei et al., 1981; Nakaki et al., 1981).  

II/ Le stockage de glucose dans les tissus insulino-

sensibles 

A. Les tissus insulino-sensibles et leurs fonctions 

 L’insuline est le signal indiquant une augmentation de la glycémie. Dans les cellules 

insulino-sensibles, le glucose est stocké sous forme de glycogène (muscle et foie), d’acides 

gras et de triglycérides (tissu adipeux blanc et foie). L’insuline stimule la glycogénogenèse, 

c’est-à-dire la formation de glycogène à partir du glucose circulant, et la lipogenèse (la 

synthèse de lipides) (Berthet et al., 1956; Danforth, 1965; Milstein and Hausberger, 1956). A 

l’inverse, elle inhibe les voies de production de glucose à partir des acides gras (lipolyse) et de 

glycogène (gluconéogenèse) (Froesch et al., 1965; L'Age et al., 1968).  

Ici, on s’intéresse particulièrement à la cellule musculaire squelettique et à l’adipocyte, 

deux types cellulaires au sein desquels l’insuline stimule le stockage de glucose via un 

transporteur spécifique, Glut4.  

1) La cellule musculaire squelettique 

 Le système musculo-squelettique représente plus de 50% du poids corporel. Il trouve 

son origine dans le mésoderme, avec la formation de cellules progénitrices musculaires 

multipotentes capables de se différencier en myotubes fonctionnels. La myogenèse constitue 

le processus de différenciation des cellules mésenchymateuses en myoblastes, qui prolifèrent 

et fusionnent pour former des syncytiums polynucléaires exprimant les protéines musculaires. 

Ce processus est illustré par la Figure 10 avec la lignée cellulaire C2C12 : sous l’effet d’une 

privation de sérum, les myoblastes se différencient et fusionnent en myotubes. 
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Figure 10 : Différenciation de la lignée musculaire murine C2C12. 

La différenciation musculaire est permise par l’expression de facteurs de transcription 

spécifiques. Parmi eux, on trouve les facteurs de transcription de type MyoD, de la famille 

MRF (myogenic regulated factor) : MyoD, Myf5, MRF4 et Myogénine (Montarras et al., 1991). 

Plus précisément, les facteurs Myf5 et MyoD sont impliqués dans la détermination des 

myoblastes squelettiques alors que MRF4 et la Myogénine sont des facteurs de différenciation 

(Tajbakhsh and Buckingham, 2000). Une fois différenciés, les myotubes sont capables de se 

contracter et d’utiliser le glucose grâce à la présence de la protéines spécialisées telles que 

l’actine, la myosine, la glycogène phosphorylase, Glut4, … 

2) L’adipocyte 

 Tout comme le système musculaire, le tissu adipeux est impliqué dans le contrôle de 

l’homéostasie glucidique. On distingue deux types de tissus adipeux : le tissu adipeux blanc 

impliqué dans le stockage d’énergie sous forme de triglycérides et le tissu adipeux brun 

impliqué dans la thermogenèse. 

L’adipogenèse, processus de différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures 

(Figure 11) fait intervenir plusieurs facteurs de transcription et implique de nombreux 

changements :  

 La modification de la morphologie des cellules, avec l’apparition de gouttelettes 

lipidiques ; 

 L’acquisition de la sensibilité à l’insuline, qui permet l’entrée du glucose dans la 

cellule ; 

 La capacité de sécrétion d’hormones, les adipocytokines telles que l’adiponectine, la 

leptine, la résistine, la visfatine, … 



 
18 

 
Figure 11 : Morphologie d'un adipocyte.  

Les fibroblastes murins 3T3-L1 sont soumis à un protocole de différenciation pendant sept 
jours. Le marquage Oil-Red permet colorer les vésicules lipidiques, marqueur phénotypique des 
adipocytes. 

Deux principaux facteurs de transcription sont engagés dans l’adipogenèse : PPARγ2 

(peroxisome proliferator-activated receptor gamma2) et C/EBPα (CCAAT/enhancer-binding 

protein alpha) (Freytag et al., 1994; Tontonoz et al., 1994). En combinaison avec d’autres 

facteurs de transcription, ils contrôlent l’adipogenèse et induisent l’expression de nombreuses 

protéines impliquées dans les fonctions de l’adipocyte : la LPL (lipoprotein lipase) hydrolyse 

les triglycérides en lipoprotéines plasmatiques, la SCD-1 (stearoyl-CoA desaturase-1) catalyse 

la synthèse d’acides gras insaturés et la FAS (fatty acid synthase) catalyse la synthèse d’acides 

gras, notamment le palmitate (Christy et al., 1989; Student et al., 1980; Vu et al., 1996). 

B. L’insuline stimule le stockage de glucose dans les 

cellules insulino-sensibles 

1) Caractéristiques du récepteur de l’insuline 

 Le récepteur de l’insuline est un tétramère appartenant à la famille des récepteurs 

tyrosine kinase (Massague et al., 1980; Van Obberghen et al., 1983) (Figure 12). Il est constitué 

de deux sous-unités α qui fixent l’insuline et de deux sous-unités β catalytiques (Massague et 

al., 1980). Ces quatre sous-unités sont reliées entre elles de façon covalente par des ponts 

disulfure (Massague et al., 1980).  
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Figure 12 : Structure du récepteur de l'insuline et activation. 

 L’interaction de l’insuline sur son récepteur induit une trans-phosphorylation des sous-

unités β, un changement de conformation du récepteur et la stimulation de l’activité tyrosine 

kinase de ces mêmes sous-unités (Corin and Donner, 1982; Frattali and Pessin, 1993; Van 

Obberghen et al., 1983) (Figure 12). 

 Parmi les cibles intracellulaires du récepteur de l’insuline, on trouve les membres de la 

famille IRS (insulin receptor substrate), c-Cbl et APS (adapter protein with pleckstrin homology 

and src homology 2 domains). Les IRS sont des protéines de haute affinité pour le récepteur 

de l’insuline et comptent de nombreuses tyrosines phosphorylables (Sun et al., 1991). Leur 

domaine SH2 (src homology 2) sont des sites d’ancrage pour des protéines intracellulaires 

telles que la sous-unité régulatrice p85 de la PI3K (phosphoinositide 3-kinase) (Sun et al., 

1991). 

2) Les voies de signalisation associées au récepteur de 

l’insuline 

 Sous l’effet de l’insuline, la translocation de Glut4 à la membrane plasmique met en 

jeu principalement deux voies de signalisation distinctes : la voie majoritaire PI3K et la voie 

minoritaire APS-CAP-c-Cbl. 

a- La voie de la PI3K 

 La PI3K est une enzyme hétérodimérique constituée d’une sous-unité régulatrice (p85) 

et d’une sous-unité catalytique (p110) (Fry et al., 1992). L’interaction entre l’IRS1 phosphorylé 
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et la sous-unité p85 induit l’adressage membranaire et l’activation de la sous-unité p110 à 

proximité du PIP2 (Sun et al., 1991) (Figure 13). La PI3K convertit le PIP2 en PIP3 

(phosphatidylinositol-(3, 4, 5)-triphosphate), site de reconnaissance pour des protéines à 

domaine PH (pleckstrin homology), telles que les kinases PDK1 (3-phosphoinositide-

dependent kinase 1) et PKB/Akt (protein kinase B) (Alessi et al., 1997; Marte and Downward, 

1997) (Figure 13).  

 
Figure 13 : La voie PI3K. 

La sérine/thréonine kinase PKB/Akt appartient à la famille AGC (cAMP dependent, 

cGMP dependent protein kinase C) et possède deux sites de phosphorylation importants : la 

thréonine 308 phosphorylée par PDK1 et la sérine 473 phosphorylée par le complexe 

protéique mTOR (mammalian target of rapamycin) (Sarbassov et al., 2005; Stokoe et al., 1997) 

(Figure 13).  
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Figure 14 : Boucle de régulation des petites protéines Rab. 

La protéine AS160 (Akt substrate of 160 kDa) est une des cibles de PKB/Akt. Elle 

appartient à la famille des Rab GAP (GTPase activating protein), c’est-à-dire qu’elle catalyse 

l’hydrolyse du GTP d’une protéine Rab activé en GDP (Figure 14). Les Rab participent à de 

nombreux processus biologiques dont le trafic de protéines vers la membrane plasmique. 

Dans le cas du transporteur Glut4, AS160 hydrolyse le GTP des petites protéines G Rab 2A, 8A, 

10 et 14 (Miinea et al., 2005). A l’état basal, AS160 est non phosphorylé et associé aux 

vésicules à Glut4 sensibles à l’insuline, sa fonction GAP est active (Larance et al., 2005; Sano 

et al., 2003a). L’insuline provoque la phosphorylation d’AS160, l’inactivation de sa fonction 

GAP et sa dissociation des vésicules à Glut4, ce qui conduit au transfert du transporteur à la 

membrane plasmique (Larance et al., 2005; Sano et al., 2003a).  

Il existe d’autres substrats de PKB/Akt, impliqués dans l’exocytose des vésicules 

contenant Glut4. En effet, Synip interagit avec la Syntaxine 4 du complexe SNARE et empêche 

la translocation de Glut4 à la membrane plasmique (Min et al., 1999) (Figure 13). L’insuline 

induit la phosphorylation de Synip et sa dissociation de la syntaxine 4, ce qui favorise la 

redistribution membranaire de Glut4 (Yamada et al., 2005) (Figure 13).  
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b- La voie du complexe APS-CAP-c-Cbl 

 
Figure 15 : La voie APS-CAP-c-Cbl. 

 Au niveau des micro-domaines de la membrane plasmique, le récepteur de l’insuline, 

lorsqu’il est activé, interagit avec la protéine adaptatrice APS et induit sa phosphorylation 

(Moodie et al., 1999) (Figure 15). APS recrute alors une deuxième protéine adaptatrice CAP 

(c-Cbl Associated Protein) et c-Cbl, ce qui permet au récepteur de l’insuline d’ajouter un 

groupement phosphate sur les résidus tyrosine de c-Cbl (Ahn et al., 2004; Ribon and Saltiel, 

1997) (Figure 15). Ces phosphorylations successives permettent au récepteur de l’insuline de 

recruter la petite protéine G TC10, de la famille Rho (Chiang et al., 2001) (Figure 15). Ainsi, 

TC10 est impliquée à deux niveaux dans la régulation du trafic de Glut4 : cette petite protéine 

G recrute le complexe protéique Exocyste, ce qui favorise le rapprochement des membranes 

à fusionner, et elle participe au remodelage du cytosquelette d’actine (Inoue et al., 2003; 

Murphy et al., 1999; TerBush et al., 1996). 

c- L’extinction du signal insulinique 

 Afin d’éviter l’hypoglycémie, plusieurs mécanismes permettent de stopper le signal 

insulinique. Le PIP3 est déphosphorylé par la phosphatase PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) (Maehama and Dixon, 1998) (Figure 13). La phosphorylation sur les résidus sérines 

par des kinases ou l’internalisation puis la dégradation du récepteur de l’insuline permettent 

également de réduire son activité tyrosine kinase et le signal de l’insuline (Marshall and 

Olefsky, 1980; Takayama et al., 1988; Tanti et al., 1994). 



 
23 

3) L’entrée de glucose dans la cellule insulino-sensible 

a- Le transporteur de glucose Glut4 

 Glut4 appartient à la famille des transporteurs GLUT qui ont été précédemment 

détaillés (Figure 3). Il est exprimé dans le cœur, le muscle squelettique, le tissu adipeux et dans 

les cellules de cancer du sein (Charron et al., 1989; Medina et al., 2003). Il est fortement 

conservé dans les cellules musculaires squelettiques et les adipocytes. Il possède une 

caractéristique particulière puisqu’à l’état basal, il est principalement localisé dans le 

compartiment intracellulaire, alors que sous l’effet de l’insuline, il est redistribué à la 

membrane plasmique, où il catalyse l’entrée de glucose de façon ATP-indépendante. Son 

invalidation chez la souris, spécifiquement dans le tissu adipeux, engendre une intolérance au 

glucose, une hyper-insulinémie et une insulino-résistance musculaire, ce qui met en évidence 

l’importance de Glut4 dans le développement de l’insulino-résistance périphérique (Abel et 

al., 2001). 

b- La formation des vésicules contenant Glut4 et 

sensibles à l’insuline 

 En l’absence d’insuline, la majorité du transporteur Glut4 se trouve dans le 

compartiment intracellulaire, plus précisément dans des petites vésicules (50 à 70 nm de 

diamètre), les endosomes et le réseau trans-golgien (Slot et al., 1991) (Figure 16). Les petites 

vésicules peuvent être divisées en deux catégories : les vésicules sensibles à l’insuline ou IRV 

(insulin-responsive vesicles), transférées à la membrane plasmique sous l’effet de l’insuline, 

et les vésicules de transport intracellulaire, insensibles à l’insuline (Bogan and Kandror, 2010). 

 Les IRV expriment en plusieurs exemplaires Glut4, IRAP (insulin-regulated 

aminopeptidase), la sortiline, LRP1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1) et 

VAMP-2 (Cain et al., 1992; Jedrychowski et al., 2010; Keller et al., 1995; Lin et al., 1997). La 

formation des vésicules a lieu au niveau d’invaginations de membranes intracellulaires 

donneuses formant des puits de clathrine et nécessite le recrutement de protéines d’intérêt 

(ici, Glut4, IRAP, la sortiline, LRP1 et VAMP-2) grâce aux protéines adaptatrices GGA (Golgi-

localized, Gamma Adaptin ear-containing, ARF-binding) (Li et al., 2007; Li and Kandror, 2005; 

Watson et al., 2004). A ce jour, seule la sortiline est connue pour interagir avec les autres 
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protéines des IRV et les protéines adaptatrices GGA (Li et al., 2009; Nielsen et al., 2001; Shi et 

al., 2008; Shi and Kandror, 2005, 2007). D’autres protéines adaptatrices sont impliquées dans 

la biogenèse des IRV, telles que ACAP1 (ARF-GAP with coiled-coil ankyrin repeat and PH 

domain-containing protein 1) et AP1 mais leur fonction précise n’est pas encore élucidée 

(Gillingham et al., 1999; Li et al., 2007). 

c- Le trafic des vésicules contenant Glut4 et 

sensibles à l’insuline  

 
Figure 16 : Le trafic de Glut4 dans les cellules insulino-sensibles. 

D’après (Bogan and Kandror, 2010; Leto and Saltiel, 2012) 

 Une fois formées, les IRV sont retenues dans le compartiment intracellulaire des 

cellules non exposées à l’insuline, grâce à un ou plusieurs motifs de rétention récemment mis 

en évidence (Martinez-Arca et al., 2000; Talantikite et al., 2016). Cette rétention met en jeu 

deux mécanismes, un trafic cyclique entre le réseau trans-golgien et les endosomes de 

recyclage et une rétention mécanique grâce des protéines d’ancrage (Figure 16). En effet, la 
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protéine TUG (tether containing a UBX domain, for Glut4) interagit avec Glut4, permettant 

ainsi l’ancrage des IRV dans la cellule (Bogan et al., 2003).  

L’insuline provoque une redistribution du transporteur Glut4 et de toutes les protéines 

présentes dans les IRV à la membrane plasmique, principalement en favorisant l’exocytose 

des IRV et en inhibant légèrement l’endocytose (Satoh et al., 1993; Yang and Holman, 1993). 

Elle induit également la dissociation de Glut4 et TUG dans les adipocytes et les cellules 

musculaires (Bogan et al., 2003; Schertzer et al., 2009). Rapidement, les vésicules fusionnées 

sont réassemblées et internalisées vers les endosomes de tri puis les endosomes de recyclage 

et le réseau trans-golgien (Bogan and Kandror, 2010). 

III/ Le diabète : définitions, origines et traitements 

 Le diabète sucré (ou mellitus) est, selon l’OMS, « une affection chronique due soit à 

une insuffisance génétique ou acquise de la production d’insuline par le pancréas, soit au fait 

que cette insuline n’est pas assez active. Cette insuffisance provoque une augmentation de la 

glycémie […] qui conduit à son tour à des lésions affectant plusieurs appareils ou systèmes, en 

particulier les vaisseaux et les nerfs. » 

 Les symptômes du diabète sucré sont une soif intense, une polyurie et des troubles de 

la vision. Ses effets sont multiples : à court terme, il entraine le développement de 

complications rétiniennes et rénales, pouvant, à long terme et sans traitement efficace, 

provoquer le décès. Les personnes atteintes de diabètes sont également plus à même de 

développer des maladies vasculaires. 

 Selon l’OMS, une personne ayant une glycémie à jeun supérieure à 1,26 g/L est 

considérée diabétique. Pour diagnostiquer un état diabétique, un test de tolérance au glucose 

par voie orale peut être réalisé en laboratoire. Il s’agit de mesurer la glycémie à jeun et deux 

heures après l’absorption de glucose (75 g pour un adulte). On parle d’intolérance au glucose 

si la glycémie post-administration dépasse 1,40 g/L et de diabète si elle excède 2,00 g/L. 

 Le diabète sucré est divisé en deux catégories :  

 Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune. Il est associé à un défaut de 

sécrétion d’insuline dû à la destruction des cellules β du pancréas par le système 

immunitaire ; 
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 Le diabète de type 2 est une réduction partielle de la sécrétion d’insuline, associée à 

une insulino-résistance périphérique. 

A. Le diabète de type 1 

 Le diabète de type 1, ou diabète juvénile, est une pathologie métabolique au cours de 

laquelle le système immunitaire inné détruit les cellules β du pancréas. Il se déclenche 

généralement dans l’enfance ou l’adolescence, chez des individus ayant une prédisposition 

génétique et/ou soumis à des facteurs environnementaux particuliers tels qu’une infection 

virale, l’exposition à des toxines ou un milieu psychosocial défavorable. L’acidose plasmatique 

est généralement le premier signe de la maladie. La majorité (85-90%) des personnes atteintes 

de diabète de type 1 possède des marqueurs de destruction immunitaire spécifique de la 

cellule β, c’est-à-dire des anticorps dirigés contre l’insuline, les cellules β ou la glutamate 

décarboxylase (GAD) (Bottazzo et al., 1974; Kaufman et al., 1992). 

Les personnes atteintes de diabète de type 1 sont totalement dépendantes de 

l’insuline exogène qu’elles doivent s’injecter, leur organisme étant dans l’incapacité d’en 

produire. Actuellement, il existe deux thérapies pour aider les patients à contrôler leur 

glycémie. La première consiste en une injection d’insuline, soit par voie sous-cutanée, soit à 

l’aide d’une pompe à insuline qui « mime » la sécrétion journalière d’insuline. Dans les cas où 

la glycémie ne peut pas être contrôlée, la deuxième solution consiste en une transplantation 

de pancréas ou d’îlots de Langerhans (même si cette dernière n’est encore qu’au stade 

expérimental). 

B. Le diabète de type 2 

 Le diabète de type 2 est une pathologie métabolique combinant une insulino-

résistance périphérique et un dysfonctionnement des cellules β. Il se développe généralement 

chez les individus âgés d’au moins 40 ans. Il est la combinaison entre une prédisposition 

génétique et des facteurs sociaux et environnementaux tels qu’une dérégulation hormonale, 

la sédentarisation, le stress, une alimentation déséquilibrée, la consommation de tabac et/ou 

d’alcool qui entrainent le développement de l’obésité. 

Selon l’OMS, en 2014, 1,9 milliards d’adultes étaient en situation de surpoids, dont 600 

millions étaient obèses (Ng et al., 2014). Le tissu adipeux est capable de libérer de nombreuses 
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adipocytokines qui participent à la régulation de l’homéostasie glucidique (leptine, 

adiponectine, résistine) et de la réponse inflammatoire (chimiokines, cytokines pro-

inflammatoires et anti-inflammatoires) (Maeda et al., 1996; Steppan et al., 2001; Zhang et al., 

1994). L’obésité est caractérisée par une hypertrophie des adipocytes et une modification de 

leurs profils sécrétoires. En effet, l’inflammation du tissu adipeux obèse induit des taux 

circulants élevés de cytokines pro-inflammatoires (TNFα (tumor necrosis factor α), IL-6 

(interleukine-6) et IL-1β (interleukine-1β)) et d’acides gras libres, comme cela a été montré 

chez la souris et chez l’Homme (Hotamisligil et al., 1993; Visser et al., 1999). Ces cytokines pro-

inflammatoires réduisent la sensibilité à l’insuline des tissus cibles et entrainent des 

dysfonctionnements de la cellule β (Hotamisligil et al., 1993; Jager et al., 2007; Rotter et al., 

2003). 

En plus des facteurs environnementaux, une prédisposition génétique est en faveur du 

développement du diabète de type 2. Les données de la littérature mettent en évidence 63 

polymorphismes nucléotidiques sur 18 gènes différents impliqués dans le diabète de type 2 

(Kaul and Ali, 2016). Parmi eux, on trouve les transporteurs pancréatiques de glucose Glut1 et 

Glut2 et les deux sous-unités des canaux KATP, SUR1 et Kir6.2 (Du et al., 2013; Haghverdizadeh 

et al., 2014; Kilpelainen et al., 2007; Qin et al., 2013). 

 Bien qu’il soit indispensable de modifier le mode de vie des personnes atteintes de 

diabète de type 2 (alimentation équilibrée, pratique d’une activité physique régulière), une 

large gamme de traitements est actuellement disponible pour traiter cette pathologie :  

 Les biguanides, comme la metformine, stimulent l’AMPK (AMP-activated protein 

kinase), une enzyme essentielle au contrôle de l’homéostasie énergétique cellulaire. 

Son activation conduit à l’inhibition des voies anaboliques (synthèse de lipides, de 

protéines et de glucose) et à l’activation des voies cataboliques (oxydation des acides 

gras, stockage de glucose) (Adnitt et al., 1973; Wollen and Bailey, 1988). Il s’agit d’une 

molécule anti-hyperglycémique qui diminue la résistance à l’insuline des tissus 

périphériques (Rossetti et al., 1990) ;  

 Les sulphonylurées, comme la glibenclamide, se fixent sur la sous-unité SUR1 des 

canaux KATP. Il en résulte la fermeture de ces derniers, une dépolarisation 

membranaire, l’ouverture des canaux CaV et une augmentation de la sécrétion 

d’insuline (Basabe et al., 1976; Nelson et al., 1987; Zunkler et al., 1988) ;  
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 Les inhibiteurs des α-glucosidases (ex : l’acarbose) retardent l’absorption intestinale 

de glucose après un repas (Joubert et al., 1986). Ils sont peu efficaces et peu utilisés 

depuis les années 2000. De plus, ils provoquent la stagnation et la fermentation des 

sucres dans l’intestin à l’origine des troubles digestifs et de flatulences ;  

 Les analogues du GLP-1 (ex : exendine-4) stimulent la sécrétion d’insuline induite par 

le glucose et réduisent la sécrétion de glucagon et l’appétit (Greig et al., 1999).  

 Les gliptines sont des inhibiteurs de la DPP4 (dipeptidyl peptidase-4), l’enzyme de 

dégradation des hormones incrétines. Ils augmentent le temps de demi-vie du GLP-1, 

qui est d’environ dix-sept minutes dans le sérum chez l’Homme, ce qui a pour 

conséquence l’augmentation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose  (Mari et 

al., 2005; Schjoldager et al., 1989) ;  

 Les inhibiteurs du SGLT2 (sodium glucose linked transporter 2), un co-transporteur 

Na+/glucose rénal, augmentent l’élimination urinaire de glucose, ce qui réduit 

l’hyperglycémie (Kakinuma et al., 2010) ;  

 L’insuline stimule le stockage de glucose dans les tissus insulino-sensibles. Elle est 

utilisée lorsque le pancréas n’est plus en mesure de couvrir les besoins de l’organisme. 

Ces traitements sont efficaces mais provoquent de nombreux effets secondaires indésirables 

comme l’hypoglycémie et de nombreux troubles digestifs, ce qui oblige les laboratoires 

pharmaceutiques à identifier d’autres moyens de traiter le diabète de type 2 tout en 

conservant une qualité de vie des patients optimale. 
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Partie 2 : Le canal TREK-1, un canal de fond impliqué 

dans la sécrétion d’insuline 

 
Figure 17 : Structures des canaux potassiques.  

(d’après (Petkov, 2012)) (A) Sous-unité α des canaux KATP. (B) Sous-unité α des canaux K2P. (C) 
Sous-unité α des canaux KV. 

 Les canaux K+ présents à la membrane plasmique des cellules excitables jouent un rôle 

majeur dans de nombreux processus biologiques (excitabilité, croissance cellulaire, 

prolifération, apoptose). Chez les mammifères, ils sont divisés en trois groupes en fonction de 

leur organisation structurale. La sous-unité α compte deux, quatre ou six segments 

transmembranaires et un ou deux domaines pore (P) (Figure 17) : 

 Le groupe de canaux KATP : la sous-unité α possède deux domaines transmembranaires 

et 1 domaine P (Figure 17A) ; 
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 Le groupe de canaux K2P : la sous-unité α possède quatre domaines 

transmembranaires et 2 domaines P (Figure 17B) ; 

 Le groupe de canaux KV : la sous-unité α possède six domaines transmembranaires et 

1 domaine P (Figure 17C). 

Ici, on s’intéressera uniquement au groupe des canaux K2P, et plus particulièrement 

au canal TREK-1, l’un des éléments clé de ce mémoire. 

I/ Description du canal TREK-1 

A. La grande famille des canaux potassiques à deux 

domaines P (K2P) 

 La famille des canaux K2P compte seize membres qui ont, chacun, une spécificité 

d’expression et de propriétés pharmacologiques (sensibilité aux acides gras libres, aux 

anesthésiques volatiles, au pH, à la tension membranaire, à l’hypoxie, à la chaleur, …). Ils sont 

impliqués dans le couplage métabolisme-excitation, la perception de la douleur et de la 

chaleur, la régulation du potentiel de repos membranaire et du volume cellulaire. Toutes ces 

caractéristiques font des canaux K2P des cibles importantes à étudier pour le traitement de 

pathologies telles que l’hypoxie, l’ischémie cérébrale, l’accident vasculaire cérébrale, 

l’hypertension, la dépression et le diabète. 

1) La famille des canaux TWIK (tandem-pore weak 

inward rectifying K+ channels) 

 Le canal TWIK-1 est le premier canal K2P identifié à l’IPMC (Institut de Pharmacologie 

Moléculaire et Cellulaire) de Valbonne (Lesage et al., 1996). Chez l’Homme, il est 

majoritairement exprimé dans le cerveau, notamment au niveau du cervelet, alors que chez 

la souris, il est exprimé dans le cerveau, les poumons, les reins et le muscle squelettique 

(Lesage et al., 1997; Medhurst et al., 2001). Le canal TWIK-2, le deuxième membre de la famille 

TWIK, est exprimé dans de nombreux tissus périphériques, tels que le pancréas, l’utérus, la 

rate, l’estomac, … (Medhurst et al., 2001). 
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2) La famille des canaux TASK (tandem-pore acid-

sensing K+ channels) 

 Le canal TASK-1 est le premier canal identifié de cette famille (Duprat et al., 1997). Chez 

l’Homme, il est majoritairement exprimé dans le cerveau, le placenta, le pancréas et les 

poumons (Medhurst et al., 2001). Chez la souris, on le trouve également dans le cœur 

(Medhurst et al., 2001). Le canal TASK-3 est plus faiblement exprimé que le canal TASK-1, et 

préférentiellement dans le système nerveux central (Kim et al., 2000; Medhurst et al., 2001; 

Rajan et al., 2000).  

 Ces canaux K+ de fond sont actifs et ouverts à des potentiels de membrane 

physiologiques. Ils sont très sensibles aux variations de pH : l’acidification du milieu 

extracellulaire entraine leur fermeture (Duprat et al., 1997; Kim et al., 2000). Ils sont très peu 

sensibles aux inhibiteurs des canaux K+. La fluoxétine, un antidépresseur largement utilisé 

dans le traitement de la dépression, inhibe les canaux TASK-1 alors que les anesthésiques 

volatiles tels que l’halothane les stimulent (Eckert et al., 2011; Patel et al., 1999). 

3) La famille des canaux TALK (TWIK-related 

alcaline pH-activated K+ channels) 

 Le premier canal cloné de cette famille est le canal TASK-2 (Reyes et al., 1998) qui tire 

son nom de sa sensibilité au pH extracellulaire, tout comme les canaux TASK. Chez l’Homme 

et la souris, il est absent du système nerveux central et principalement exprimé dans le foie et 

les reins (Medhurst et al., 2001; Reyes et al., 1998). Sa forte identité avec les canaux TALK-1 

et TALK-2, fortement présents dans le pancréas et sensibles à l’acidification extracellulaire, lui 

a permis d’appartenir à cette famille (Girard et al., 2001). Au potentiel de repos membranaire, 

ces canaux sont actifs et ouverts (Kang and Kim, 2004). 

4) La famille des canaux THIK (tandem-pore 

halothane-inhibited K+ channels) 

 Les canaux THIK-1 et THIK-2 ont été identifiés en 2001 (Girard et al., 2001; Rajan et al., 

2001). Chez l’Homme, THIK-1 n’est pas exprimé alors que chez le rat, son expression est 

ubiquitaire (Girard et al., 2001; Rajan et al., 2001). Le canal THIK-2 est présent chez l’Homme, 



 
32 

dans le cœur, le muscle squelettique et le pancréas (Girard et al., 2001). Chez le rat, il est 

préférentiellement exprimé dans le cerveau, les poumons, le foie, l’estomac et la rate (Rajan 

et al., 2001). Seul THIK-1 est activé par l’acide arachidonique (AA) et inhibé par l’halothane 

(Rajan et al., 2001).  

5) La famille des canaux TRESK (TWIK-related spinal 

cord K+ channels) 

Peu d’informations sont connues à propos des canaux K+ de fond TRESK. Le canal 

TRESK-1 est uniquement exprimé dans la moelle épinière chez l’Homme (Sano et al., 2003b). 

Il est inhibé par les inhibiteurs classiques des canaux K+ (ex : Ba2+, lidocaïne, …) et les acides 

gras libres insaturés tels que l’AA, et sensible aux variations extrêmes de pH extracellulaire et 

intracellulaire (Sano et al., 2003b). Le canal TRESK-2 est présent dans de nombreux tissus chez 

la souris et l’Homme, et inhibé par l’AA (Kang et al., 2004b). 

6) La famille des canaux TREK (TWIK-related K+ 

channels) 

 Le premier membre de la famille TREK identifié est le canal TREK-1 (Fink et al., 1996). 

Il est sensible aux ions Na+ et K+ extracellulaires et fortement exprimé dans le cerveau, 

l’estomac et l’intestin chez l’Homme (Fink et al., 1996; Medhurst et al., 2001). La régulation 

de son activité est très complexe puisqu’elle met en jeu des molécules endogènes (GABA, 

enzymes, …), des molécules exogènes (anesthésiques volatiles, acides libres insaturés à chaine 

longue) et des états physico-chimiques (température, acidification, hypoxie, pression, …). 

L’expression et la régulation du canal TREK-1 seront détaillées dans la suite de cette partie. Le 

canal TREK-2 possède 65% d’identité avec TREK-1 (Bang et al., 2000). Il est exprimé dans de 

nombreux tissus chez l’Homme, ainsi que dans le cervelet et le pancréas chez le rat (Bang et 

al., 2000; Medhurst et al., 2001). Il est activé par l’étirement membranaire, l’acidification et 

les acides gras insaturés comme l’AA (Bang et al., 2000). 
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B. L’expression du canal TREK-1 

 L’expression du canal TREK-1 chez l’Homme et les rongeurs est très bien documentée 

(Meadows et al., 2000; Talley et al., 2001). Chez la souris, il est très fortement exprimé dans 

le cerveau embryonnaire et immature (Aller and Wisden, 2008). Dans le système nerveux 

central adulte, on le retrouve majoritairement dans le cortex préfrontal, le striatum, 

l’hypothalamus, l’hippocampe, les neurones sérotoninergiques du raphé dorsal et l’amygdale 

(Aller and Wisden, 2008; Heurteaux et al., 2006; Meadows et al., 2000; Talley et al., 2001). Il 

est également présent au sein du système nerveux périphérique, comme par exemple, au 

niveau des neurones sensoriels (Alloui et al., 2006).   

 L’expression du canal TREK-1 n’est pas exclusive au système nerveux puisqu’on le 

retrouve dans l’estomac, le petit intestin, les reins, le pancréas, les testicules, l’utérus et la 

prostate chez l’Homme (Meadows et al., 2000).  

C. Structure et dimérisation du canal TREK-1 

La structure du canal TREK-1 est commune à tous les canaux K2P (Figure 17B). Il est 

composé de deux sous-unités α (Fink et al., 1996). Chaque sous-unité possède deux domaines 

pores (P), P1 et P2, qui s’arrangent en tandem avec les quatre segments transmembranaires 

(Fink et al., 1996) (Figure 17B). La boucle extracellulaire située entre le premier segment 

transmembranaire et le domaine P1 présente une courte hélice α qui favorise la dimérisation 

des sous-unités α, selon une symétrie bilatérale (Fink et al., 1996; Kollewe et al., 2009). Cet 

arrangement des deux sous-unités α permet aux deux domaines P1 et aux deux domaines P2 

de former le pore du canal, sélectif au K+ (Kollewe et al., 2009). 

D. Les partenaires du canal TREK-1 

 AKAP150 (A-kinase-anchoring protein 150) est une protéine d’échafaudage capable 

d’interagir avec le canal TREK-1 dans les terminaisons nerveuses (Sandoz et al., 2006) (Figure 

18). Leur association rend le canal pleinement actif et insensible à l’AA, à l’étirement 

membranaire ou à l’acidification extracellulaire (Sandoz et al., 2006). 

 MTAP2 (microtubule-associated protein 2) est une deuxième protéine d’échafaudage 

capable d’interagir avec le canal TREK-1 au niveau des épines dendritiques (Sandoz et al., 
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2008) (Figure 18). Leur interaction ne modifie pas les propriétés biophysiques du canal mais 

augmente sa densité à la membrane plasmique grâce à la mise en jeu du cytosquelette et de 

la tubuline (Sandoz et al., 2008). 

 La sous-unité β de COP1 (coatmer protein complex 1) est le troisième partenaire du 

canal TREK-1 (Kim et al., 2010) (Figure 18). Comme pour MAP2, leur interaction ne modifie 

pas les propriétés biophysiques du canal mais augmente sa densité à la surface cellulaire (Kim 

et al., 2010). 

 Le NTSR3 (neurotensin receptor 3), appelé aussi sortiline, est le quatrième partenaire 

du canal TREK-1 et fera l’objet d’une description détaillée dans la troisième partie de cette 

introduction (Mazella et al., 2010) (Figure 18). Leur interaction dans le réseau trans-golgien 

induit une augmentation de l’expression du canal à la membrane plasmique (Mazella et al., 

2010). 

 
Figure 18 : Le canal TREK-1 et ses partenaires. 

E. Les régulations du canal TREK-1 

 Les canaux de la famille TREK, tout comme la majorité des canaux K2P, sont 

relativement insensibles aux bloqueurs classiques des canaux K+ tels que le 

tétraéthylammonium.  

Lorsque la cellule est au repos, à température ambiante et en conditions non 

stressantes, les canaux TREK-1 ont une faible probabilité d’ouverture. Leur ouverture est 

dépendante du potentiel de membrane (Maingret et al., 2002). Ils possèdent des propriétés 

pharmacologiques uniques qui leur confèrent une importance particulière dans les processus 
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physiologiques et physiopathologiques, résumées dans la Figure 19. (Maingret et al., 2000a; 

Maingret et al., 1999, 2000b). 

 
Figure 19 : Les différentes régulations de l'activité du canal TREK-1. 

1) Les propriétés pharmacologiques du canal TREK-1 

 Le canal TREK-1 est activé par les anesthésiques volatiles tels que l’halothane, 

l’isoflurane et le chloroforme, à des concentrations cliniques (Patel et al., 1999) (Figure 19). 

Cet effet passe par l’extrémité C-terminale du canal et provoque une hyperpolarisation de la 

membrane plasmique (Patel et al., 1999). Les anesthésiques gazeux (xénon, oxyde nitreux, 

cyclopropane) ont également un effet stimulateur sur le canal, contrairement aux 

anesthésiques locaux comme la lidocaïne qui l’inhibent (Gruss et al., 2004; Nayak et al., 2009; 

Punke et al., 2003) (Figure 19). Les souris invalidées pour ce canal (souris TREK-1-/-) sont 

insensibles aux anesthésiques volatiles, ce qui illustre son implication dans l’anesthésie 

(Heurteaux et al., 2004). 

 Les canaux TREK-1 sont fortement exprimés dans l’hippocampe, zone du cerveau très 

sensible à l’ischémie et à l’hypoxie. Chez le rat, l’ischémie cérébrale chronique provoque une 
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surexpression hippocampique des canaux TREK-1 (Xu et al., 2004). Par ailleurs, en conditions 

hypoxiques, les courants TREK-1 sont inhibés, et insensibles à l’AA et à l’étirement 

membranaire (Miller et al., 2003) (Figure 19). Le riluzole et les acides gras libres, des agents 

neuroprotecteurs, sont capables d’activer ces canaux (Duprat et al., 2000; Lauritzen et al., 

2000) (Figure 19). De plus, les souris TREK-1-/- présentent une hypersensibilité à l’ischémie, ce 

qui met en évidence le rôle du canal TREK-1 dans la neuroprotection (Heurteaux et al., 2004).  

 Les courants TREK-1 sont également inhibés par les ISRS (inhibiteurs sélectifs de la 

recapture de sérotonine), des antidépresseurs très largement utilisés comme la paroxétine et 

la fluoxétine (plus connue sous son nom commercial, le Prozac®), et par les antipsychotiques 

tels que la chlorpromazine (Kennard et al., 2005; Sandoz et al., 2011; Thummler et al., 2007) 

(Figure 19). 

2) La mécano-sensibilité des canaux TREK-1 

 Les canaux TREK-1 sont activés par la pression négative (Maingret et al., 1999; Patel et 

al., 1998) (Figure 19). En effet, le trinitrophénol s’insère dans la membrane cellulaire et créé 

une courbure convexe, ce qui provoque l’ouverture des canaux TREK-1. A l’inverse, la 

chlorpromazine et la tétracaïne génèrent une courbure concave, les canaux se ferment (Patel 

et al., 1998). La mécano-sensibilité des canaux TREK-1 met en jeu le quatrième domaine 

transmembranaire et l’extrémité C-terminale qui interagit avec les phospholipides 

membranaires (Chemin et al., 2005; Honore et al., 2002). 

3) La sensibilité des canaux TREK-1 à l’acidification 

 En conditions basales, lorsque le pH est physiologique (pH ≈ 7,3), les canaux TREK-1 

sont dans un état fermé. L’acidification du milieu intracellulaire provoque leur ouverture et 

les rend insensibles à l’AA, à la tension membranaire et à la phosphorylation (Honore et al., 

2002; Maingret et al., 1999) (Figure 19). 

 Les courants TREK-1 sont inhibés par l’acidification du milieu extracellulaire (Cohen et 

al., 2008; Sandoz et al., 2009) (Figure 19).  
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4)  La thermo-sensibilité des canaux TREK-1  

 L’activité des canaux TREK-1 est modulée par la température. En effet, une 

augmentation progressive de la température induit leur ouverture (Maingret et al., 2000a) 

(Figure 19). La gamme de température optimale d’activation se situant entre 30 et 42°C, les 

canaux TREK-1 contrôlent efficacement le potentiel de membrane des cellules à 37°C, la 

température corporelle.  

5) La sensibilité des canaux TREK-1 aux acides gras 

libres insaturés et aux lysophospholipides 

L’AA, un acide gras insaturé à chaine longue, est capable de stimuler de façon 

réversible les courants TREK-1 (Patel et al., 1998) (Figure 19). Cet effet direct met en jeu sa 

spécificité structurale car les acides gras saturés ou les dérivés des acides gras insaturés à 

chaine longue n’ont pas d’effet sur l’activité du canal (Maingret et al., 2001).   

 Les lysophospholipides sont également des activateurs des canaux TREK-1 (Chemin et 

al., 2005; Maingret et al., 2000b) (Figure 19). En effet, le PIP2, un phospholipide très présent 

dans la bicouche lipidique, active l’ouverture des canaux TREK-1 en favorisant l’interaction 

entre l’extrémité cytoplasmique C-terminale du canal et la membrane plasmique (Lopes et al., 

2005; Maingret et al., 2000b; Sandoz et al., 2011) (Figure 19). 

6) La sensibilité des canaux TREK-1 aux seconds 

messagers 

 Les seconds messagers issus de l’activation des RCPG ont un rôle prépondérant dans 

la régulation de l’activité des canaux TREK-1 (Figure 20). Ils stimulent des protéines kinases 

comme la PKA (protein kinase A) ou la PKC (protein kinase C) qui phosphorylent ces canaux 

sur de nombreuses sérines de leur région C-terminale (Fink et al., 1996; Lopes et al., 2005; 

Patel et al., 1998) (Figure 20). En effet, dans un premier temps, la PKA phosphoryle la sérine 

333, ce qui permet la phosphorylation de la sérine 300 par la PKA ou la PKC dans un deuxième 

temps (Murbartian et al., 2005). 
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Figure 20 : Régulation de l'activité des canaux TREK-1 par les seconds messagers. 

Les agonistes des RCPGs inhibent les canaux TREK-1 puisque leurs effets passent par la 

production d’AMPc et l’activation de la PKA (Patel et al., 1998) (Figure 20). Les agonistes des 

RCPGq (par exemple, le récepteur métabotropique 1a du glutamate) inhibent également les 

courants TREK-1, selon plusieurs mécanismes (Chemin et al., 2003; Lopes et al., 2005; 

Murbartian et al., 2005) (Figure 20). L’hydrolyse du PIP2 en DAG et IP3 par la PLC réduit la 

quantité de PIP2 disponible à la membrane plasmique (Lopes et al., 2005). Le DAG ainsi produit 

est également capable d’inhiber le canal, grâce à l’activation de la PKC (Chemin et al., 2003) 

(Figure 20).  

II/ Le canal TREK-1 dans la physiologie et la 

physiopathologie 

 Le canal TREK-1 est impliqué dans de nombreuses fonctions physiologiques comme 

l’anesthésie, la neuroprotection, la sensibilité à la chaleur, … Cette deuxième partie s’intéresse 

à l’implication du canal TREK-1 dans la perception de la douleur, la dépression et les maladies 

métaboliques. 
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A. La perception de la douleur 

 Le canal TREK-1 est exprimé dans de nombreux types de neurones sensoriels (Alloui et 

al., 2006). Chez les souris TREK-1-/-, les récepteurs sensoriels à la douleur (nocicepteurs) ont 

des réponses beaucoup plus importantes sous l’effet des variations de température (Alloui et 

al., 2006). Ces réponses sont d’autant plus importantes entre 30 et 45°C, gamme de 

température où le canal TREK-1 est le plus actif (Maingret et al., 2000a). De plus, les souris 

TREK-1-/- sont hypersensibles à la chaleur et présentent une allodynie, c’est-à-dire une douleur 

déclenchée par un stimulus qui est normalement indolore (Alloui et al., 2006). Cette étude 

met en évidence le rôle du canal TREK-1 dans la réponse à la douleur, ce qui en fait une cible 

pharmacologique intéressante pour le développement de nouvelles molécules analgésiques.  

 

Figure 21 : Voies de signalisation impliquées dans les effets de la morphine. 

Par exemple, la morphine est un analgésique puissant mais associé à de nombreux 

effets secondaires indésirables comme des troubles digestifs, une détresse respiratoire et la 

dépendance. Le récepteur opioïde de la morphine est un récepteur à sept domaines 

transmembranaires, couplé aux protéines Gi/o (Chen et al., 1993) (Figure 21). Son activation 

par la morphine engendre l’inhibition de l’AC et des canaux CaV et l’activation de la PLC, des 

canaux K+ activés par les petites protéines G (GIRK) et de la voie ERK1/2 (extracellular signal-

regulated kinase 1/2) (Chen and Yu, 1994; Fukuda et al., 1996; Piros et al., 1995; Sharma et al., 
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1975; Smart et al., 1994) (Figure 21). Une étude récente, datée de 2013 et menée chez la 

souris, met en évidence l’implication du canal TREK-1 dans les effets analgésiques de la 

morphine (Devilliers et al., 2013). L’activation des récepteurs opioïdes μ par la morphine 

conduit à l’activation des courants TREK-1 et met en jeu la sérine 333, cible de la PKA, mais 

n’engendre aucun effet secondaire associé à un traitement morphinique (Devilliers et al., 

2013). 

B. La dépression 

 La dépression est un trouble mental caractérisé par une baisse de l’humeur, une faible 

estime de soi et une perte d'intérêt dans les activités habituellement ressenties comme 

agréables. Cette pathologie multifactorielle fait intervenir des facteurs environnementaux et 

génétiques. La théorie des monoamines est aujourd’hui l’hypothèse majeure selon laquelle la 

diminution des niveaux de sérotonine, de norépinephrine et/ou de dopamine dans le système 

nerveux central est à l’origine de la dépression. Les antidépresseurs actuels, tels que les ISRS, 

augmentent la concentration de sérotonine dans la fente synaptique, ce qui favorise sa 

neurotransmission.  

Le canal TREK-1 est impliqué dans la dérégulation de l’humeur (Heurteaux et al., 

2006). En effet, les souris TREK-1-/- se comportent de la même façon que des souris sauvages 

traitées avec la fluoxétine : elles sont moins résignées dans les tests comportementaux 

caractéristiques de la dépression chez la souris, elles sont résistantes à la dépression 

(Heurteaux et al., 2006). Plus précisément, les neurones du raphé dorsal, exprimant la 

sérotonine et le canal TREK-1, sont beaucoup plus actifs chez les souris TREK-1-/- et libèrent 

davantage de sérotonine que les neurones des souris sauvages (Heurteaux et al., 2006).  

 Plus récemment, il a été montré que l’expression du canal TREK-1 dans le cortex 

préfrontal est fortement augmentée en cas de dépression induite chez le rat, et que cet effet 

est contrecarré par un traitement à la fluoxétine (Chen et al., 2015). De plus, six 

polymorphismes nucléotidiques du gène KCNK2 (codant le canal TREK-1) sont impliqués dans 

les troubles majeurs de l’humeur et l’efficacité des traitements antidépresseurs chez l’Homme 

(Congiu et al., 2015). 

 Ces données mettent en avant le rôle majeur du canal TREK-1 dans les troubles de 

l’humeur. 
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C. Diabètes et pathologies métaboliques 

 Actuellement, une seule publication montre un lien indirect entre le canal TREK-1 et le 

diabète (Garry et al., 2007). En effet, chez les souris TREK-1-/-, la vasodilation induite par la 

pression locale est considérablement réduite, ce qui est l’une des conséquences du diabète 

de type 2 (Garry et al., 2007).  

 De façon plus générale, seulement quelques études ont montré l’implication des 

canaux K2P dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose et le développement de 

diabètes.  

Les canaux TALK-1 sont les canaux K2P les plus abondamment exprimés dans la cellule β (Ku 

et al., 2012). Ils sont codés par le gène KCNK16, qui possède un polymorphisme impliqué dans 

la susceptibilité au diabète de type 2 (Cho et al., 2012; Sakai et al., 2013). Récemment, il a été 

montré que ces canaux régulent l’excitabilité de la cellule β (Vierra et al., 2015). En effet, 

l’invalidation génétique de ces canaux provoque une dépolarisation membranaire de la cellule 

β, ainsi que l’augmentation de l’influx calcique et de la deuxième phase de sécrétion d’insuline 

(Vierra et al., 2015). De plus, les souris TALK-1-/- sont plus résistantes à un régime enrichi en 

gras (Vierra et al., 2015). 

Les canaux TASK-1 sont fortement exprimés dans les ilots de Langerhans chez l’Homme et la 

souris, et plus particulièrement à la membrane plasmique des cellules β (Dadi et al., 2014). 

L’inhibition des courants TASK-1 augmente la sécrétion d’insuline induite par le glucose, en 

favorisant la dépolarisation membranaire et l’influx calcique (Dadi et al., 2014).  

Le canal TREK-2 a été identifié dans les cellules β, et plus particulièrement dans la lignée 

insulino-sécrétrice MIN6 (Kang et al., 2004a). Des courants de type TREK-1 ont également été 

mis en évidence par l’équipe du Dr. Mazella dans la lignée cellulaire β-TC3 (Mazella et al., 

2010). Identifier le rôle des canaux TREK-1 dans la sécrétion d’insuline est l’un des objectifs 

de ce mémoire.  
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Partie 3 : La sortiline, une protéine aux multiples 

fonctions  

 La neurotensine est un neuropeptide de treize acides aminés, initialement isolé de 

l’hypothalamus puis de l’intestin bovin (Carraway and Leeman, 1973; Kitabgi et al., 1976). 

Dans le système nerveux central, elle module la transmission dopaminergique, l’analgésie 

indépendante du naloxone et la sécrétion hormonale hypophysaire, et inhibe la prise 

alimentaire (Kalivas et al., 1985; Luttinger et al., 1982; Makino et al., 1978; Parolaro et al., 

1983). Au niveau périphérique, elle régule la tension artérielle, la sécrétion d’acides gastriques 

et la réponse pro-inflammatoire (Andersson et al., 1976; Castagliuolo et al., 1999; Kitabgi et 

al., 1976; Osumi et al., 1978). La neurotensine est également capable de contrôler l’absorption 

intestinale des nutriments : libérée après un repas riche en gras, elle facilite l’absorption des 

lipides et augmente la sécrétion de sels biliaires (Gui and Carraway, 2001; Gui et al., 2000). 

Chez le rat, l’injection de neurotensine provoque une hypo-insulinémie associée à une 

hyperglycémie (Brown and Vale, 1976). Plus précisément, cette hormone stimule la sécrétion 

d’insuline à bas glucose et la réduit à haut glucose (Beraud-Dufour et al., 2009; Dolais-Kitabgi 

et al., 1979).  

 
Figure 22 : Structure des récepteurs de la neurotensine. 

Les effets de la neurotensine sont médiés par trois récepteurs : NTSR1, NTSR2 et la 

sortiline (ou NTSR3), tous les trois exprimés dans les ilots de Langerhans murins et les lignées 

de cellules β (Figure 22) (Beraud-Dufour et al., 2009; Coppola et al., 2008). Les récepteurs 

NTSR1 et NTSR2 appartiennent à la grande famille des RCPG (Chalon et al., 1996; Mazella et 

al., 1996; Tanaka et al., 1990). La sortiline, quant à elle, est un récepteur de tri ayant un seul 

et unique domaine transmembranaire (Mazella et al., 1989; Mazella et al., 1998). Dans la 
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cellule β, la neurotensine a un effet protecteur contre les agents cytotoxiques, grâce au 

complexe NTSR2/sortiline qui active la voie PI3K (Beraud-Dufour et al., 2009; Coppola et al., 

2008). Dans ce cas, la fonction de la sortiline semble être l’adressage du NTSR2 à la membrane 

plasmique, comme cela a déjà été montré pour NTSR1 dans les cellules HT29 ou pour le canal 

TREK-1 dans les neurones (Martin et al., 2002; Mazella et al., 2010). Cependant, on ne peut 

pas exclure l’activation d’une ou plusieurs voies de signalisation par la sortiline, que ce soit 

dans les cellules β ou dans toute cellule qui l’exprime. C’est pourquoi cette troisième partie 

s’intéresse tout particulièrement à la sortiline, à sa structure, à ses propriétés 

pharmacologiques et ses fonctions biologiques. 

I/ La sortiline : structure, expression, maturation et trafic 

A. La structure de la sortiline 

 
Figure 23 : Structure de la sortiline. 

La sortiline est un récepteur de haute affinité (KD ≈ 0,3 nM) pour la neurotensine, de 

833 acides aminés (Mazella et al., 1989; Mazella et al., 1998). Elle a été identifiée pour la 

première fois en 1997, en tant que partenaire de la protéine RAP (receptor-associated protein) 

(Petersen et al., 1997). La sortiline appartient à la famille Vps10p des récepteurs de type I, 

avec les récepteurs SorLA et SorCS1-3 (Hermey et al., 1999; Jacobsen et al., 1996). En effet, 
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les membres de cette famille sont caractérisés par un seul domaine transmembranaire 

encadré d’un domaine extracellulaire riche en cystéines comparable à celui de la protéine 

vacuolaire de tri Vps10p de la levure et d’une courte extrémité intracellulaire impliquée dans 

son internalisation (Mazella et al., 1998; Petersen et al., 1997) (Figure 23). Une autre 

caractéristique de cette famille de récepteurs est l’existence d’un site de clivage par la 

protéine convertase furine à l’extrémité N-terminale du domaine Vps10p (Hermey et al., 1999; 

Hosaka et al., 1991; Mazella et al., 1998; Petersen et al., 1997) (Figure 23).  

B. Identification de la sortiline : trois approches pour 

une même protéine 

 (Première approche) Lors de l’identification des partenaires de la RAP, une 

glycoprotéine endoplasmique de 100 kDa intervenant dans le trafic des récepteurs aux LDL 

(low density lipoprotein) a été mise en évidence (Petersen et al., 1997; Tauris et al., 1998). Elle 

est capable d’interagir avec l’extrémité C-terminale de la RAP (Gliemann et al., 1994; Petersen 

et al., 1997; Tauris et al., 1998; Williams et al., 1992). Cette glycoprotéine a été identifiée, 

purifiée et clonée grâce notamment à son homologie avec le domaine Vps10p de la levure : il 

s’agit de la sortiline (Petersen et al., 1997; Tauris et al., 1998). 

 (Deuxième approche) Les protéines présentes dans les vésicules contenant le 

transporteur de glucose Glut4 ont été identifiées chez le rat. Parmi elles, les auteurs ont 

identifié une glycoprotéine de 110 kDa ayant une forte identité avec la sortiline humaine (Lin 

et al., 1997). Pour la première fois, ils ont montré que la sortiline est un composant majeur 

des vésicules à Glut4 (Lin et al., 1997). 

 (Troisième approche) En utilisant un analogue de la neurotensine, photoréactif et 

radioactif, plusieurs récepteurs de la neurotensine ont été identifiés, dont une protéine de 

100 kDa (Mazella et al., 1988). Cette protéine est capable de fixer la neurotensine avec une 

haute affinité et possède des propriétés pharmacologiques similaires aux récepteurs 

membranaires de la neurotensine NTSR1 et NTSR2, d’où son appellation NTSR3 (Mazella et 

al., 1988). NTSR3 a ensuite été purifié à partir de cerveau murin et humain et identifié dans 

les neurones où il est impliqué dans l’internalisation de la neurotensine : il sera par la suite 

appelé sortiline (Chabry et al., 1993; Mazella et al., 1989; Zsurger et al., 1994). 
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C. Distributions tissulaires et cellulaires de la 

sortiline 

 La sortiline est très largement exprimée dans le système nerveux central, en particulier 

dans l’hippocampe, le gyrus denté et le cortex cérébral (Hermans-Borgmeyer et al., 1999). Elle 

est également présente dans la moelle épinière, le muscle squelettique, les testicules, le cœur, 

le placenta, le pancréas, la prostate et le petit intestin (Petersen et al., 1997). 

 Dans la cellule, la sortiline est très peu présente à la membrane plasmique (entre 5 et 

10 % seulement), la majorité de la protéine se trouvant dans les compartiments 

intracellulaires (vésicules et réseau trans-golgien) (Morris et al., 1998). 

D. La maturation de la sortiline 

 
Figure 24 : La maturation de la sortiline. 
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  Le domaine extracellulaire Vps10p de la sortiline est précédé de la séquence 

R41WRR44 : c’est le site de clivage pour la protéine convertase furine (Petersen et al., 1997) 

(Figure 23). La sortiline est synthétisée sous la forme d’un précurseur, la pro-sortiline, qui est 

converti en une forme mature par l’action de la furine dans le compartiment golgien précoce 

(Hermey et al., 1999; Mazella et al., 1998; Munck Petersen et al., 1999; Petersen et al., 1997) 

(Figure 24). Ce clivage conduit à la libération d’un produit de maturation de 44 acides aminés, 

le propeptide (PE) (Munck Petersen et al., 1999) (Figure 24). Aucune interaction ligand-

sortiline n’est possible tant que la sortiline est sous forme immature (Munck Petersen et al., 

1999). L’étape de maturation est donc un processus indispensable à l’acquisition de l’activité 

fonctionnelle de la sortiline (Munck Petersen et al., 1999). 

II/ Les fonctions cellulaires et physiopathologiques de la 

sortiline 

A. Les fonctions cellulaires de la sortiline 

1) Récepteur/corécepteur de plusieurs ligands 

 La sortiline est impliquée dans le métabolisme des lipides. Son premier partenaire 

identifié, la RAP, est une protéine chaperonne spécialisée dans le repliement et le trafic des 

récepteurs aux LDL (LDLR) (Li et al., 2002; Petersen et al., 1997). Située dans le RE et l’appareil 

de Golgi, la RAP prévient une interaction ligand-LDLR trop précoce (Herz et al., 1991). Cette 

localisation intracellulaire est permise grâce à son interaction avec la sortiline (Tauris et al., 

1998). La sortiline est également associée à la LPL, une enzyme qui catalyse l’hydrolyse des 

triglycérides (Nielsen et al., 1999). L’interaction de ces deux protéines à la surface cellulaire 

permet l’endocytose et la dégradation de la LPL (Nielsen et al., 1999). 

 La sortiline est l’un des récepteurs de la neurotensine (Mazella et al., 1988; Mazella et 

al., 1998). Malgré le fait qu’elle soit peu présente à la membrane plasmique, elle internalise 

efficacement son ligand, tout en maintenant son niveau d’expression membranaire constant 

(Navarro et al., 2001). En fonction de sa localisation cellulaire, la neurotensine interagit avec 

une forme plus ou moins glycosylée de la sortiline : une forme de haut poids moléculaire lors 

du processus d’endocytose et une forme de poids moléculaire plus faible lors du trafic dans le 
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compartiment golgien (Morinville et al., 2004). L’interaction entre la neurotensine et la 

sortiline stimule l’internalisation du complexe récepteur-ligand vers le réseau trans-golgien, 

et ce, dans plusieurs types cellulaires tels que les lignées COS-7 et HT29 (Morinville et al., 2004; 

Navarro et al., 2001). La sortiline peut former un hétérodimère avec NTSR1 ou NTSR2, la 

fixation de la neurotensine sur l’un de ces deux RCPG induisant l’activation d’une voie de 

signalisation spécifique (Beraud-Dufour et al., 2009; Martin et al., 2002). Le PE est également 

capable de se fixer sur la sortiline avec une affinité d’environ 5 nM, dont les conséquences 

biologiques seront détaillées dans la quatrième partie de cette introduction (Munck Petersen 

et al., 1999). 

La sortiline est également impliquée dans la survie et la différentiation des neurones, 

en interagissant avec les neurotrophines (BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NGF 

(nerve growth factor)) et leurs précurseurs (pro-BDNF, pro-NGF) (Nykjaer et al., 2004; Teng et 

al., 2005). 

 Plus récemment, la sortiline joue un rôle dans la réponse pro-inflammatoire. En effet, 

elle est un récepteur de haute affinité pour deux cytokines pro-inflammatoires, l’IL-6 et l’INF-

γ (Mortensen et al., 2014). Son absence dans les cellules immunitaires est associée à une 

réduction de la sécrétion de ces deux cytokines, ce qui suggère l’implication de la sortiline 

dans le trafic de ces cytokines pro-inflammatoires (Mortensen et al., 2014; Yabe-Wada et al., 

2016). 

2) L’adressage des protéines vers le lysosome ou la 

membrane plasmique 

a- Le lysosome, la voie de dégradation 

 La sortiline présente des similarités structurales avec des récepteurs impliqués dans le 

tri et le transport intracellulaires de protéines. En effet, son extrémité cytoplasmique possède 

un domaine comparable au domaine Vps10p du récepteur de tri de la carboxypeptidase Y de 

la levure (Marcusson et al., 1994). La sortiline présente également des séquences impliquées 

dans l’interaction avec des protéines adaptatrices, l’endocytose, l’adressage baso-latéral et le 

trafic Golgi-endosomes (Nielsen et al., 2001). La sortiline est majoritairement présente dans 

les compartiments intracellulaires et co-localise avec le CI-MPR (cation-independent mannose 
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6-phosphate receptor), un récepteur impliqué dans le trafic des protéines vers le lysosome 

(Petersen et al., 1997).  

De nombreuses études ont montré l’implication de la sortiline dans l’adressage des 

protéines vers la voie lysosomale, telles que les protéines SAP (sphingolipid activator protein), 

la sphingomyélinase acide, les cathépsines D et H et la LPL (Canuel et al., 2008; Lefrancois et 

al., 2002; Ni and Morales, 2006; Nielsen et al., 1999). 

b- La membrane plasmique, l’adressage à la 

surface cellulaire 

 Comme évoqué précédemment, la sortiline interagit avec le canal TREK-1 dans les 

neurones corticaux de souris et participe à son adressage vers la membrane plasmique 

(Mazella et al., 2010).  

 Dans les adipocytes, la sortiline est un composant majeur des IRV (Lin et al., 1997). Son 

expression est nécessaire et suffisante à la translocation de Glut4 à la membrane plasmique 

en réponse à l’insuline (Shi and Kandror, 2005). Cependant, bien qu’elles soient 

concomitantes, l’augmentation de l’expression membranaire de la sortiline est bien inférieure 

à celle de Glut4 (un facteur 1,7 pour la sortiline contre un facteur 14 pour Glut4) (Morris et al., 

1998). 

B. Les fonctions physiopathologiques de la sortiline 

1) Les maladies neurodégénératives 

 La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative qui entraîne une perte 

progressive et irréversible des fonctions mentales, notamment de la mémoire. Elle est 

associée à un dépôt de plaques amyloïde-β, peptide toxique pour le cerveau (Goedert, 1987). 

L’APOE (apolipoprotein E) est une protéine qui séquestre l’amyloïde-β dans les cellules 

(Wisniewski et al., 1993). La sortiline a pour fonction l’internalisation et l’adressage de l’APOE 

vers le lysosome, ce qui conduit à sa dégradation et à la réduction de la quantité de plaques 

toxiques (Carlo et al., 2013). Il a également été mis en évidence un variant génétique de la 

sortiline associé à un risque de développer la maladie d’Alzheimer (Andersson et al., 2016). A 
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contrario, l’expression cérébrale de la sortiline est plus élevée chez des patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer, grâce à l’effet stimulateur de l’amyloïde-β (Saadipour et al., 2013).  

 La maladie de Parkinson est une maladie neurologique chronique qui se traduit par 

une destruction des neurones dopaminergiques de la substance noire, localisée à la base du 

cerveau, conduisant à des troubles moteurs. Associé à la sortiline, le récepteur p75NTR (p75 

neurotrophin receptor) contrôle la mort neuronale (Nykjaer et al., 2004). La présence du 

complexe p75NTR/sortiline dans les neurones dopaminergiques suggère l’implication de la 

sortiline dans la destruction neuronale et le développement de la maladie de Parkinson (Chen 

et al., 2008). Récemment, il a été montré que l’expression neuronale de la sortiline permet de 

contrecarrer les mauvais repliements protéiques engendrés lors du développement de la 

maladie de Parkinson (Dhungel et al., 2015). 

 Plusieurs études ont mis en évidence une corrélation positive entre l’expression de la 

sortiline et la dépression : chez des personnes dépressives, l’expression de la sortiline dans le 

sérum (forme soluble) et dans les lymphocytes (forme membranaire) est plus élevée que chez 

des individus sains (Buttenschon et al., 2015; Zhou et al., 2013). De plus, les traitements 

antidépresseurs contrecarrent cette augmentation (Belzeaux et al., 2010; Stelzhammer et al., 

2013). Le rôle de la sortiline dans la dépression est complexe et associé aux neurotrophines : 

l’invalidation de la sortiline chez la souris (souris NTSR3-/-) engendre un phénotype anxieux, 

l’injection des précurseurs des neurotrophines provoquant un phénotype dépressif (Ruan et 

al., 2016).  

2) Les maladies métaboliques 

 Plusieurs études d’association génétique pangénomique ont établi un lien entre le 

gène SORT1, codant la sortiline, les niveaux plasmatiques de cholestérol et le risque 

d’infarctus du myocarde chez l’Homme (Kathiresan et al., 2008; Muendlein et al., 2009; 

Musunuru et al., 2010; Willer et al., 2008). La sortiline participe donc au métabolisme 

lipidique mais son rôle exact n’est pas encore défini. En effet, une première étude de 2010 a 

montré que l’invalidation de la sortiline spécifiquement dans le foie est associée à une 

augmentation du niveau circulant de cholestérol (Musunuru et al., 2010). Les auteurs ont donc 

suggéré un rôle protecteur de la sortiline contre l’hypercholestérolémie, facteur de risque des 

maladies cardiovasculaires (Musunuru et al., 2010). Cependant, deux études ont, par la suite, 
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montré une diminution de cholestérol plasmatique chez les souris NTSR3-/- (Kjolby et al., 2010; 

Strong et al., 2012). 

 La sortiline est également impliquée dans les maladies cardiovasculaires, en stimulant 

l’athérosclérose. Il s’agit d’une perte d'élasticité des artères provoquée par l’accumulation de 

corps gras dans leurs parois. Les souris NTSR3-/- présentent une atténuation de ce phénotype 

(Mortensen et al., 2014; Patel et al., 2015). Deux fonctions de la sortiline peuvent en être à 

l’origine : le contrôle de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et/ou la potentialisation 

de l’entrée de LDL dans les macrophages (Mortensen et al., 2014; Patel et al., 2015). 

 Enfin, la sortiline intervient dans le contrôle de l’homéostasie glucidique et le 

développement de l’obésité puisque sa présence est nécessaire et suffisante à la biogenèse 

des IRV et à l’acquisition de la sensibilité à l’insuline des adipocytes et des cellules musculaires 

squelettiques (Ariga et al., 2008; Huang et al., 2013; Shi and Kandror, 2005, 2007). Par ailleurs, 

la sortiline semble jouer un rôle dans la prise de poids. En effet, les souris NTSR3-/- disponibles 

au laboratoire présentent une répartition des masses grasses différentes des souris sauvages 

(données personnelles). De plus, elles sont protégées d’un phénotype obèse induit par un 

régime hyper-lipidique et contre la stéatose hépatique (Rabinowich et al., 2015). Enfin, 

plusieurs études mettent en évidence une diminution de l’expression de la sortiline dans les 

tissus insulino-sensibles de patients et de souris obèses et diabétiques (Kaddai et al., 2009; Li 

et al., 2015; Tsuchiya et al., 2010). L’un des objectifs de ce mémoire est donc de caractériser 

l’implication de la sortiline dans le développement du diabète et de l’obésité associé à un 

phénotype inflammatoire. 
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Partie 4 : La spadine, un analogue du propeptide 

I/ Le propeptide (PE), le produit de maturation de la 

sortiline 

A. La structure et les fonctions du propeptide (PE) 

 Le PE est issu de la maturation de la pro-sortiline, sous l’effet de la furine (Munck 

Petersen et al., 1999) (Figure 24). Une fois libéré, il peut se lier à la sortiline avec une forte 

affinité, dépendante du pH (KD ≈ 5 nM) (Munck Petersen et al., 1999). Le PE, clivé ou non, 

provoque une gêne stérique qui empêche l’interaction de la sortiline ou de la pro-sortiline 

avec ses autres ligands (la RAP, la neurotensine), et l’activation précoce des voies de 

signalisation associées à la sortiline (Munck Petersen et al., 1999; Westergaard et al., 2004) .  

 
Figure 25 : La séquence du propeptide (PE). 

 Le PE est composé de 44 acides aminés (Figure 25). Les acides aminés 17 à 28 jouent 

un rôle majeur dans son interaction avec la sortiline (Westergaard et al., 2004) (Figure 25). Il 

peut également se fixer sur le canal TREK-1 et bloquer son activité induite par l’AA (Mazella et 

al., 2010) (Figure 26). 
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Figure 26 : Le propeptide (PE) inhibe les courants TREK-1 induits par l’acide arachidonique 
(AA) (d’après (Mazella et al., 2010)). 

Les cellules COS-7 ont été transfectées avec le canal TREK-1. Les courants sur cellules entières 
ont été mesurées en présence de bloqueurs des canaux K+. Les cellules ont été maintenues 
à -80mV puis soumises à une gamme de voltage allant de -100 à +50mV, en présence d’acide 
arachidonique (AA, 10µM) et/ou de propeptide (PE, 500nM). 

B. La spadine, un analogue synthétique du PE 

 
Figure 27 : La séquence de la spadine, l'analogue synthétique du PE. 

 Grâce à l’étude des relations structure-fonction du PE, un peptide synthétique, plus 

court que le PE, a été identifié et appelé spadine (Mazella et al., 2010). La séquence de la 

spadine est basée sur celle du PE : les acides aminés 12 à 16 (Figure 27, en orange) permettent 

de maintenir la structure du peptide (stress conformationnel), les acides aminés 17 à 28 

(Figure 27, en bleu) permettent de conserver la capacité de liaison à la sortiline (Mazella et al., 

2010). La spadine compte donc 17 acides aminés et permet d’étudier les fonctions biologiques 

du PE, à moindre coût. 
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II/ Les fonctions physiologiques de la spadine 

A. La spadine, un inhibiteur des courants TREK-1 

 

Figure 28 : La spadine inhibe les courants TREK-1 induit par l'acide arachidonique (AA) 
(d'après (Mazella et al., 2010)). 

(A) Les cellules COS-7 ont été transfectées avec le canal TREK-1. Les courants sur cellules 
entières ont été mesurées en présence de bloqueurs des canaux K+. Les cellules ont été 
maintenues à -80mV puis soumises à une gamme de voltage allant de -100 à +50mV, en 
présence d’acide arachidonique (AA, 10µM) et/ou de spadine (100nM). (B) Les courants natifs 
des neurones pyramidaux de la zone CA3 ont été mesurés sur des tranches d’hippocampes de 
souris sauvages en présence de bloqueurs des canaux K+, supplémentés en AA (10µM) et/ou 
spadine (SPA, 1µM). 

 La spadine, comme le PE, se fixe sur le canal TREK-1 avec une affinité d’environ 10 nM 

(Mazella et al., 2010). Cette interaction engendre une réduction spécifique des courants TREK-

1 induits par l’AA (Mazella et al., 2010) (Figure 28). Les courants produits par l’hétérodimère 

TREK-1/TREK-2 sont également inhibés par la spadine, les autres canaux K2P étant insensibles 

à la spadine (Lengyel et al., 2016; Moha Ou Maati et al., 2012) .  

B. L’effet antidépresseur de la spadine 

 Le test de la nage forcée (FST, forced swimming test) est largement utilisé chez les 

rongeurs afin de quantifier l’efficacité de molécules antidépressives. Il s’agit de mesurer le 

comportement de résignation, une composante de l’état dépressif, d’un individu placé dans 

l’eau, sans possibilité d’en sortir.  
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Figure 29 : Effet de la spadine sur la résignation des rongeurs. 
(A) Quantification du temps d’immobilité des souris TREK-1-/- et des souris sauvages traitées 
avec la spadine (contrôle = NaCl), lors du test de la nage forcée (FST, forced swimming test) 
(d’après (Mazella et al., 2010)). (B) Quantification du temps d’immobilité des rats soumis à un 
stress moyen chronique et traités ou non avec la spadine, lors du test de la nage forcée (FST) 
(d’après (Ye et al., 2015)). 

Des souris sauvages injectées avec la spadine pendant quatre jours consécutifs 

présentent le même comportement de résignation que les souris TREK-1-/-, elles sont 

résistantes à la dépression (Mazella et al., 2010) (Figure 29A). Des résultats similaires ont été 

observés chez des rats soumis à un stress moyen chronique : l’injection de spadine induit une 

réponse antidépressive en diminuant l’état de résignation des rats stressés (Ye et al., 2015) 

(Figure 29B). 

 Cet effet antidépresseur de la spadine passe par l’inhibition du canal TREK-1 et 

provoque des modifications au niveau du cerveau. En effet, chez la souris, la spadine stimule 

la neurogenèse et la phosphorylation hippocampique de CREB (cAMP response element 

binding protein), deux marqueurs d’un traitement aux ISRS (Mazella et al., 2010). Plus 

précisément, la spadine augmente l’expression du BDNF dans le cortex préfrontal et 

l’hippocampe, caractéristique d’un traitement antidépresseur (Devader et al., 2015). Au 

niveau de l’hippocampe, la spadine stimule également l’expression de PSD-95 (postsynaptic 
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density protein-95) et de la synapsine, deux marqueurs synaptiques (Devader et al., 2015). Par 

ailleurs, la spadine ne présente pas d’effet secondaire indésirable : elle n’affecte pas le rôle de 

TREK-1 dans la perception de la douleur, l’épilepsie ou l’ischémie, ne provoque pas de 

problème cardiaque (pression systolique ou rythme cardiaque modifiés), et ne modifie pas la 

prise alimentaire et la glycémie des souris à jeun (Moha Ou Maati et al., 2012). Son action 

étant plus rapide et plus efficace que la fluoxétine (Prozac©), l’ensemble de ces résultats font 

de la spadine une nouvelle molécule d’intérêt pour traiter la dépression. Grâce à ses 

propriétés inhibitrices des canaux TREK-1 présents dans les cellules β et son interaction avec 

la sortiline, la spadine présente un nouvel intérêt pour l’équipe. L’un des objectifs de ce 

mémoire est donc d’identifier le rôle de la spadine sur l’homéostasie glucidique, en 

particulier sur les cellules β et insulino-sensibles. 
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Objectifs 

  
 En 2012, mon équipe d’accueil, dirigée par le Dr. Jean Mazella, a publié une hypothèse 

selon laquelle le PE interviendrait dans la régulation de l’homéostasie glucidique (Figure 30) : 

sous l’effet du glucose, l’insuline libérée par les cellules β du pancréas stimule la translocation 

de Glut4 à la membrane plasmique des cellules insulino-sensibles, ce qui provoquerait la 

libération du PE dans la circulation périphérique. Ce PE pourrait alors agir de façon autocrine 

sur les cellules insulino-sensibles et moduler l’entrée de glucose et/ou de façon paracrine sur 

les cellules β et moduler la libération d’insuline. 

 
Figure 30 : Rôle hypothétique du PE dans l'homéostasie glucidique (d'après (Mazella et al., 

2012)) 

 Selon cette hypothèse, mon sujet de thèse est basé sur l’étude des effets de la spadine 

(en tant qu’analogue du PE) sur le contrôle de l’homéostasie glucidique et comporte deux 

parties :  

1. Déterminer les effets de la spadine sur la sécrétion d’insuline par les cellules β du 

pancréas (Article 1) 

a. Caractériser l’expression du canal TREK-1 in vivo et in vitro 

b. In vitro, sur la lignée β pancréatique Min6, étudier les effets de la spadine sur :  

 Le potentiel de membrane  

 Les variations de calcium intracellulaire 

 La libération d’insuline 
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c. In vivo, étudier les effets de la spadine sur le contrôle de la glycémie et de 

l’insulinémie 

2. Identifier les mécanismes de production et de libération du PE et étudier les effets de 

la spadine sur la lignée adipocytaire 3T3-L1 (Article 2) 

a. Mesurer la production de PE par les adipocytes 3T3-L1 

  Lors du processus de différenciation 

  En conditions d’insulino-résistances (TNFα, dexaméthasone) 

b. Identifier les sécrétagogues du PE 

c. Etudier l’effet de la spadine sur : 

  L’entrée de glucose induite ou non par l’insuline 

  L’activation des voies de signalisation (Akt, AMPK et ERK) 
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Résultats 

Partie 1 : Etude des effets de la spadine sur la sécrétion 

d’insuline 

Introduction 

 Seulement deux canaux K2P ont été étudiés pour leur implication dans la sécrétion 

d’insuline. Le canal TALK-1 est le canal K2P le plus exprimé de la cellule β chez la souris et 

l’Homme, et est associé au risque du développer un diabète de type 2 (Vierra et al., 2015). Les 

souris TALK-1-/- présentent une sécrétion d’insuline en réponse au glucose plus élevée que 

celle de souris sauvages, et ont une meilleure tolérance à un régime enrichi en gras (Vierra et 

al., 2015). Chez l’Homme et la souris, l’inhibition des courants TASK-1 localisés dans les ilots 

de Langerhans isolés provoque une dépolarisation membranaire ainsi qu’une augmentation 

de l’influx calcique (Dadi et al., 2014). Chez la souris, l’invalidation des canaux TASK-1 

spécifiquement dans les cellules β conduit à une augmentation de l’influx calcique et de la 

sécrétion d’insuline induits par le glucose, ainsi à qu’une meilleure tolérance au glucose (Dadi 

et al., 2014).  

Une seule étude, réalisée par l’équipe, met en évidence la présence de courants TREK-

1 dans la lignée β pancréatique β-TC3, grâce à l’outil découvert par le laboratoire, la spadine 

(Mazella et al., 2010). En effet, les courants TREK-1 activés par l’AA sont inhibés par la spadine 

(Mazella et al., 2010). L’équipe a également montré la présence de la sortiline, l’un des 

partenaires des canaux TREK-1, dans les ilots de Langerhans murins et deux lignées de cellules 

β, les cellules β-TC3 et Ins-1E (Beraud-Dufour et al., 2009; Coppola et al., 2008; Mazella et al., 

2010). Cependant, aucune étude à ce jour ne s’est intéressée à l’implication des canaux TREK-

1 dans la physiologie des cellules β du pancréas et aux effets de la spadine sur la sécrétion de 

l’insuline. 
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Figure 31 : La spadine pourrait moduler la sécrétion d’insuline des cellules β grâce à un 

effet sur le canal TREK-1. 

 En reprenant l’hypothèse postulée par l’équipe en 2012 (Figure 31), l’objectif de ce 

premier travail est d’abord de caractériser l’expression du canal TREK-1 dans les cellules β 

du pancréas et dans la lignée β pancréatique Min6. Par la suite, il convient d’étudier le rôle 

du canal TREK-1 dans la sécrétion d’insuline. La spadine a été utilisée comme inhibiteur des 

courants TREK-1 activés par l’AA. Les conséquences d’un tel traitement sur le potentiel de 

membrane, les flux calciques et la sécrétion d’insuline induite par le KCl ont été analysées. 
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Résultats 

 

 

Potentiation of calcium influx and insulin secretion in pancreatic beta cell 

by the specific TREK-1 blocker Spadin 
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Abstract 

 

Inhibition of the potassium channel TREK-1 by spadin is currently thought as a 

promising therapeutic target for the treatment of human depression. Since these channels are 

expressed in pancreatic beta cells, we investigated their role in the control of insulin secretion 

and glucose homeostasis. In this study, we confirmed the presence of TREK-1 channels in the 

insulin-secreting MIN6-B1 beta cell line and in mouse islets. We found that spadin inhibited 

arachidonic acid-activated TREK-1 currents and potentiated insulin secretion induced by 

depolarizing chloride potassium. This potentiating effect was associated with some changes in 

the cell membrane potential. Indeed, inhibition of TREK-1 channels by spadin shifted the 

resting potential towards more depolarizing potential (ΔVm ≈ 13mV) and increased the 

intracellular calcium concentration. In mice, spadin improved glucose tolerance, likely by 

increasing the plasma insulin level induced by glucose, which is consistent with its secretagogue 

effect on insulin secretion observed in vitro. This work identifies spadin as a novel player for 

the control of insulin secretion and glucose homeostasis.  

 

Keywords: TREK-1 channels, insulin secretion, spadin. 

 

Introduction 

 

Insulin secretion induced by pancreatic beta cells is critical for glucose homeostasis. 

Currently, the insulin secretagogue, glibenclamide (glib), and the glucagon like-peptide 1 

(GLP1) mimetic, exendin4 (ex4), two treatments for diabetes, are efficient but have a lot of side 

effects (hypoglycaemia, digestive troubles, etc…) [1, 2]. For these reasons, development of new 

therapeutic strategies improving the beta cell function may be a key factor in the treatment of 

diabetes. Glucose-induced insulin secretion relies on potassium (K+) current-dependent plasma 

membrane depolarization [3, 4]. Indeed, high glucose concentration causes the closure of ATP-

sensitive K+ channels, preventing K+ efflux and then, the depolarization of beta cells [5-7]. As 

a consequence, the voltage-dependent calcium channels open, allowing calcium influx involved 

in the exocytosis of insulin-containing granules [8]. 

Cell membrane depolarization is also regulated by other K+ channels that are the 

mechano- and temperature-sensitive, including two pore domain (K2P) channels, such as 

TREK-1, TREK-2 and TRAAK [9-11]. TREK-1, the first mechano-activated K+ channel to be 
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identified [12], is activated by polyunsaturated fatty acids and volatile anesthetics [10, 11]. 

TREK-1 is efficiently inhibited by intracellular increase of cAMP level and protein kinase A 

(PKA) activation, that leads to the phosphorylation of the serine 333 in the cytoplasmic terminal 

region of the channel [13, 14]. This inhibitory effect is also observed after agonist stimulation 

of the β-adrenergic receptors, known to increase intracellular cAMP concentration [15]. Incretin 

hormones, like gastric inhibitory polypeptide (GIP), GLP1 and ex4, activate PKA by increasing 

the intracellular cAMP level, which can lead to the phosphorylation of key proteins and the 

potentiation of glucose-induced insulin exocytosis [16, 17].  

Recently, we identified a peptide named spadin (SPA), which is a partial sequence of 

the propeptide released from the maturation of sortilin, as a new class of highly effective and 

fast acting antidepressant (AD). Sortilin is a class 1 receptor involved in the sorting of several 

membrane proteins, including TREK-1 channels [18]. The AD action of SPA is triggered 

through the inhibition of the TREK-1 channel activity. We previously observed that TREK-1 

was expressed in the pancreatic beta cell line β-TC3 [18]. The aim of this work was to study 

the role of TREK-1 channels and its selective blocker SPA in the regulation of insulin secretion. 

 

Materials and Methods 

 

Animals for in vivo experiments 

All experiments were performed according to policies on the care and use of laboratory 

animals of European Community Legislation. The local Ethics Committee approved the 

experiments (protocol number 00893.02). For at least one week before experiment, C57Bl/6J 

male mice (8 to 10 weeks old, 24-28g) were bred under standard conditions, on a 12 h light-

dark cycle, a temperature of 21 ± 2°C and a humidity of 60-70%, and with food and water 

available ad libitum. 

 

Cell culture 

Mouse insulin-secreting MIN6-B1 cells (passages 35-45) were cultured at 37°C in a 

humidified atmosphere containing 5% CO2, in DMEM containing 15% foetal calf serum (FCS), 

1mM sodium pyruvate, 2mM glutamate, 50mM 2-mercaptoethanol, 100units/mL penicillin, 

and 100mg/mL streptomycin. For Fura-2AM experiments, cells were plated at a density of 

1.5x105cells/mL, onto 25-mm poly-D-Lysine-coated glass coverslips. For the 
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electrophysiological experiments MIN6-B1 cells were plated at a density of 20,000cells/35-mm 

dishes. Cell membrane potentials were recorded on MIN6-B1 cells after 2-6 days of culture.  

 

Electrophysiological experiments 

MIN6-B1 cells were incubated 45min with a solution of K+ blockers (10mM tretraethyl 

ammonium, 3mM 4-aminopyridine, 50nM charybdotoxin, 100nM apamin and 10mM 

glibenclamide).  

I-V curves and membrane potentials of MIN6-B1 cells were recorded 45min after 

incubation in basal conditions (control), in the presence of arachidonic acid (AA, 10mM) and/or 

SPA (10-6M), or in the presence of glib (10-6M). Membrane potentials of MIN6-B1 cells were 

recorded 45min in the presence of 2mM glucose (alone) or 20mM glucose supplemented with 

SPA (10-7M) or ex4 (10-7M).  

After the incubation periods (2*45min), cells were patched and membrane potentials 

were immediately measured using the whole cell patch clamp technique [19]. Each membrane 

potential was evaluated using a RK 400 patch clamp amplifier (Axon Instrument, USA), low-

pass filtered at 3 kHz and digitized at 10 kHz using a 12-bit analog-to-digital converter digidata 

(1322 series, Axon Instrument, USA). Patch clamp pipettes were pulled using vertical puller 

(PC-10, Narishige) from borosilicate glass capillaries and had a resistance of 3-5 MΩ. The bath 

solution contained 150mM NaCl, 5mM KCl, 3mM MgCl2, 1mM CaCl2 and 10mM 

HEPES/NaOH, pH 7.4. The pipette solution contained 155mM KCl, 3mM MgCl2, 5mM EGTA 

and 10mM HEPES/KOH, pH 7.2. All experiments were performed at room temperature. Data 

acquisition was carried out using the commercial software and hardware pClamp 8.2. Values 

of membrane potentials are expressed in mV, as mean ± standard error of the mean (SEM). 

 

Measurement of cytosolic calcium 

The cytosolic calcium was measured using the Fura-2AM loading protocol, as 

previously described [20]. Loaded cells were visualized under an inverted epi-fluorescence 

microscope (AxioObserver, Carl Zeiss, France) using a Fluor 40x/1.3 oil immersion objective. 

The intracellular Fura-2AM was sequentially excited at 340 and 380nm with a Xenon lamp 

through a high-speed multi-filter wheel. For each excitation wavelength, the fluorescence 

emission was discriminated by a same 400 LP dichroic mirror and a 510/40 bandpass filter. 

Fluorescence images were acquired every 10sec on an EMCCD camera (Cascade 512, Roper 

Scientific, Evry, France). Calcium images analysis were made using MetaMorph and Metafluor 
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software (Universal Imaging). Fura-2AM fluorescence intensities were expressed as changes 

relative to the initial fluorescence ratio (F340/380). 

 

Islets preparation 

Mouse islets were isolated by hand-picking after collagenase digestion of pancreas, as 

previously described [21], and were maintained overnight in DMEM containing 10% FCS, 

10mM HEPES pH 7.4, 1mM sodium pyruvate, 100units/mL penicillin, and 100mg/mL 

streptomycin, 50μM 2-mercaptoethanol and 11mM glucose. 

 

Measurement of insulin secretion and cellular content 

For insulin secretion and cellular concentrations, MIN6-B1 cells (5x105 cells per well) 

or isolated pancreatic islets (20 islets per well) were incubated 45min in the absence or in the 

presence of SPA (10-7M) at 37°C in control conditions (2.8mM glucose and 5mM KCl) or in 

stimulating conditions (30mM KCl). The level of insulin was measured using an ELISA-kit 

(Mercodia), as already described [22]. 

 

Immunocytochemistry 

MIN6-B1 cells were plated on poly-D-Lysine-coated glass coverslips. Cells were pre-

incubated for 10min in Phosphate-Buffered Saline (PBS) and then fixed for 20min with 4% 

paraformaldehyde in PBS at room temperature. Coverslips were rinsed twice with PBS and 

incubated with 50mM NH4Cl in PBS for 10min, to quench excess of free aldehyde groups. 

After incubation for 20min in PBS containing 3% horse serum (HS) and 0.1% Triton X100, 

cells were incubated with a rabbit polyclonal anti-TREK-1 (1/200, Millipore) or a mouse 

monoclonal anti-chromogranin (1/400, Santacruz) for 2h at room temperature in PBS 

containing 0.5% HS and 0.1% Triton-X100. Cells were rinsed three times in PBS and incubated 

for 45min at room temperature with a Texas-Red-conjugated donkey anti-rabbit antibody 

(1/400, Invitrogen) or a FITC-conjugated donkey anti-mouse antibody (1/400, Invitrogen) in 

PBS containing 0.5% HS and 0.1% Triton-X100. After two washes with PBS and one with 

water, coverslips were mounted on glass slides with mowiol for confocal microscopy imaging. 

Immunofluorescence of confocal images was analysed using ImageJ 1.4.3.67 software (W.S. 

Rasband, National Institute of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij/). 
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Intraperitoneal glucose tolerance tests (IPGTTs) 

Mice were fasted overnight (16h) before the IPGTT, with water available ad libitum. 

Twenty minutes before the beginning of the IPGTT, 100µL of NaCl (0.9%) or SPA (10-5M) 

were i.v. injected. Glucose injection (1g/kg glucose) was performed into the peritoneal cavity 

of 6 to 8 mice for each experimental group. Blood samples (100μl) were collected from the tail 

vein, before SPA or NaCl injections (basal glycaemia), and at 10, 20, 30, 60, 90 and 120min 

after glucose injection. Insulin levels were measured using an ELISA-kit, as previously 

described [22].  

 

Statistical Analysis 

Data are expressed as means ± SEM. Statistical significance was evaluated with Student 

t-test, performed using GraphPad Prism software. 

 

Results 

 

SPA modulates insulin secretion by MIN6-B1 cells 

Previous studies indicate the presence of sortilin in mouse islets and in -TC3 cells. 

Interestingly, TREK-1 channels are also expressed in -TC3 cells [18, 23]. First, we 

investigated whether TREK-1 channel is also expressed in our models (mouse islets and MIN6-

B1 cells), using immunocytochemical and immunohistological approaches. As shown in Figure 

1, TREK-1 is indeed expressed in mouse islets (Fig. 1A), visualized by insulin 

immunoreactivity staining, and in the insulin-producing MIN6-B1 cells (Fig. 1B), mostly at the 

plasma membrane (arrows).  

The expression of both TREK-1 channels and sortilin in beta cells and in mouse islets 

prompted us to investigate the role of the propeptide-related peptide SPA on insulin secretion. 

Under basal conditions (5mM KCl and 2.8mM glucose), SPA (10-7M, 45min) did not modify 

the level of secreted insulin neither in isolated mouse islets nor in MIN6-B1 cells (Fig. 2). In 

contrast, SPA potentiated KCl-induced insulin secretion, both in mouse islets (from 19.2 ± 

0.72g/L to 27.47 ± 0.35g/L, p<0.001) (Fig. 2A) and in MIN6-B1 cells (from 297.5 ± 

2.92g/L to 427.7 ± 20.58g/L, p<0.05) (Fig. 2B).  

 

 

 



 
66 

SPA controls the resting membrane potential of MIN6-B1 cells. 

The resting membrane potential of neuronal cells is known to be maintained by TREK-

1 channels, on which SPA exerted a potent effect [24]. Therefore, we postulated that these 

channels could act as modulators of beta cell excitability. To answer this question, we studied 

the effects of SPA on K+ currents recorded in MIN6-B1 cells using the whole cell patch clamp 

technique. As shown in Fig. 3A, TREK-1 channel activity in MIN6-B1 cells was stimulated by 

AA (10µM) and SPA (10-6M) inhibited AA-activated TREK-1 currents. The effect of SPA is 

summarized in Fig. 3B. A difference of membrane potential is observed between SPA-treated 

cells and control cells. Thus, the membrane potential is shifted towards more depolarized 

potential in SPA-treated cells (ΔVm = 12.6 ± 2.02mV, n=15, p<0.001). As a control, we 

observed that the KATP channel blocker, glib, has a similar effect on the membrane potential 

than SPA (p<0.001) (Fig. 3B).  

We have also tested the effect of high glucose concentration on membrane potential. 

MIN6-B1 cells treated with 2mM glucose have a membrane potential of -60.00 ± 1.0mM. We 

observed a strong and robust depolarization when MIN6-B1 cells were incubated in presence 

of 20mM glucose (Vm(G20) = -48.71 ± 2.38mV) (Fig. 3C). Interestingly, SPA effects were 

additive to those observed with 20mM glucose (Vm(G20+SPA) = -32.00 ± 1.83mV, p<0.001) (Fig. 

3C left). A similar additive effect was observed with the GLP1 receptor agonist ex4 (10-7M) in 

the presence of 20mM (Vm(G20+ex4) = -37.60 ± 2.50mV, p<0.05).  

 

Effect of SPA on intracellular calcium concentration 

As previously described in INS-1E beta cells [20], SPA (10-7M) induced a calcium 

influx in MIN6-B1 cells (Fig. 4A), which did not return to the basal level (0.46 ± 0.01) after 

washing it out (0.69 ± 0.032, after SPA treatment). Since SPA has an effect on insulin release, 

this compound might act as an incretin hormone, known to activate the PKA signalling 

pathway. To test this, we compared the effects of ex4 with those of SPA (Fig. 4B-4C). SPA, as 

well as ex4, induced an increase of calcium influx (Fig. 4B). Interestingly, the rise of calcium 

concentration was similar when SPA was incubated in the presence or in the absence of ex4 

(Fig. 4C). In order to determine a role of the intracellular cAMP concentration on the amplitude 

of SPA action, we tested the effect of various concentrations of the cAMP long-acting analogue, 

8-Br-cAMP. At low concentration (5mM), this analogue slightly increased calcium influx, 

which was enhanced by SPA (10-7M) (Fig. 4D); whereas, a higher concentration of this latter 

(50mM) induced a strong and rapid increase of cytosolic calcium, which was insensitive to SPA 
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(Fig. 4E). These results are agreement with an activation of PKA signalling pathway induced 

by SPA. 

To confirm this, we tested the effect of H89, a PKA activity inhibitor, on SPA- and ex4-

increased calcium influx. As expected, ex4-increased calcium influx was inhibited by H89 

inhibitor; whereas SPA-increased calcium was insensitive to it (Fig. 4F). This shows that SPA-

induced calcium influx is independent of the PKA signalling pathway. 

 

Administration of SPA improves glucose tolerance in mice. 

To define the role of SPA on regulation of glycaemia, we made an intraperitoneal 

glucose tolerance test (IPGTT) on mice injected with SPA (10-5M) or with a saline (0.9% NaCl) 

solution. In saline-injected mice, we observed a classical glycaemic response (Fig. 5A, black 

dots). The blood glucose concentration increased in the first 30min, with a maximum of 404.1 

± 16.32mg/dL (n=9), and returned to the basal level after 120min (Fig. 5A, black dots). In SPA-

injected mice, the glucose response has a similar profile to saline-injected mice (Fig 5A, black 

squares). However, the maximal blood glucose concentration at 30min (332.6 ± 31.26mg/dL, 

n=7) is almost 10 times smaller than that of saline-injected mice (p<0.05) (Fig. 5A, black 

squares). Moreover, the glycaemia of SPA-injected mice (229,3 ± 20,55mg/dL) remained 

statistically lower than saline-injected mice at 60min (314,8 ± 26,04mg/dL) (p<0.05) (Fig. 5A). 

Finally, the area under the curve (AUC) is decreased approximately by 28% in the SPA 

condition, compared to saline (Sal) condition (Fig. 5B, p<0.05). This data suggests that SPA 

may improve glucose tolerance, which may be due to an increase of insulin release in the blood. 

To test this hypothesis, we measured both blood glucose and insulin levels in SPA- and 

saline-injected mice, at time 0 (t0) and 20min after glucose injection (t20) (Fig. 5C-5D). We 

confirmed that SPA significantly decreased glycaemia at t20 (p<0.01) (Fig. 5C). We also 

showed that SPA increased glucose-induced insulin secretion in serum, but not significantly 

(from 0.21 ± 0.037g/L to 0.37 ± 0.15g/L) (p=0.32) (Fig.5D). 

 

Discussion 

 

The absence of available efficient and harmless treatments for diabetes leads 

pharmaceutical companies to develop new and safer drugs [25]. Initially, SPA, a TREK-1 

channel blocker, was developed to treat mood disorders. One major advantage of SPA is its 

absence of toxicity and long-lasting central side effects [26, 27]. Since SPA prevents the 
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inhibiting TREK-1 channel effect in pancreatic β-TC3 cells [18], we hypothesize that this 

compound may regulate insulin secretion, and could be a good candidate in the treatment of 

diabetes. For these reasons, we investigated the role of SPA in the glucose homeostasis to 

confirm that this compound does not display any undesirable peripheral action [26]. In this 

work, we show that SPA play a role in the regulation of glucose homeostasis.  

In some instance, pancreatic islets can be compared to neurons. Indeed, beta cells secrete 

insulin after stimulation-induced membrane depolarization. This secretion process is controlled 

by the ATP-sensitive K+ channels, which are targets for the treatment of type 2 diabetes. The 

background two-pore K+ channel, TREK-1, could also be a key target for regulation of the 

membrane potential. Indeed, in neurons, TREK-1 channels control the signalling of 5-HT and 

GABA, and SPA, as a new TREK-1 channel blocker, improves brain functions [24, 28]. Here, 

we show that TREK-1 channels are expressed in endocrine pancreas (Fig. 1), and SPA 

potentiates KCl-stimulated insulin secretion both in mouse islets and in MIN6-B1 cells (Fig. 

2). Using the MIN6-B1 beta cell line, we observed that SPA induces a membrane 

depolarization, similar to glib and ex4 (Fig. 3). We also showed that SPA increases intracellular 

calcium concentration (Fig. 4), which might facilitate insulin secretion. Since SPA increases 

KCl-induced insulin secretion, we hypothesized that this peptide could act as an incretin 

hormone, by increasing the intracellular cAMP concentration or by inhibiting TREK-1 channel 

activity. We observed that SPA effects are not additive to those of ex4, which suggests that both 

peptides act through the same signalling pathway. However, ex4-induced calcium influx is 

inhibited by the PKA activity inhibitor H89; whereas SPA-induced calcium influx is not. These 

results indicate that SPA action is not mediated by PKA, and is likely due to the inhibition of 

TREK-1 channel activity.  

Finally, we observed that SPA improves glucose tolerance, since the blood glucose level 

in SPA-injected mice is always lower than in saline-injected mice. Moreover, SPA increases 

glucose-induced insulin secretion, but not significantly. This last result might be due to a more 

complex physiological regulation, involving an integrated system, and/or a more rapidly SPA 

degradation. 

In conclusion, this work shows for the first time a potential role of TREK-1 channels in 

beta cell function. SPA-inhibited TREK-1 currents could improve beta cell function in vivo and 

therefore could be a promising therapeutic strategy for improving insulin secretion in diabetes. 
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Figure legends 

 

Figure 1: TREK-1 channels are present in insulin-expressing cells 

(A) Immunohistochemistry of isolated mouse pancreatic islets, labelling with antibodies anti-

TREK-1 channels (1/400) and anti-insulin (1/1000), as described in Materials and Methods. (B) 

Immunocytochemistry of MIN6-B1 cells, labelling with primary antibodies anti-chromogranin 

A (for secretory granules labelling) and anti-TREK-1 channels, as described in Materials and 

Methods, and DAPI for nucleus labelling. Merged image is shown on the right panel. Arrows 

indicated the plasma membrane labelling obtained with the TREK-1 antibody.  

 

Figure 2: SPA effects on insulin secretion in isolated mouse islets and MIN6-B1 cells. 

(A) Isolated mouse islets were incubated at low (5mM) or high (30mM) KCl concentrations, in 

the presence (+) or in the absence (-) of SPA (10-7M) for 45min. (B) MIN6-B1 cells were 

incubated at low (5mM) or high (30mM) KCl concentrations, in the presence (+) or in the 

absence (-) of SPA (10-7M) for 45min. The insulin concentration was normalized as the ratio of 

secreted insulin/intracellular insulin, and expressed in µg/L. Each value is the mean ± SEM 

from 3 independent experiments (*p<0.05, ***p<0.001). 

 

Figure 3: SPA effects on the TREK-1 channel activity, in MIN6-B1 cells. 

(A) Whole-cell currents were measured in MIN6-B1 cells in presence of K+ blocker solution, 

as described in Materials and Methods. MIN6-B1 cells were clamped at -80mV and voltage 

changes were applied by ramp from -100 to +50mV. Native currents were recorded 1h after 

incubation in control conditions (grey line) or after stimulation of TREK-1 currents by 10mM 

of arachidonic acid (AA) (dark grey line) and/or in the presence of 10-6M SPA (dark line). 
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(B) Membrane potentials were obtained in the control conditions and in the presence of SPA 

(10-6M) or glib (10µM). The difference of membrane potential between SPA-treated cells and 

control cells was Vm = Vm(Control) - Vm(SPA) = 12.6 ± 2.02mV (n=15) (***p<0.001). 

(C) MIN6-B1 cells incubated with 2mM glucose (white bar), or with 20mM glucose in the 

absence (black bar) or in the presence of SPA (10-7M, medium grey bar) or ex4 (10-7M, light 

grey bar). The difference of membrane potential between low glucose (G2) 

concentration-treated cells and high glucose (G20) concentration-treated cells was 

Vm = Vm(G2) - Vm(G20) = 11.26 ± 1.91mV (n=7). At 20 mM glucose, the difference of membrane 

potential between ex4-treated cells and untreated cells was Vm = Vm(G20+ex4) - Vm(G20) = 

11.11 ± 3.53mV (n=5). At 20 mM glucose, the difference of membrane potential between SPA-

treated cells and untreated cells was Vm = Vm(G20+SPA) - Vm(G20) = 16.71 ± 3.48mV (n=4, 

*p<0.05, ***p<0.001)  

 

Figure 4: SPA effects on cytosolic calcium variations 

Intracellular calcium concentrations were measured using the Fura-2AM in MIN6-B1 cells. (A) 

At low glucose concentration (5mM), SPA (10-7M) induced an increase of cytosolic calcium 

concentration (n=18). (B) MIN6-B1 cells were successively stimulated with KCl (25mM), ex4 

(10-7M), SPA (10-7M), ex4 and glucose (20mM) (n=17). (C) MIN6-B1 cells were stimulated 

with SPA (10-7M), in the absence or in the presence of ex4 (10-7M) (n=49). (D) MIN6-B1 cells 

were incubated with a low concentration of 8-Br-cAMP (5mM), in the absence or in the 

presence of SPA (10-7M) (n=48). (E) MIN6-B1 cells were incubated with a high concentration 

of 8-Br-cAMP (50mM), in the absence or in the presence of SPA (10-7M) (n=12). (F) MIN6-

B1 cells were incubated with SPA (10-7M) or ex4 (10-7M), in the absence or in the presence of 

H89 inhibitor (1μM), a PKA activity inhibitor (n=38). Calcium profiles are representative from 

3 independent experiments, represents the number of cells. 

  

Figure 5: Effects of SPA on glycaemic response during IPGTT in mice 

(A) Mice were i.v. injected with NaCl (saline, black dots, n=9) or SPA (10-5M, black squares, 

n=7). Glycaemia was measured between 0 and 120 minutes after glucose injection. (B) The 

area under the curve (AUC) was calculated using Prism software from the mean of all 

independent IPGTT graph. (C) Glycaemia of SPA- or NaCl-injected mice (n=7-8, respectively) 

was measured from blood samples collected at time 0 (t0) and 20min (t20) after i.p. glucose 

injection. (D) Plasma insulin concentration of SPA- or NaCl-injected mice (n=7-8, respectively) 
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was measured from the same blood sample described above, at time 0 (t0), 20min (t20) after 

i.p. glucose injection (*p<0.05, **p<0.01). 
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Figure 3:  
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Figure 4:  
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Figure 5: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
79 

Discussion 

 Cette étude illustre pour la première fois l’implication du canal TREK-1 dans le 

fonctionnement de la cellule β. En effet, ce canal est exprimé dans les ilots de Langerhans de 

souris et dans les cellules Min6 (figure 1 de l’article). La spadine, l’inhibiteur des courants 

TREK-1, induit une dépolarisation membranaire des cellules Min6, que ce soit à bas ou haut 

glucose, stimule l’influx calcique indépendamment de la PKA et potentialise la sécrétion 

d’insuline induite par le KCl (respectivement figures 3, 4 et 2 de l’article). In vivo, l’injection de 

spadine chez des souris améliore la tolérance au glucose, ce qui semble associé à une 

augmentation de l’insuline circulante (non significatif) (figure 5 de l’article). Ces résultats, bien 

que prometteurs, nécessitent des études complémentaires afin de confirmer l’implication des 

canaux TREK-1 dans la sécrétion d’insuline et décrire les mécanismes sous-jacents.  

 
Figure 32 : Effet de la spadine sur la sécrétion d'insuline induite par le glucose des cellules 

Min6. 
Les cellules Min6 sont incubées en conditions basale ([glucose] = 2 mM) ou stimulante 
([glucose] = 20 mM), en l’absence (-) ou en présence (+) de spadine (10-7 M) pendant 45 
minutes. La concentration d’insuline libérée est mesurée à l’aide du kit ELISA Ultrasensible 
Mercodia et normalisée par la quantité totale de protéines. Chaque valeur est représentée par 
sa moyenne +/- SEM, n = 3. 

 Dans un premier temps, il est nécessaire de montrer que la spadine potentialise la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose de façon significative. En effet, la stimulation au KCl 

induit une dépolarisation forcée de la membrane plasmique des cellules Min6, conduisant à 

l’exocytose des vésicules situées juste sous la membrane plasmique. Dans ce cas, la sécrétion 

d’insuline est monophasique. Des expériences préliminaires réalisées au laboratoire sur les 
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cellules insulino-sécrétrices Min6 suggère que la spadine potentialise la sécrétion d’insuline 

induite par le glucose (Figure 32).  

 Dans un deuxième temps, il faut valider l’hypothèse selon laquelle le canal TREK-1 est 

la seule cible de la spadine dans les cellules β du pancréas. En effet, la spadine n’a pas d’effet 

sur les autres canaux K2P (Moha Ou Maati et al., 2012). En revanche, la sortiline est exprimée 

dans les ilots de Langerhans murins et les lignées de cellules β (Beraud-Dufour et al., 2009; 

Coppola et al., 2008; Mazella et al., 2010). On ne peut donc pas exclure un effet de la spadine 

sur la sortiline seule ou associée à l’un de ses partenaires, comme c’est le cas dans les cellules 

β-TC3 (Beraud-Dufour et al., 2009). Pour le confirmer, l’institut dispose des deux modèles de 

souris invalidées pour le canal TREK-1 (TREK-1-/-) ou pour la sortiline (NTSR3-/-). La réalisation 

d’un test de tolérance au glucose sur ces souris, injectées ou non avec la spadine, permettra 

d’identifier la ou les cible(s) de la spadine. In vitro, l’utilisation de petits ARN interférents 

dirigés contre la sortiline ou contre le canal TREK-1 permettra également de quantifier l’impact 

de l’invalidation génétique de ces deux protéines sur la sécrétion d’insuline induite par le 

glucose dans la lignée β pancréatique Min6. 

 Dans un troisième temps, la compréhension des mécanismes moléculaires est une 

étape clé dans l’étude des effets de la spadine sur la sécrétion d’insuline des cellules β. L’étude 

présentée ici montre que l’exendine-4, un analogue du GLP-1-R, et la spadine induisent une 

dépolarisation membranaire des cellules Min6 en présence de glucose, ainsi qu’une 

augmentation de l’influx calcique (respectivement figures 3C et 4A-C de l’article). De plus, seul 

l’effet de l’exendine-4 est sensible au H89, un inhibiteur de l’activité de la PKA (figures 4F de 

l’article). Enfin, l’influx calcique induit par la spadine est lié de la concentration en AMPc : 

l’effet de la spadine est faible si la concentration en AMPc est élevée, et inversement (figures 

D-E de l’article) (Figure 33). D’après les informations obtenues dans la littérature, la 

phosphorylation du canal TREK-1 par la PKA (elle-même activée par l’augmentation de la 

concentration en AMPc) provoque sa fermeture (Murbartian et al., 2005). L’exendine-4 est un 

peptide synthétique qui mime les effets des hormones incrétines : il provoque une 

augmentation de la concentration en AMPc dans la cellule β et l’entrée de Ca2+, ce qui 

potentialise la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Goke et al., 1993; Kang et al., 2001) 

(Figure 9, Figure 33). L’exendine-4 et la spadine ont donc les mêmes effets sur le potentiel de 

membrane, l’influx calcique et la sécrétion d’insuline des cellules β, mais les voies de 

signalisation mises en jeu sont différentes. Les effets de l’exendine-4 pourraient passer par la 
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phosphorylation du canal TREK-1 grâce à l’activation de la PKA, alors que ceux de la spadine 

seraient liés à un blocage mécanique du pore ou à un changement de conformation du canal, 

tel que cela est illustré dans la Figure 33.  

 
Figure 33 : Les effets de l’exendine-4 (Ex4) et de la spadine (SPA) sur l'activité des canaux 

TREK-1. 

La stimulation de cellules, co-transfectées avec le canal myc-TREK-1 et le GLP-1-R, avec 

l’exendine-4 ou la spadine, suivie d’une immunoprécipitation du canal TREK-1 tagué et de la 

révélation des sérines phosphorylées, permettraient de confirmer l’hypothèse selon laquelle 

l’exendine-4 induit la phosphorylation du canal TREK-1, contrairement à la spadine. Le 

laboratoire dispose également de plusieurs mutants du canal TREK-1, constitutivement 

phosphorylés (la sérine est remplacée par l’aspartate (D)) ou non phosphorylables (la sérine 

est remplacée par l’alanine (A)) sur les sérines 300 et 333. L’étude des effets de la spadine sur 

ces mutants pourraient apporter des informations quant au mécanisme moléculaire engendré 

par la spadine. Les mutants S300D et S333D qui miment la phosphorylation sont en 

conformation fermée et ne devraient pas être affectés par la spadine. A l’inverse, les courants 

engendrés par les mutants non phosphorylables, en conformation ouverte, devraient être 

affectés par la spadine, mais pas par l’exendine-4.  
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 En résumé, cet article illustre pour la première fois l’implication potentielle du canal 

TREK-1 dans la sécrétion d’insuline par les cellules β, ainsi que les effets de la spadine. Ces 

résultats nécessitent des analyses complémentaires afin de montrer que le canal TREK-1 est 

la seule cible de la spadine et d’identifier les mécanismes moléculaires qui en découlent. Dans 

ces circonstances, la spadine pourrait devenir un nouveau traitement du diabète de type 2, 

en tant que peptide synthétique qui, telle une hormone incrétine, potentialise la sécrétion 

d’insuline induite par le glucose. 
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Partie 2 : Etude des mécanismes de production et de 

libération du PE, et des effets de la spadine sur le 

modèle adipocytaire 

Introduction 

 La sortiline est fortement exprimée dans les tissus insulino-sensibles tels que le muscle 

squelettique et le tissu adipeux blanc (Lin et al., 1997). Son expression dans les adipocytes et 

les cellules musculaires squelettiques est fortement stimulée au cours du processus de 

différentiation, puisqu’elle contribue à elle seule à la biogenèse des IRV et à l’acquisition de la 

sensibilité à l’insuline (Ariga et al., 2008; Morris et al., 1998; Shi and Kandror, 2005). De plus, 

sous l’effet de l’insuline, la sortiline est transférée à la membrane plasmique en même temps 

que Glut4 (Lin et al., 1997; Morris et al., 1998). Compte tenu de ces données bibliographiques, 

l’équipe a émis l’hypothèse selon laquelle le transfert de la sortiline à la membrane plasmique 

est associé à la libération du PE dans le milieu extracellulaire (Figure 34). Le PE ainsi libéré 

pourrait agir de façon autocrine en interagissant avec la sortiline et/ou de façon paracrine sur 

les tissus cibles exprimant la sortiline, le canal TREK-1 ou un autre récepteur encore non-

identifié (Figure 34).  

 
Figure 34 : Sous l'effet de l'insuline, les cellules insulino-sensibles pourraient libérer le PE 

dans la circulation. 

Le premier objectif de cet article est de caractériser les mécanismes de production et 

de libération du PE au sein de la lignée adipocytaire 3T3-L1, lors de l’adipogenèse et soumise 

à des conditions inflammatoires et d’insulino-résistances. Le deuxième objectif consiste à 
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identifier les effets de son analogue synthétique, la spadine, sur le stockage de glucose, la 

fonction principale des adipocytes.  
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Matériels et méthodes : le dosage AlphascreenTM 

La concentration en PE présent dans les échantillons est quantifiée par une technique 

de dosage originale, mise au point par l’équipe et basée sur la technologie AlphaScreenTM 

développée par la société Perkin Elmer (Mazella et al., 2010). Le principe de ce système, 

détaillé ci-dessous, est basé sur la transmission d’un signal luminescent entre une bille 

donneuse et une bille acceptrice distantes de moins de 200 nm (Figure 35).  

 
Figure 35 : Principe du dosage du PE selon la technique AlphascreenTM. 

(A) En l’absence de PE dans l’échantillon, le signal est transmis entre la bille donneuse (D) et la 
bille acceptrice (A). (B) Le PE présent dans l’échantillon entre en compétition avec la spadine 
biotinylée pour l’anticorps anti-PE. (C) Courbe étalon représentant le pourcentage d’intensité 
du signal en fonction du logarithme de la concentration en spadine. IC50 ≈ 2,3nM. 
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L’anticorps dirigé contre le PE (il reconnait également la spadine avec la même affinité) 

est couplé à une bille acceptrice (A) (Figure 35). La bille donneuse (D) est couplée à la 

streptavidine (Figure 35). Cette technique est basée sur la compétition entre la spadine 

biotinylée et le PE présent dans l’échantillon. Lorsque l’échantillon est dépourvu de PE, 

l’anticorps reconnait uniquement la spadine biotinylée, la distance entre les deux billes est 

inférieure à 200 nm, l’intensité du signal est maximale (Figure 35A). Lorsque l’échantillon 

contient du PE, la compétition de ce dernier avec la spadine biotinylée pour l’anticorps induit 

un éloignement des deux billets et une perte de signal (Figure 35B). Grâce à une courbe étalon, 

nous pouvons déterminer la concentration en PE de l’échantillon à partir de l’intensité du 

signal (Figure 35C).  
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ABSTRACT  

 

Sortilin, a type 1 receptor, is involved in the trafficking of membrane proteins, including 

the glucose transporter Glut4, and is expressed in white adipose tissue. The maturation of 

sortilin leads to the release of the propeptide (PE), a ligand of sortilin. Recently, we have 

identified a shorter analogue of PE, spadin, which is a potent antidepressant in mice. In this 

study, we investigated whether the expression of sortilin was correlated with the production of 

PE during adipocyte differentiation, insulin resistance and inflammation, and then, the effect of 

spadin on the adipocyte function. We found that sortilin, PE and VAMP2, a specific marker of 

Glut4-containing vesicles, are co-localized in 3T3-L1 adipocytes. We also showed a correlation 

between the production of PE and the sortilin expression during adipogenesis, TNFα-induced 

inflammation and dexamethasone-induced insulin resistance. Finally, spadin had no effect on 

glucose uptake and insulin-activated signalling pathways. This study indicates that, in 

adipocytes, i) there is a positive correlation between sortilin expression and PE production, and 

ii) the antidepressant spadin has no side effect on glucose storage. 

 

INTRODUCTION  

 

Sortilin is a 95 kDa type-1 membrane protein [1], synthesized as a precursor protein 

(called prosortilin) in the endoplasmic reticulum [2]. In late Golgi compartments and in post-

Golgi vesicles, the prosortilin is converted by furin in sortilin (the mature form), allowing the 

release of a 44-amino acid propeptide (PE) [1; 2]. PE binds to the mature sortilin with high 

affinity (~5 nM) [2]. Sortilin is localized 10% at the plasma membrane and 90% in intracellular 

compartments, which confers it multiple and complex functions [3]. Sortilin is involved in the 

trafficking of several proteins to lysosomes [4] or to the plasma membrane, such as the glucose 

transporter Glut4 and the two-pore-domain potassium channel, TREK-1 [5; 6]. Recently, 

genome-wide association studies have associated sortilin with a risk factor for 

hypercholesterolemia and myocardial infarction [7]. Other studies also suggest a role of sortilin 

in glucose homeostasis, and therefore, in metabolic diseases such as diabetes and obesity. 

Indeed, sortilin is crucial for the formation and the insulin sensitivity of Glut4-containing 

vesicles in adipocytes [3; 5; 8-9].  
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The sortilin maturation occurs in Golgi apparatus, suggesting that the PE might be 

released outside the cells after constitutive and/or stimuli-induced fusion of vesicles with the 

plasma membrane. Evidence suggest that the sortilin expression and the PE production might 

be regulated at the transcriptional and post-translational levels. Indeed, metabolic pathologies 

such as inflammation, insulin resistance and obesity down-regulate the sortilin expression [10-

12]. For example, obesity is associated with a decrease of sortilin mRNA in human liver [11] 

and with an increase of sortilin degradation in mouse liver [12]. In adipocytes and in skeletal 

muscle, obese mice and humans have a down-regulation of sortilin at the mRNA and protein 

levels, probably due to the effect of the pro-inflammatory cytokine TNFα [10].  

Despite all these studies, nothing is known about the production and the release of PE. 

This point is an important issue, especially since we have measured relatively high 

concentration of circulating PE in mouse [6] and human blood (in press). In the latter study, we 

have correlated the level of circulating PE to a depressive pathological state, in human. The 

first aim of this work was to study the regulation of PE expression, its release and its 

physiological function. Since spadin, a shorter analogue of PE, is a fast acting antidepressant in 

preclinical development phase, the second objective of this work is to determine the existence 

of adverse side effect. In this study, we investigated whether the expression of sortilin was 

correlated with the production of PE during adipocyte differentiation, insulin resistance and 

inflammation, as well as the effect of spadin on the adipocyte physiology (glucose uptake and 

insulin-activated signalling pathways). We showed that, in 3T3-L1 adipocytes, the PE 

production is correlated to the sortilin expression during adipogenesis and inflammation, and 

spadin did not induce glucose storage. 

 

MATERIALS AND METHODS  

 

Cell culture  

Mouse 3T3-L1 pre-adipocytes were purchased from American Type Culture Collection 

(Molsheim, France). 3T3-L1 cells were cultured in DMEM high glucose containing 10% calf 

serum, 100units/mL penicillin and 100μg/mL streptomycin at 37°C under a humidified 

condition of 95% O2 and 5% CO2. For differentiation, pre-adipocytes were plated at a 

confluence of 8,000cells/cm². Two days after confluence, differentiation was started using the 

following medium (DMEM high glucose containing 10% foetal bovine serum (FBS), 

100units/mL penicillin, 100μg/mL streptomycin, 0.5mM 3-isobutyl-1-methylxanthine 
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(IBMX), 0.25μM dexamethasone, 0.4μM insulin and 2μM rosiglitazone). At day 2 of 

differentiation, cells were cultured in maintenance medium (DMEM high glucose containing 

10% FBS, 100units/mL penicillin, 100μg/mL streptomycin and 0.4μM insulin). This medium 

was changed every 48 hours. 3T3-L1 adipocytes were used at the 7th day of differentiation.  

 

Membrane protein preparation  

Membrane proteins from 3T3-L1 cells were recovered during differentiation at day 0, 

2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14. To study the effects of TNFα and dexamethasone on protein expression, 

differentiated 3T3-L1 cells (7 days) were incubated for 24, 48 and 72h with 20ng/ml of TNFα 

(Peprotech, Neuilly sur Seine, France) (vehicle = BSA 0.1%) or 1μM of dexamethasone (Sigma 

Aldrich, St Quentin Fallavier, France) (vehicle = absolute ethanol). Cells were lysed with a 

Tris-EDTA (TE) buffer (10mM Tris pH 6.8, 1mM EDTA), sonicated and then centrifuged at 

12,000g for 15min at 4°C. The supernatant was collected to measure the PE concentration. The 

pellet was re-suspended in an appropriate volume of TE in order to measure the protein 

concentration by Bradford assay. 40µg of proteins were solubilized in the following buffer 

(65mM Tris HCl pH 6.8, 0.25mM EDTA, 1% SDS, 0.025% bromophenol blue, 6% glycerol 

and 5% β-mercaptoethanol) and heated 5min at 95°C.  

 

Western Blot analysis  

Western blots were performed according to the method previously described [13]. All 

the antibodies were diluted at 1:1000 and were purchased from Santa Cruz (Heidelberg, 

Germany), except for the anti-phospho-Ampk (1:1000, Ozyme, St Quentin Yvelines, France), 

the mouse monoclonal anti-sortilin (1:1000, BD Transduction Laboratories, Le Pont de Claix, 

France) and the mouse monoclonal anti-β-Actin (1:5000, Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, 

France). Proteins were detected using Luminata Forte Western HRP substrate (Merck 

Chemicals Millipore, Nottingham, United Kingdom) on a Fusion-FX7 imager (Vilber Lourmat, 

Marne La Vallée, France). Quantification of protein level was done using ImageJ software 

(version 1.50i; Wayne Rasband, Washington DC, USA) after normalization with control 

proteins.  

 

PE production and secretion assay  

The PE concentration produced during differentiation of 3T3-L1 cells, after TNFα or 

dexamethasone treatments, or released after insulin stimulation, was quantified using the 

AlphaScreen technology, a bead-based proximity assay, as previously described [6]. Measures 
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were performed on soluble proteins cell fraction, leaving apart insoluble proteins: this 

procedure allowed a discrimination of the mature and the uncleaved forms of PE. 

  

Immunocytochemistry  

3T3-L1 cells were treated using the protocol previously described [13]. Cells were 

immunostained with either a mouse monoclonal anti-VAMP2 (1:2000, Synaptic System, 

Goettingen, Germany), or a rabbit monoclonal anti-sortilin (1:200, Millipore, Molsheim, 

France) or a rabbit polyclonal anti-Glut4 (1:100, Millipore, Molsheim, France). Secondary 

antibodies were used as following: donkey anti-rabbit Alexa594 antibody (1:2000, Invitrogen, 

Carlsbad, USA), donkey anti-mouse Alexa488 antibody (1:2000, Invitrogen, Carlsbad, USA). 

Confocal images were generated using the LSM780 microscope (Zeiss, Le Pecq, France).  

 

2-Deoxy-D-glucose uptake  

3T3-L1 adipocytes were incubated 24 to 72h with TNFα (20ng/mL) or 24h with 

dexamethasone (100nM or 1μM) and then starved 24h in FBS. Cells were washed twice and 

incubated 30min in a glucose-free buffer (140mM NaCl, 5mM KCl, 2.5mM MgSO4, 1mM 

CaCl2, 20mM Hepes/NaOH pH 7.4). For the steady state incorporation, cells were incubated at 

various times with insulin (10nM) or spadin (10nM) in the absence of glucose. Two min before 

the end of incubation, glucose uptake was induced by adding deoxy-D-glucose, 2-[1, 2-3H(N)] 

(1μCi/mL, Perkin Elmer, France). The reaction was stopped by 5 washes using a glucose-free 

ice-cold PBS buffer. For the kinetic incorporation, cells were incubated 5, 15 or 30min with the 

following buffer (5mM glucose, 1μCi/mL deoxy-D-glucose, 2-[1, 2-3H(N)]) and 10nM of 

insulin or spadin or both. The reaction was stopped as above, in the presence of 10mM glucose. 

Cells were then solubilized in a lysis buffer (1% triton X100, 140mM NaCl and 20mM Hepes 

pH 7.4). The incorporated radioactivity was measured using liquid scintillation and quantified 

as the ratio of 3H/total protein. The ratio was expressed as the fold increase compared to the 

control conditions (untreated cells, TNFα (-), Dex. (-)).  

 

Real-Time quantitative RT-PCR analysis  

Total RNAs from 3T3-L1 cells were isolated using the phenol-chloroform extraction 

method [14], with the TRI Reagent buffer (Sigma Aldrich, France), according to the 

manufacturer’s instructions. RNA was purified with the Turbo DNase kit (Invitrogen, France). 

First strand cDNA was then synthesized from 2μg total RNA using the Superscript III reverse 

transcriptase (Invitrogen). Real-time PCR assays (duplicate for each condition) were performed 
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in 96-wells plate on a Light Cycler 480. Primers sequences were detailed in Table 1. The Ct 

value of each interest gene was normalized to the average of the Ct of the reference genes (18S 

RNA, βactin and Tbp): ΔCt = Ctgoi − Ctref, with Ctref = (Ctref1 × Ctref2)*(1/2), goi = gene of 

interest and ref = reference gene. ΔΔCt = ΔCt experimental condition – ΔCt control condition. 

Values were expressed as 2−ΔΔCt normalized with undifferentiated cells or the vehicle treatment 

as control. 

Table 1: Primers used in real-time PCR assays 

 ACCESSION N° FORWARD REVERSE EFFICACY 

18S RNA NR_003278 5’-AGTCCCTGCCCTTTGTACACA-3’ 5’-CGATCCGAGGGCCTCACTA-3’ 2.035 

βactin NM_007393 5’-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3’ 5’-CCTTCTGACCCATTCCCACC-3’ 1.966 

Ntsr3 NM_001271599 5’-CGGATATCACGACGACTCAG-3’ 5’-GAGCCTCAGGGAGTGTAGGA-3’ 1.967 

Tbp NM_013684 5’-ACCCTTCACCAATGACTCCTATG-3’ 5’-ATGATGACTGCAGCAAATCGC-3’ 1.973 

 

Signalling experiments  

To study the insulin and spadin signalling pathways, 3T3-L1 adipocytes were starved 

24h in FBS and then incubated for various times at 37°C in an EARL’s buffer (25mM 

Hepes/NaOH pH 7.4, 140mM NaCl, 5mM KCl, 1.8mM MgCl2 and 3.6mM CaCl2) containing 

10nM insulin or spadin. Cells were washed twice with an ice-cold PBS buffer and then lysed 

in the following buffer (30mM Tris HCl pH 6.8, 0.5mM EDTA, 2% SDS, 0.05% bromophenol 

blue, 12% glycerol and 5% β-mercaptoethanol). Samples were then subjected to western blot.  

 

Data analysis  

Results are expressed as mean ± SEM from two to seven independent experiments. 

Statistical significance was calculated with R commander software (version 3.2.0), from 

median values obtained using the non-parametric Kruskal–Wallis test, except in two cases. P 

values corresponding to variations of PE concentrations during 3T3-L1 differentiation were 

determined using ANOVA, followed by Tukey HSD post hoc test. Normality for all groups 

was verified using the Shapiro-Wilk normality test. According to the Levene variance test, 

variances were homogenous for all groups (F=0.95; P=0.48). P values corresponding to the 

variations of PE level during TNFα or dexamethasone treatment were determined using the 

Mann-Whitney test. 
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RESULTS  

 

Expression of PE and sortilin during the 3T3-L1 differentiation into adipocytes  

We first investigated the expression of sortilin and PE in non-differentiated 3T3-L1 cells 

and during their differentiation into adipocytes. During the adipogenesis, the increase of the 

sortilin mRNA level appeared biphasic, with a first peak at the 4th day (by 24-fold compared to 

day 0; p=0.0352), followed by a decrease at day 6 and then a significantly increase during 

differentiation up to day 14 (by 28-fold compared to day 0; p=0.00253) (Figure 1A). At the 

protein level, the expression of sortilin was correlated with the level of produced soluble PE 

(Figure 1B). The expression of sortilin strongly increased between day 0 and day 4 (by 86-fold) 

to reach a plateau value, maintained all along the differentiation process (Figure 1B, black line). 

Similarly, the level of PE strongly increased by 3.8-fold between day 0 and day 4 (p<0.001 at 

day 4), and then recovered a lower plateau value up to day 14 of differentiation (a 2-fold 

increase compared to day 0) (Figure 1B, red line).  

Figure 1C shows that sortilin and PE are co-localized with VAMP2, a marker of Glut4-

containing vesicles [15], in permeabilized 3T3-L1 adipocytes. Specifically, these molecules 

were all co-localized in the Golgi apparatus (Figure 1C, white arrows). The sortilin 

immunoreactivity was also present at the plasma membrane (Figure 1C, blue arrows), unlike 

the PE staining.  

 

Effect of TNFα and dexamethasone on PE and sortilin expression in 3T3-L1 adipocytes  

To investigate the correlation between sortilin expression and the production of PE, we 

tested the effects of TNFα treatment, a pro-inflammatory cytokine, previously described to 

down-regulate sortilin mRNA and protein expression in 3T3-L1 adipocytes [10], and 

dexamethasone treatment, which inhibits the insulin-stimulated Glut4 translocation to the 

plasma membrane and the glucose transport [16].  

The expression of sortilin was inhibited by 30% and 38% after 48 and 72h of TNFα 

treatment, respectively (p=0.035 and p=0.0096, respectively) (Figure 2A). These results 

confirmed that TNFα treatment induced a strong down-regulation of sortilin expression at both 

mRNA (data not shown) and protein levels [10]. Interestingly, TNFα treatment also decreased 

the PE production from 0.321 ± 0.051 to 0.135 ± 0.053μM after 72h incubation (p=0.018) 

(Figure 2B). In these conditions, TNFα treatment strongly decreased the insulin-induced 

glucose uptake by approximately a factor 2 after 48h and 72h incubation (p=0.02 at 48h) (Figure 
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2C). These results indicate that the TNFα-induced decrease of sortilin expression is correlated 

with the decrease of produced PE.  

By contrast, dexamethasone treatment did not modify neither the sortilin expression 

(Figure 2D), nor the production of PE (Figure 2E), although we controlled that it inhibited the 

insulin-induced glucose uptake (Figure 2E). These results show that dexamethasone-induced 

insulin resistance is not sufficient to modify the sortilin expression and the PE production.  

 

Effect of insulin on the release of PE  

Sortilin is expressed in adipocytes and is strongly involved in the insulin-induced 

translocation of Glut4 to the plasma membrane [5]. 3T3-L1 adipocytes were stimulated with 

increased concentrations of insulin for various times but such treatments did not modify the 

release of PE (Figure 3A).  

 

Effect of spadin on glucose uptake and intracellular signalling pathways in 3T3-L1 

adipocytes  

Spadin did not induce glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes (Figure 3B, red full scares). 

Furthermore, insulin-induced glucose uptake was not modified by spadin (Figure 3B, full red 

circles). Similar results were obtained at the steady state glucose uptake: unlike insulin, spadin 

did not induce glucose storage (Figure 3C).  

Finally, spadin (Figure 4, grey bars) did not active Akt (Figure 4A), Erk1/2 (Figure 4B) 

and Ampk (Figure 4C), three insulin-activated kinases involved in the Glut4 translocation to 

the plasma membrane (Figure 4, black bars). Taken together, these results indicate that spadin 

has no effect on 3T3-L1 adipocytes. 

 

DISCUSSION  

 

In this work, we show that sortilin expression and PE production are simultaneously 

increased during adipogenesis (Figure 1A-B). These results are in agreement with the role of 

sortilin in the formation and the insulin sensitivity of Glut4-containing vesicles [3; 8]. 

Moreover, in mature adipocytes, we observed that sortilin and PE are co-localized with 

VAMP2, a specific marker of Glut4-containing vesicles, in the Golgi apparatus (Figure 1C).  

We investigated the effect of TNFα treatment on the PE level and confirmed the 

decrease of sortilin upon TNFα stimulation, as well as the reduction of the production of PE 
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(Figure 2A-B). Despite the fact that PE is measurable in mouse and human serum [6], the 

mechanisms of release in the blood circulation remain unknown. According to our results, the 

decrease of PE level in 3T3-L1 adipocytes is only associated with TNFα-induced inflammation 

and insulin resistance but not with dexamethasone-induced insulin resistance. This suggests 

that circulating PE level might be a predictor of insulin resistance only in association with 

inflammation.  

In physiological conditions, insulin induces the transduction of Akt signalling, leading 

to the translocation of Glut4 to the plasma membrane and to the glucose storage into adipocytes 

[17]. Under these conditions, the translocation should be associated with the release of PE 

outside the cells [18]. Unfortunately, we show that insulin do not activate the release of PE 

(Figure 3A), suggesting that the regulation of the circulating PE, if existing, do not result from 

the insulin-induced translocation of sortilin to the plasma membrane. Spadin is a new class of 

highly effective and fast acting antidepressant, by inhibiting a potassium channel, TREK-1 [6; 

19]. Obesity can increase the risk of depression, and depression is predictive of developing 

obesity [20]. Interestingly, personal results suggest that PE concentration in the blood may be 

associated to mood disorders, such as depression, and that spadin may modulate insulin 

secretion. So, we hypothesized that PE level might be a missing link between metabolism and 

mood.  

The functional activity of spadin in the brain [21] prompt us to investigate its activity in 

peripheral targets where sortilin is expressed. We showed that spadin has no effect neither on 

basal glucose uptake, nor on insulin-induced glucose uptake (Figure 3). Moreover, spadin is 

unable to activate insulin-activated signalling pathways involved in glucose uptake, such as 

Akt, Erk or Ampk (Figure 4). Taken together, these results indicate that spadin does not play 

any role in adipocytes expressing sortilin, probably due to the absence of TREK-1 channels in 

these cells.  

In conclusion, this work demonstrates that, in vitro, the production of PE is correlated 

with the expression of sortilin during adipogenesis and TNFα-induced inflammation. It also 

shows that spadin, a potent antidepressant in preclinical development phase, has no side effects 

on glucose storage in adipocytes. 
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FIGURE LEGENDS  

 

FIGURE 1: Correlation between the concentration of produced PE and sortilin expression 

during the differentiation of 3T3-L1 cells into adipocytes.  

(A) Quantitative mRNA expression of sortilin as a function of adipocytes differentiation, 

determined after normalization using β-Actin, Gapdh and Tbp expression. Results are expressed 

as mean ± SEM of fold increase compared to undifferentiated cells (day 0) (n=4, *p<0.05; **p< 

0.01; ***p<0.001). (B) Quantification of sortilin (black line) and PE (red line) expression 

determined using Western blot analyses and AlphaScreen, respectively (upper curves). 

Representative immunoblots for sortilin are shown under the curves. Sortilin protein levels were 

normalized using total Erk2 (tErk) antibodies and expressed as mean ± SEM of fold stimulation 

compared to undifferentiated cells (day 0) (n=5, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). (C) Co-

localization of Glut4, sortilin, and PE with VAMP2 in 3T3-L1 adipocytes. Confocal images of 

3T3-L1 adipocytes labelled with antibodies directed against either sortilin or Glut4 or PE and 

with anti-VAMP2 antibodies as described in Methods. The merged images were shown in right 

panels. Arrows indicated the colocalization of VAMP2 with both proteins and PE in the Golgi 

apparatus (white arrows) and plasma membrane (blue arrows).  

 

FIGURE 2: TNFα, but not dexamethasone, inhibits sortilin expression in 3T3-L1 adipocytes.  

(A) Quantification of sortilin protein expression in 3T3-L1 adipocytes incubated in the absence 

(-) or in the presence (+) of TNFα (20ng/mL) for 24, 48 and 72h, determined using Western 

blot analyses (upper curves). Representative immunoblots for sortilin is shown under the 

curves. Sortilin protein level was normalized using β-Actin and expressed as mean ± SEM of 

fold stimulation compared to untreated cells (TNFα (-)) (n=5, *p<0.05; **p<0.01). (B) Bars 

show the concentration of produced PE in 3T3-L1 adipocytes after a treatment with TNFα (+) 

or not (-) during 24, 48 or 72h (n=5, *p<0.05). (C) Bars show the fold increase in insulin-

induced glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes treated with TNFα (20ng/mL) during 48 and 72h, 

compared to unstimulated cells (TNFα (-) and insulin (-)) (n=7, *p<0.05; ****p<0.0001). (D) 

Quantification of sortilin protein expression in 3T3-L1 adipocytes incubated in the absence (-) 

ou in the presence (+) of dexamethasone (Dex., 1μM) for 24, 48 and 72h, determined using 

Western blot analyses (upper curves). Representative immunoblots for sortilin are shown under 

the curves. Sortilin protein level was normalized using β-Actin and expressed as mean ± SEM 

of fold stimulation compared to untreated cells (Dex. (-)) (n=6). (E) Bars show the concentration 
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of produced PE in 3T3-L1 adipocytes after a treatment with dexamethasone (+) or not (-) during 

24, 48 or 72h (n=6). (F) Bars show the fold increase in insulin-induced glucose uptake in 3T3-

L1 adipocytes treated with dexamethasone (0.1 or 1μM) during 24h compared to unstimulated 

cells (dexamethasone (-) and insulin (-)) (n=7, *p<0.05; ****p<0.0001).  

 

FIGURE 3: Insulin does not induce a release of PE and spadin does not stimulate glucose 

uptake, in 3T3-L1 adipocytes.  

(A) Bars show the concentration of released PE by 3T3-L1 adipocytes after stimulation with 

insulin (0, 1, 10 and 100nM) during 30 and 60min. The PE concentration was normalized as 

the ratio of PE/total protein. (n=6-7). (B) Shown are the glucose uptake kinetics in 3T3-L1 

adipocytes subjected to a treatment with insulin (10nM, full black squares), spadin (10nM, full 

red squares) or both (full red circles) using radioactivity assay (n=2-4). (C) Bars show the fold 

change in glucose uptake compared to time 0. 3T3-L1 adipocytes were analysed for the steady 

state glucose uptake, after insulin (10nM, black bars) or spadin (10nM, grey bars) treatment 

using radioactivity assay (n=7, **p<0.01; ****p<0.0001).  

 

FIGURE 4: Akt, Erk and Ampk signalling pathways are not activated by spadin.  

Bars show the fold of increase for pAkt (A), pErk (B) and pAmpk (C) after incubation with 

insulin (10nM, black bars) or spadin (10nM, grey bars) during 2, 5, 15, 30 and 60min before 

lysis. Each experiment was normalized using total Erk2 (tERK) as control. The values were 

then compared with those of the time 0 (n =5-6, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). 
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Figure 1: 
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Figure 2: 
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Figure 3: 
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Figure 4: 
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Discussion 

Cette étude met en évidence le lien direct entre l’expression de la sortiline et la 

production de PE, son produit de maturation (figures 1 et 2 de l’article). En revanche, les 

mécanismes de libération de PE par les adipocytes matures n’ont pas pu être caractérisés 

(figure 3A de l’article). De plus, la spadine, l’analogue synthétique du PE aux propriétés 

antidépressives, n’a pas d’effet sur le stockage de glucose (figure 3B-C de l’article). Ces 

résultats, discutés dans la suite de cette partie, prennent toute leur importance dans un 

contexte de développement thérapeutique, que ce soit pour le traitement de la dépression 

(la spadine est en phase de développement préclinique pour ses propriétés antidépressives) 

ou le traitement du diabète de type 2 (voir l’article précédent). 

 Pour confirmer l’existence d’une corrélation positive entre l’expression de la sortiline 

et la production de PE, les cellules 3T3-L1 ont été soumises à plusieurs traitements.  

Premièrement, le processus de différenciation des fibroblastes 3T3-L1 en adipocytes est 

associé à une augmentation de l’expression de la sortiline, ce qui est confirmé par notre étude, 

qui montre également l’augmentation de la production de PE lors de l’adipogenèse (Morris et 

al., 1998).  

Deuxièmement, les adipocytes 3T3-L1 ont été stimulés avec le dexaméthasone, une hormone 

glucocorticoïde de synthèse ayant des effets anti-inflammatoires et immunosuppresseurs. 

Dans les adipocytes, cette hormone altère la voie de signalisation induite par l’insuline, ce qui 

provoque une diminution de l’expression membranaire et de l’activité de Glut4, à l’origine 

d’une réduction de l’entrée de glucose dans les adipocytes (Buren et al., 2002; Garvey et al., 

1989; Olefsky, 1975; Sakoda et al., 2000; van Putten et al., 1985). L’absence d’effet de cette 

hormone sur l’expression de la sortiline et la production de PE est en accord avec les données 

de la littérature : le dexaméthasone induit une insulino-résistance en réduisant le signal 

déclenché par l’insuline, ce qui altère le trafic de Glut4 vers la membrane plasmique, 

indépendamment de la fonction d’adressage de la sortiline.  

Troisièmement, les adipocytes 3T3-L1 ont été stimulés avec la cytokine pro-inflammatoire 

TNFα, dont la concentration circulante est fortement augmentée chez des individus atteints 

d’obésité et de diabète (Hotamisligil et al., 1993; Jager et al., 2007; Rotter et al., 2003). Ces 

pathologies sont également associées à une réduction de l’expression de la sortiline dans le 

tissu adipeux blanc et le muscle squelettique (Kaddai et al., 2009; Li et al., 2015). Ici, l’effet de 
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la cytokine sur l’expression de la sortiline est confirmé et associé à une diminution de la 

production de PE. Puisque l’inflammation périphérique associée à un état diabétique obèse 

modifie l’expression de la sortiline, qu’en est-il de la concentration circulante de PE dans ces 

conditions ? Des expériences préliminaires, réalisées au sein de l’équipe, ont permis de 

mesurer le niveau circulant de PE chez des souris sauvages soumises à un régime enrichi en 

gras pendant dix-neuf semaines (Figure 36A). Ces souris obèses ne présentent pas d’insulino-

résistance et ont un niveau circulant de PE comparable à celui des souris sauvages du même 

âge (Figure 36A). La concentration de PE dans le sang de souris ob/ob, obèses et diabétiques, 

de souris db/db, seulement diabétiques, et de leurs contrôles respectifs (ob/+ et db/+) a 

également été quantifiée (Figure 36B). Les souris ob/ob et db/db ont un niveau de PE 

supérieur à celui de leur propre contrôle (un facteur 2 pour les souris ob/ob, un facteur 1,6 

pour les souris db/db). Chez ces souris, plusieurs études montrent que l’expression de la 

sortiline dans le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux blanc est réduite par rapport à 

leur contrôle et que la concentration circulante de TNFα est augmentée (Ai et al., 2012; Kaddai 

et al., 2009; Yamakawa et al., 1995). De plus, l’obésité ne semble pas être suffisante pour 

modifier la concentration circulante de PE (Figure 36A). Ce qui suggère que ces tissus (tissu 

adipeux blanc, foie, muscle squelettique) ne sont pas responsables de l’augmentation de PE 

dans la circulation périphérique.  

 
Figure 36 : Mesure de la concentration de PE en conditions physiopathologiques. 

(A) Des souris sauvages sont soumises à un régime enrichi en gras (HFD, high fat diet) pendant 
dix-neuf semaines et comparées à des souris soumises à un régime standard (STD). (B) Le PE 
circulant est mesuré chez des souris sauvages (WT), obèses et diabétiques (ob/ob), et 
diabétiques (db/db), et comparés à leur contrôle respectif (ob/+, db/+). Test de Mann-Whitney, 
** p < 0,01. 



 
107 

 Bien qu’une fraction mineure de la sortiline soit présente à la membrane plasmique, 

certains peptides peuvent stimuler son expression à la surface cellulaire : c’est le cas de 

l’insuline dans les adipocytes 3T3-L1 et de la neurotensine dans les neurones embryonnaires 

(Chabry et al., 1993; Mazella et al., 1998; Morris et al., 1998). Ce qui suggère que toute 

molécule pouvant stimuler le transfert de la sortiline à la membrane plasmique pourrait 

également stimuler la libération du PE dans le milieu extracellulaire. Cependant, quelle que 

soit la dose d’insuline utilisée ou le temps de stimulation, la concentration de PE libérée par 

les adipocytes 3T3-L1 n’est pas modifiée. Compte tenu du protocole utilisé et optimisé (faible 

volume de culture lors de la stimulation, concentration des échantillons sur colonnes), les 

variations de la quantité de PE libéré sous l’effet de l’insuline ne sont pas détectables par notre 

système de quantification AlphascreenTM. En effet, l’insuline stimule faiblement l’expression 

membranaire de la sortiline (par un facteur 1,7), contrairement à celles de Glut4 et d’IRAP 

(respectivement par un facteur 14 et 5) (Morris et al., 1998). De plus, les auteurs révèlent que 

70% des vésicules contenant Glut4 expriment également la sortiline (Morris et al., 1998). Par 

ailleurs, parmi les vésicules transférées à la membrane plasmique sous l’effet de l’insuline, 

certaines sont des vésicules recyclées et ne contiennent plus le PE issu de la maturation de la 

sortiline. Ces informations peuvent donc expliquer pourquoi les variations de PE ne sont pas 

mesurables par notre système de mesure, en plus du fait que l’adipocyte n’est peut-être pas 

le modèle à privilégier. Dans ces conditions, il faut envisager d’identifier les sécrétagogues du 

PE sur l’animal entier, en injectant l’insuline, la neurotensine, ou une autre molécule 

susceptible de modifier l’expression membranaire de la sortiline. Cependant, ces expériences 

sont plus complexes puisqu’elles nécessitent de choisir l’état métabolique optimal (à jeun ou 

non, durée du jeun, type d’alimentation), les manipulations des souris (les injections et/ou les 

prélèvements) pouvant leur provoquer un stress capable de modifier la concentration 

circulante de PE. 

 Chez la souris, l’injection de spadine améliore la tolérance au glucose (article 1). 

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cet effet : une augmentation de la sécrétion 

d'insuline (ce qui est suggéré dans le premier article), une augmentation du stockage de 

glucose dans les tissus insulino-sensibles, une diminution de l’absorption intestinale de 

glucose ou une augmentation de son élimination rénale. Ce deuxième article montre que la 

spadine n’a pas d’effet sur le stockage de glucose dans les adipocytes 3T3-L1. Des expériences 
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complémentaires non publiées ont également révélé l’absence d’effet de la spadine sur le 

modèle musculaire squelettique C2C12 (Figure 37).  

 
Figure 37 : La spadine ne stimule pas l'entrée de glucose dans les cellules musculaires 

squelettiques C2C12. 
(A) Les cellules musculaires squelettiques C2C12 sont incubées pendant une heure avec 
l’insuline (10 nM, en vert) ou la spadine (10 nM, en orange). A la fin de la période d’incubation, 
l’entrée de glucose est mesurée à l’équilibre par l’ajout de [3H] 2-deoxyglucose pendant deux 
minutes. La radioactivité mesurée à l’intérieur des cellules est normalisée par la quantité de 
protéines et comparée à la condition contrôle (cellules non stimulées) (n = 2). (B) Les cellules 
musculaires squelettiques C2C12 sont incubées pendant 5, 15 et 30 minutes avec l’insuline (10 
nM, en vert) ou la spadine (10 nM, en orange), supplémentées en [3H] 2-deoxyglucose, afin 
d’analyser la cinétique d’incorporation de glucose radioactif (n = 1). 

 Bien que ces résultats illustrent l’absence d’effet de la spadine sur les modèles 

d’adipocytes et de cellules musculaires squelettiques, ils sont un atout pour ce peptide, qui, 

pris comme antidépresseur, n’aura pas de conséquence sur la gestion de la glycémie par les 

tissus insulino-sensibles. 
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Discussion générale 
 

Au cours de ces trois années de thèse, les mécanismes de production et de libération 

du PE issu de la maturation de la sortiline, ainsi que les effets de la spadine, un analogue 

synthétique du PE, sur l’homéostasie glucidique ont été étudiés. In vitro, l’expression de la 

sortiline dans différentes conditions physiopathologiques (adipogenèse, insulino-résistance et 

inflammation) est positivement corrélée à la production de PE. Les effets de la spadine sur la 

sécrétion d’insuline ainsi que son rôle potentiel dans le stockage de glucose par les cellules 

insulino-sensibles ont également été analysés. Les résultats principaux et soumis à publication 

sont les suivants :  

 La production de PE est positivement corrélée à l’expression de la sortiline  

 La spadine améliore la tolérance au glucose chez des souris sauvages et saines 

 La spadine potentialise la sécrétion d’insuline induite par le KCl, probablement grâce 

à son action inhibitrice des courants TREK-1 

 La spadine n’a pas d’effet sur l’entrée de glucose dans les deux modèles in vitro 

étudiés : les adipocytes (lignée cellulaire 3T3-L1) et les cellules musculaires 

squelettiques (lignée cellulaire C2C12). 

La valorisation de ces résultats nécessite des études complémentaires pour la compréhension 

des fonctions physiologiques du PE. Par ailleurs, grâce à ses propriétés antidépressives, la 

spadine fait l’objet d’un brevet et est en phase préclinique en vue d’une commercialisation. Il 

est donc nécessaire d’identifier ses effets périphériques. 

Partie 1 : Les origines et les fonctions du PE 

 Le PE est présent dans le sang chez les rongeurs et chez l’Homme. Il est quantifiable et 

varie dans certaines conditions : sa concentration plasmatique augmente chez les souris 

obèses et diabétiques, et diminue chez les individus atteints de dépression. Deux questions 

peuvent alors se poser :  

1. D’où vient-il (un ou plusieurs tissus) ? 

2. Quel est son rôle (fonction physiologique ou marqueur de pathologie) ? Peut-on 

moduler sa concentration circulante ? 
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Premièrement, le ou les tissu(s) source(s) de PE expriment la sortiline, tels que le 

système nerveux central, la moelle épinière, le muscle squelettique, les testicules, le cœur, le 

placenta, le pancréas, la prostate, le foie, le tissu adipeux blanc et le petit intestin (Hermans-

Borgmeyer et al., 1999; Morris et al., 1998; Petersen et al., 1997). Chez des modèles de souris 

obèses et diabétiques, la concentration circulante de PE est plus élevée que chez leur contrôle 

alors que les données de la littérature montrent une réduction de l’expression de la sortiline 

dans les tissus insulino-sensibles (muscle squelettique, tissu adipeux blanc, foie) (Kaddai et al., 

2009; Li et al., 2015). Ce qui suggère que ces tissus ne sont pas la source de PE circulant. Dans 

le cas de la dépression, des résultats de l’équipe (non publiés) ont mis en évidence une 

diminution de la concentration plasmatique de PE alors que les données de la littérature 

montrent une augmentation de l’expression de la sortiline dans le sérum (forme soluble) et 

dans les lymphocytes (forme membranaire) chez des individus dépressifs (Buttenschon et al., 

2015; Zhou et al., 2013). Ces résultats suggèrent que la sortiline soluble puisse interagir avec 

le PE mais ne donne pas d’informations supplémentaires quant à l’origine tissulaire du PE 

circulant. 

Deuxièmement, les variations de la concentration plasmatique de PE semblent 

spécifiques de la pathologie étudiée. En effet, des souris diabétiques et obèses présentent une 

élévation de la concentration plasmatique de PE, par rapport à leur contrôle. Inversement, 

des individus atteints de dépression présentent une réduction du niveau circulant de PE, qui 

augmente lorsque ces patients répondent efficacement aux traitements antidépresseurs. Le 

PE pourrait être un marqueur de ces pathologies, voire de leur rémission, les variations 

plasmatiques étant spécifiques de ces deux maladies. Il serait alors intéressant de mesurer 

la concentration circulante de PE au cours du développement du diabète et de l’obésité, chez 

des souris soumises ou non aux traitements actuels du diabète de type 2 tels que la 

metformine et l’exendine-4, et de confirmer ces résultats avec des études menées chez 

l’Homme.  
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Partie 2 : La spadine, un nouveau médicament ? 

I/ Les effets de la spadine 

 D’après les résultats obtenus, la spadine n’a d’effet que si les cellules expriment le 

canal TREK-1 (Figure 38). C’est le cas des neurones et des cellules β du pancréas (Devader et 

al., 2015; Mazella et al., 2010) (article 1 de ce mémoire). A l’inverse, la spadine n’a pas d’effet 

sur les tissus insulino-sensibles qui n’expriment que la sortiline (article 2 de ce mémoire). Par 

ailleurs, aucune voie de signalisation activée directement par la sortiline n’a été mise en 

évidence. Bien qu’il reste à le démontrer, ces informations suggèrent que les effets de la 

spadine sont médiés par le canal TREK-1 et/ou un autre récepteur non identifié. De plus, chez 

la souris, la spadine améliore la tolérance en glucose (article 1 de ce mémoire). Plusieurs 

mécanismes peuvent être à l’origine du contrôle de la clairance du glucose. L’équipe a pu 

montrer que la spadine stimule la sécrétion d’insuline, comme les hormones incrétines, et 

qu’elle n’a pas d’effet sur le stockage de glucose dans le muscle squelettique et le tissu adipeux 

(Figure 38). Il reste donc à étudier les effets de la spadine sur les tissus exprimant le canal 

TREK-1 et/ou la sortiline et capables d’utiliser le glucose sanguin. 

L’intestin est le siège de l’absorption des nutriments, grâce à des cellules très 

spécialisées, les enthérocytes. Aucune étude ne met en évidence l’expression du canal TREK-1 

ou de la sortiline dans ces cellules. En revanche, ces deux protéines sont présentes dans les 

cellules musculaires lisses du colon qui participent au péristaltisme intestinal, c’est-à-dire à 

l’ensemble des contractions de la paroi intestinale permettant la progression du bol 

alimentaire à travers le tractus gastro-intestinal (Azriel et al., 2010; Koh et al., 2001) (Figure 

38). Bien que la fonction de la sortiline dans ces cellules est encore inconnue, celle du canal 

TREK-1 a été un peu étudiée. Une première étude, réalisée sur des cellules COS-7 transfectées 

avec le canal TREK-1, a montré que les molécules capables de moduler les potentiels de 

jonctions inhibiteurs des cellules musculaires lisses du colon peuvent également réguler 

l’activité du canal (Hwang et al., 2008). Les auteurs ont conclu de façon indirecte que le canal 

TREK-1 est impliqué dans la régulation des potentiels de jonctions inhibiteurs des cellules 

musculaires lisses du colon. Cependant, cette étude a été contredite par la suite par deux 

publications réalisées chez la souris et le rat, dans lesquelles le canal n’a pas d’effet sur les 

potentiels des cellules musculaires lisses du colon (Gil et al., 2012; Zhang et al., 2010). Ces 
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dernières études suggèrent que le canal TREK-1 participe au contrôle du péristaltisme du 

tractus gastro-intestinal, bien que le mécanisme précis ne soit pas encore identifié.   

Le rein joue un rôle majeur dans la régulation de la glycémie, que ce soit en période 

post-absorptive ou en période postprandiale. C’est un organe de production de glucose (par 

néoglucogenèse), d’utilisation du glucose (pour les besoins énergétiques de la médulla) et de 

réabsorption du glucose filtré (tant que la glycémie est inférieure à 1,8 g/L). Chez les 

personnes atteintes de diabète de type 2, la production, l’utilisation et la réabsorption du 

glucose sont augmentées, ce qui aggrave l’hyperglycémie. Le principal transporteur de glucose 

SGLT2 est surexprimé et le seuil de réabsorption passe de 1,8 à 2,2 g/L. Pour pallier ces 

problèmes rénaux, l’utilisation des inhibiteurs des SGLT2 inverse la tendance. Le canal TREK-1 

et la sortiline sont exprimés dans les reins (Medhurst et al., 2001; Petersen et al., 1997) (Figure 

38). Plus précisément, la sortiline est exprimée dans les podocytes humains, majoritairement 

dans le compartiment intracellulaire, où elle contribue à l’adressage vers le compartiment 

lysosomal de l’α-galactosidase A, une enzyme impliquée dans le métabolisme rénal du glucose 

(Prabakaran et al., 2011; Prabakaran et al., 2012). Dans le rein, la fonction majeure de la 

sortiline est de participer au trafic de protéines, ce qui semble réduire les effets hypothétiques 

de la spadine. 

Le foie participe également à l’homéostasie glucidique. C’est un organe de production 

de glucose (gluconéogenèse), de stockage de glucose sous forme de glycogène après un repas 

(glycogénogenèse) et de déstockage de glucose entre les repas (glycogénolyse). Jusqu’à 

présent, seule l’expression de la sortiline a été mise en évidence (Petersen et al., 1997) (Figure 

38). Comme dans les reins, la sortiline est impliquée dans l’adressage des protéines vers le 

lysosome et semble faiblement impliquer le métabolisme hépatique des lipides (Chamberlain 

et al., 2013; Rabinowich et al., 2015; Strong et al., 2012).  

L’intestin, les reins et le foie sont trois organes qui contrôlent de près ou de loin la 

glycémie et expriment le canal TREK-1 et/ou la sortiline (Figure 38). Jusqu’à présent, tous les 

effets observés de la spadine sont médiés par le canal TREK-1 (Figure 38). Cependant, on ne 

peut exclure un rôle de la sortiline, en association avec un ou plusieurs partenaires, dans les 

effets physiologiques de la spadine. 
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Figure 38 : Les effets connus et hypthétiques de la spadine. 

II/ La spadine, un nouveau traitement du diabète de type 

2 ? 

Les traitements du diabète de type 2 sont multiples mais présentent de nombreux 

effets secondaires indésirables (ex : troubles intestinaux, hypoglycémie, diffusion dans le lait 

maternel, …). Ces effets désagréables pour le patient, associés à l’expansion rapide du diabète 

et de l’obésité au sein de la population, nécessitent le développement de nouveaux 

traitements, plus efficaces et moins gênants. Les derniers produits en cours de 

développement clinique sont les inhibiteurs de SGLT2 (transporteur rénale de glucose). Ils 

bloquent la réabsorption rénale de glucose, ce qui favorise son élimination dans les urines. 

Les conséquences de ce type de traitement sont une glycosurie associée à une augmentation 

du volume urinaire. Cependant, quelques effets secondaires indésirables ont été mis en 

évidence : les risques d’hypotensions orthostatiques et d’infections urinaires, ainsi qu’une 

élévation modérée de la concentration plasmatique en LDL et cholestérol.  

Si la spadine est capable de potentialiser la sécrétion d’insuline induite par le glucose, 

alors elle peut devenir un atout majeur pour traiter le diabète de type 2 et/ou limiter son 

développement. Ceci nécessite quelques années de recherche fondamentale, pour confirmer 

l’action de la spadine sur le pancréas et montrer l’absence d’effet secondaire néfaste pour le 

patient. Il faudra également tester les effets de la spadine sur des modèles de souris et de rats 

diabétiques et obèses, quand la pathologie est déclarée ou bien au cours de son 

développement.  
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Conclusion 
 

 Ce travail de thèse s’intéresse à deux aspects biologiques, la sécrétion d’insuline par 

le pancréas et le stockage de glucose par les tissus insulino-sensibles. Les objectifs de ce travail 

ont donc été d’identifier les mécanismes de production et de libération du PE par les tissus 

insulino-sensibles et de comprendre les fonctions physiologiques de son analogue 

synthétique, la spadine. 

 

 A l’aide du modèle adipocytaire 3T3-L1, nous avons montré que l’expression de la 

sortiline est corrélée positivement à la production de PE au cours de l’adipogenèse et en 

conditions d’inflammation induite par le TNFα. Chez les souris diabétiques et obèses (modèles 

génétiques ob/ob et db/db), la concentration plasmatique de PE est deux fois supérieure à 

celle de leur contrôle. Des résultats obtenus par l’équipe montrent que des patients atteints 

de dépression ont un niveau circulant de PE plus faible que la moyenne, et que ce niveau 

revient à la normale lors de la rémission de la pathologie. A la lumière de ces informations, 

nous pouvons faire l’hypothèse que le PE pourrait être un marqueur spécifique d’un état 

dépressif et/ou diabétique obèse. 

 

 In vivo, chez la souris, l’injection de spadine améliore la tolérance au glucose. In vitro, 

ce petit peptide, analogue synthétique du PE, potentialise la sécrétion d’insuline induite par 

le KCl (sur la lignée β pancréatique Min6), mais est sans effet sur le stockage de glucose par 

les adipocytes 3T3-L1 et les cellules musculaires squelettiques C2C12. En plus de ses 

propriétés antidépressives, la spadine pourrait être un nouveau traitement du diabète de 

type 2, aux effets similaires des analogues du GLP-1, mais sans les effets secondaires 

indésirables des thérapeutiques actuelles, ce qui présente un intérêt pharmaceutique majeur. 
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Perspectives 
 

Mes travaux de thèse ont permis de mettre en évidence que la concentration 

circulante de PE varie en fonction de l’état physiopathologique de l’individu. Chez l’Homme, 

la dépression induit une diminution du niveau circulant de PE, l’efficacité de son traitement 

permettant un retour vers un niveau moyen basal. Chez des modèles de souris diabétiques 

et/ou obèses, le niveau de PE est multiplié par deux par rapport aux individus contrôles. La 

présence du PE dans le sang, ainsi que les variations de sa concentration circulante, ne sont 

pas anodines et nécessitent d’en comprendre les causes et les conséquences. L’importance 

de ces résultats nécessite donc de nombreux travaux pour :  

 Identifier le ou les type(s) cellulaire(s) à l’origine du PE circulant. Pour cela, on pourra 

utiliser plusieurs modèles murins chez lesquels la concentration sérique de PE varie 

(certains sont déjà connus, comme les souris ob/ob et db/db) et quantifier l’expression 

protéique de la sortiline dans les tissus qui l’expriment. 

 Identifier les causes moléculaires à l’origine des variations de la concentration 

circulante de PE. Que cela concerne la dépression ou les pathologies métaboliques, il 

est nécessaire de déterminer le mécanisme moléculaire qui engendre la modification 

de PE circulant et de l’expression de la sortiline (modification de l’expression génique, 

altération de sa maturation et/ou de son adressage) 

 Déterminer si, chez l’Homme, le PE est un marqueur d’une ou de plusieurs 

pathologies, et identifier sa nature (prédictif, de rémission)  

 

Mes travaux de thèse ont également permis d’étudier les effets de la spadine, 

l’analogue synthétique du PE, sur la sécrétion d’insuline du pancréas et le stockage de glucose 

dans les tissus insulino-sensibles. Nous avons mis en évidence que, chez la souris, la spadine 

améliore la tolérance au glucose, effet qui semble s’expliquer par une augmentation de 

l’insuline libérée par le pancréas. Nous avons également montré l’absence d’effet de la 

spadine sur le stockage de glucose dans le muscle squelettique et les adipocytes. La spadine 

étant en phase de développement préclinique pour ses propriétés antidépressives, l’ensemble 

de ces résultats doivent être approfondis et élargis pour :  
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 Déterminer les effets exacts de la spadine sur le pancréas. Pour cela, il est nécessaire 

d’identifier le rôle de ce peptide sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose et 

les mécanismes moléculaires qui en découlent. Il est également important de 

caractériser les effets de la spadine sur l’ensemble des hormones pancréatiques 

(glucagon, somatostatine). 

 Identifier les autres cibles de la spadine pouvant participer à la régulation de la 

glycémie (intestin, foie, reins) 

 Déterminer si la spadine est un nouveau traitement du diabète de type 2. 
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Résumé 
 

Selon l’organisation mondiale de la santé, 108 millions de personnes étaient atteintes 
de diabètes en 1980. En 2014, ce chiffre a été multiplié par 4. Le diabète est caractérisé par 
une mauvaise régulation de la glycémie, provoquée par un défaut de sécrétion d’insuline par 
les cellules β du pancréas et/ou une diminution du stockage de glucose par les cellules 
insulino-sensibles (insulino-résistance). La majorité des traitements antidiabétiques actuels, 
bien qu’efficaces, possèdent de nombreux effets secondaires indésirables, ce qui obligent les 
industries pharmaceutiques à rechercher de nouvelles molécules, performantes et 
inoffensives pour le bien-être du patient. 

Les travaux de l’équipe ont montré que les canaux potassiques de fond TREK-1 sont 
exprimés dans les cellules β et sont inhibés par la spadine, un analogue synthétique du 
propeptide (PE), issu de la maturation de la sortiline. Le PE et la spadine sont capables 
d’interagir avec la sortiline. Dans les tissus insulino-sensibles, tels que le tissu adipeux blanc et 
le muscle squelettique, la sortiline joue un rôle majeur dans la formation et la sensibilité à 
l’insuline des vésicules contenant le transporteur de glucose Glut4.  

Compte tenu de ces informations, l’hypothèse de travail suggérait que le PE pouvait 
participer à la boucle de régulation de la glycémie entre les cellules β sécrétrices d’insuline et 
les cellules insulino-sensibles. En effet, l’insuline, libérée en cas d’hyper-glycémie, stimule 
l’exocytose de Glut4 et le stockage de glucose dans les adipocytes et les cellules musculaires 
squelettiques. La translocation de Glut4 à la membrane plasmique serait corrélée à la 
libération de PE qui pourrait avoir un effet autocrine (sur les cellules insulino-sensibles via la 
sortiline) et/ou un effet paracrine (sur les cellules β via la sortiline et/ou le canal TREK-1). 
L’objectif de ce doctorat était donc d’étudier les mécanismes de production et de libération 
du PE et de caractériser les effets de la spadine sur l’homéostasie glycémique. 
 Dans les adipocytes 3T3-L1, nous avons montré que la production de PE est corrélée à 
l’expression de la sortiline lors de l’adipogenèse et lors de l’inflammation induite par le TNFα. 
Cependant, la sécrétion de PE semble être insensible à l’insuline.  

A l’aide des cellules MIN6-B1, un modèle de cellules β, nous avons confirmé l’effet 
inhibiteur de la spadine sur les courants TREK-1. Nous avons également montré que la spadine 
induit une dépolarisation de la membrane plasmique et un influx calcique et qu’elle 
potentialise la sécrétion d’insuline induite par le KCl. In vivo, la spadine améliore la tolérance 
au glucose. En revanche, elle n’a pas d’effet sur le stockage de glucose dans les adipocytes 
3T3-L1. 

Ce travail de thèse montre le rôle de la spadine dans la régulation de l’homéostasie 
glucidique. Si l’effet potentialisateur de la spadine sur la sécrétion d’insuline induite par le 
glucose est confirmé, alors il pourrait présenter un intérêt pharmaceutique majeur dans le 
traitement du diabète de type 2.  
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