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I. Généralités 

L’homéostasie énergétique résulte de la balance entre les apports et les dépenses 

énergétiques dans l’organisme. Cette balance est finement régulée par l’action 

conjointe du système nerveux et hormonal. Chez l’homme, l’apport énergétique est 

principalement assuré par le glucose. Le maintien de la concentration du glucose 

sanguin (glycémie) est essentiel afin de garantir l’approvisionnement énergétique et 

le bon fonctionnement des différents organes. Ainsi, des variations fines de glycémie 

sont rapidement détectées par l’organisme, afin d’apporter une réponse 

physiologique adaptée. En effet, lors d’une hypoglycémie, la sécrétion du glucagon 

par les cellules pancréatiques α des îlots de Langerhans favorise la libération du 

glucose dans le sang, via l’activation de la glycogénolyse et la néoglucogenèse 

hépatique. A l’inverse, l’augmentation de la glycémie (hyperglycémie) est détectée 

par les cellules β du pancréas qui vont secréter de l’insuline. L’insuline favorise la 

capture et/ou stockage du glucose par les tissus insulino-sensibles comme le foie, 

les muscles et le tissu adipeux. Ces mécanismes sont finement régulés par divers 

systèmes et leur dysfonctionnement est à la base de pathologies métaboliques 

graves. De plus, le changement de style de vie chez l’Homme moderne, caractérisé 

par une consommation de plus en plus inappropriée de nutriments et une 

augmentation de la sédentarité, résulte en une hausse des maladies métaboliques 
chroniques telles que le diabète. 

1. Le Diabète 

Le diabète est la maladie métabolique la plus répandue, caractérisé par une 

hyperglycémie chronique due à un défaut primaire de sécrétion d’insuline et/ ou de 

l’action de l’insuline. Le diabète mellitus atteint des seuils pandémiques avec plus de 

347 millions de malades diagnostiqués dans le monde et représente aujourd’hui un 

véritable problème de santé publique (American Diabetes, 2015). La prévalence des 

décès dus au diabète est estimée à 50% dans la prochaine décennie, avec la 

prédiction que le diabète sera la 7eme cause de décès dans le monde en 

2030(Mathers and Loncar, 2006). 
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Plusieurs processus physiopathologiques sont impliqués dans le développement 

du diabète. Ces derniers vont de la destruction auto-immune des cellules β du 

pancréas, avec des conséquences sur la sécrétion de l’insuline, à des anomalies 

liées à l’insulino-résistance. De plus, le défaut de sécrétion et/ ou d’action de 

l’insuline est généralement associé au défaut d’action d’autres hormones (telles que 

la leptine, le Glp1…) et résulte en un dysfonctionnement dans le métabolisme des 

carbohydrates, des acides gras et des protéines. Cependant, à l’heure actuelle, 

l’anomalie responsable de la première cause du développement de l’hyperglycémie 

chronique chez les patients diabétiques n’est pas encore connue.  

En effet, l’hyperglycémie est à l’origine des complications du diabète mellitus. Elle 

est associée à des symptômes cliniques tels que la polyurie, la polydipsie, la perte 

de poids, parfois une polyphagie excessive et des perturbations de la vision. La 

persistance de l’hyperglycémie conduit également à des complications de type 

microangiopathies et/ou microangiopathies plus handicapantes incluant des 

rétinopathies pouvant aller jusqu'à la perte de vision, des néphropathies pouvant aller 

jusqu'à la perte complète du fonctionnement des reins; des neuropathies 

périphériques avec un risque d’ulcères du pied et d’amputations, et des neuropathies 

autonomes à l’origine de complications gastro-intestinaules, génito-urinaires et 

cardiovasculaires (Forbes and Cooper, 2013). Le diabète augmente aussi l’incidence 

des maladies cardiovasculaires, de l’athérosclérose et des maladies 

cérébrovasculaires. L’hypertension artérielle et la dyslipidémie sont aussi retrouvées 

chez les diabétiques. 

Différentes formes de diabète existent, classées selon leurs étiologies et par 

conséquence soumises à différents traitements et diagnostics. La majorité des 

diabétiques sont classés dans deux catégories de diabètes : le diabète de type 1 

(DT1) qui est la conséquence d’une déficience complète en insuline due à la 

destruction complète des cellules β du pancréas et le diabète de type 2 (DT2), qui est 

caractérisé par une insulino-résistance et une absence de compensation en 

sécrétion d’inuline par ces cellules β pancréatiques. Le diabète gestationnel peut 

également se développer chez la femme lors de la grossesse, et peut évoluer en un 

DT2 après l’accouchement chez certaines femmes. Enfin, il existe d’autres types de 

diabètes plus rares, qui sont la conséquence de mutations génétiques, comme les 
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MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young), d’infections virales, d’exposition à 

des toxines ou des médicaments, d’endocrinopathies et des maladies du pancréas 

exocrines.  

1.1. Le diabète de type 1 

Le DT1 se manifeste généralement avant l’âge de 30 ans. Les patients sont 

dépendants de l’injection d’insuline. Cette forme de diabète est diagnostiquée chez 5 

à 10% des patients diabétiques. Le DT1 est dû à une destruction auto-immune des 

cellules β pancréatiques. Cette destruction intervient sur un terrain génétique de 

susceptibilité et est associée à la présence d’anticorps dirigés contre la cellule β. Un 

ou plusieurs anticorps sont retrouvés au diagnostic de 90% des patients (Pihoker et 

al., 2005) (Bingley, 2010). De nombreux anticorps ont été identifiés tel que les auto-

anticorps anti-cellulaires de l’îlot (ICA69) (Pietropaolo et al., 1993), les auto-anticorps 

de l’antidécarboxylase de l’acide glutamique (GAD65) (Baekkeskov et al., 1990), les 

auto-anticorps anti-insuline (IAA) (Palmer et al., 1983), les auto-anticorps dirigés 

contre l’antigène ICA512/IA-2 (Bonifacio et al., 1995), les auto-anticorps dirigés 

contre l’enzyme carboxypptidase-H (Castano et al., 1991), les auto-anticorps dirigés 

contre la GM-gangliosides (Nayak et al., 1985), les auto-anticorps dirigés contre 

l’antigène p38 (Arden et al., 1996), les auto-anticorps dirigés contre la protéine 

SOX13 (Kasimiotis et al., 2000), et les auto-anticorps dirigés contre le transporteur 

de zinc 8A (ZnT8A ou SLC30A8) (Wenzlau et al., 2007). Sur le terrain génétique, le 

DT1 possède une forte association avec l’équilibre de liaison des molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité (HLA), HLA DR et HLA DQ.  

Il existe aussi une forme de DT1 qui se déclare tardivement chez l’adulte nommée 

LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults), où les patients adultes sont positifs 

pour les auto-anticorps et deviennent très insulino-dépendants (Chatzianagnostou et 
al., 2015).  

1.2. Le diabète de type 2 

Le DT2 est la forme de diabète la plus fréquente, son incidence représente entre 

90-95% des diabètes. Il est caractérisé par une insulino-résistance périphérique 

associée à une déficience relative de la sécrétion d’insuline. Souvent, une 
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hypersécrétion d’insuline compensatoire de l’insulino-résistance précède le déclin de 

la fonction sécrétoire des îlots(American Diabetes, 2015).  

Ce sont les organes qui utilisent préférentiellement le glucose comme le muscle 

squelettique, le foie et le tissu adipeux qui présentent un défaut d’insulino-résistance. 

Cependant, c’est bien le défaut de la fonction des cellules β pancréatiques et leur 

incapacité à s’adapter à la demande croissante en insuline des tissus périphériques 

qui sont à l’origine de l’apparition symptomatique du diabète. En effet, la diminution 

de la fonction de la cellule β est déjà observable chez les personnes qui présentent 

un risque important de développement du diabète et les pré-diabétiques (Cnop et al., 

2007). De nombreux facteurs de risque sont associés au DT2 tels que l’obésité, la 

distribution de la graisse abdominale et viscérale ainsi que l’âge. De plus, l’étiologie 

de ce type de diabète repose sur une prédisposition génétique aggravée par des 

facteurs environnementaux.  

Le caractère héréditaire du DT2 est estimé entre 30-70% grâce à des études 

réalisées chez des jumeaux ou des personnes de la même famille. Ces études 

suggèrent un rôle plus important de la composante génétique dans les premières 

phases du développement du DT2 et une plus haute contribution de la composante 

environnementale dans le développement du DT2 chez les patients âgées (Almgren 

et al., 2011) (Poulsen et al., 1999). Les études d’association de gènes et les études 

de déséquilibre de liaison entre les marqueurs génétiques et le DT2 (GWAS : 

genome-wide association studies) ont permis l’identification de 92 gènes et loci 

fortement associés au DT2. Un grand nombre de ces loci est associé à un 

dysfonctionnement de la cellule β pancréatique (Bonnefond and Froguel, 2015). 

Cependant, la génétique ne permet d’expliquer que 5 % de l’héritabilité du DT2 car 

chaque locus a un faible effet (Herder and Roden, 2011). Cette faible héritabilité peut 

être due à des variants avec une fréquence allélique inferieure à 0.5%, difficile à 

identifier avec les technologies actuelles ou/et à des phénomènes épigénétiques.  

Le changement de style de vie, avec l’augmentation des apports énergétiques et 

la diminution de la dépense énergétique, contribuent de façon indiscutable à 

l’augmentation pandémique du DT2. La discordance de la régulation épigénétique 

pour les générations nées dans un cadre de vie traditionnel avec un faible apport 

énergétique et lors de la transition à une vie urbaine avec des apports énergétiques 



Introduction 
 

 5 

plus importants place cette dernière dans des conditions de haut risque pour le 

développement du DT2 (Hochberg et al., 2011). La déficience en vitamine D et en 

vitamine B12 est impliquée dans le développement du DT2 (Calvo-Romero and 

Ramiro-Lozano, 2015), (Yajnik et al., 2008). De plus, des évidences impliquent 

l’exposition aux polluants organiques (pesticides, plastifiants). Ces derniers affectent 

le système endocrinien et contribuent à la pathologie du DT2 (Casals-Casas and 

Desvergne, 2011). Le microbiote intestinal qui peut être influencé par la composition 

de la nourriture et les antibiotiques, peut aussi augmenter le risque de DT2 (Barlow 

et al., 2015). Enfin, la privation et l’apnée du sommeil sont deux autres facteurs 
fortement associés au développement du DT2 (Spiegel et al., 2009). 

1.3. Le diabète gestationnel 

Le diabète gestationnel (Robertson et al.) est défini par une intolérance au glucose 

diagnostiquée pour la première fois pendant la grossesse. Chez la plus part des 

femmes, le DG survient à partir du deuxième trimestre de grossesse. La prévalence 

du DG est de 8-9% des grossesses, bien que ce seuil puisse doubler dans les 

populations à haut risque pour le DT2 (American Diabetes, 2015). Au cours de la 

grossesse, une augmentation du besoin en insuline fait suite à l’installation d’une 

insulinopénie relative et une insulino-résistance chez la femme. Ceci conduit à une 

augmentation de l’afflux de glucose vers le fœtus et une hyper-insulinémie 

réactionnelle de ce dernier (Marques et al., 2015) (Hay, 2012). Les complications du 

DG touchent donc la mère et le fœtus. Chez le nouveau né, cela peut aller de la 

prématurité à la détresse respiratoire, à l’hypocalcémie à court terme, à l’obésité et à 

l’intolérance au glucose au long terme. Les complications maternelles sont 

l’hypertension artérielle, la pré-éclampsie, la césarienne à court terme et le DT2 à 
long terme. 

1.4. Le diabète monogénique  

Le diabète monogénique est considéré comme une forme rare du diabète, il 

représente 5 % de DT2 (Bonnefond and Froguel, 2015). Il est classé selon l’âge du 

début de la maladie en Diabète néonatale (lorsque le diabète se déclare avant l’âge 

de 6 mois) ou en diabète MODY « maturity onset diabetes of the young » lorsque le 

diabète se déclare avant l’âge de 25ans (Schwitzgebel, 2014). Le diabète 



Introduction 
 

 6 

monogénique est dû à une mutation d’un seul gène conduisant à un défaut de la 

fonction des cellules β pancréatiques ou de leur nombre (Schwitzgebel, 2014). 

2. Le pancréas 

Le pancréas est une glande mixte logée dans l’abdomen. Chez les vertébrés, il est 

situé à l’arrière de l’estomac entre la rate et le duodénum. Anatomiquement, le 

pancréas est divisé en trois parties, «  la tête », « le corps » et « la queue » du 

pancréas. Il est constitué de deux types cellulaires fonctionnellement et 

morphologiquement différents, les cellules exocrines et les cellules endocrines 

(Slack, 1995) (figure1).  

 

Figure 1: Localisation du pancréas chez les vertébrés et composition de l'îlot de Langerhans. 

(adapté de l’encyclopédie Britannica)  

2.1 Le pancréas exocrine 

Le compartiment exocrine du pancréas représente 98% de la masse totale de 

l’organe. Il est organisé en cluster appelé acini, ce dernier est composé 

essentiellement des cellules acinaires. Le rôle de ces cellules est la synthèse et 

sécrétion des enzymes digestives telles que l’α-amylase, la glycoside hydrolase, la 
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trypsin(ogen), la carboxypeptidase A (CPA), et l’elastase ainsi que les ribonucleases, 

les lipases et les phospholipases (Rutter et al., 1968), (Jorgensen et al., 2007). Après 

un repas, les cellules acinaires secrètent les enzymes digestives dans le canal 

pancréatique qui les relie au duodénum. Les cellules qui relient les acinis au canal 

pancréatique sont appelées les cellules centroacinaires. Ces cellules présentent une 

morphologie différente des cellules acinaires. Leurs tailles est de 10 microns et 

présente un très grand noyau. Cependant, leur fonction reste encore mal connue 

(figure1). Des études récentes montrent que ces cellules pourraient être une réserve 

de cellules pluripotentes progénitrices dans le pancréas adulte (Cleveland et al., 

2012). Les cellules du canal pancréatique ou cellules ductales ont une fonction 

physiologique critique pour la sécrétion des enzymes digestives. En effet, ces 

cellules secrètent le bicarbonate, essentiel pour diluer et tamponner le pH des 

enzymes secrétées par les cellules acinaires (Cleveland et al., 2012). Ces enzymes 

digestives sont essentielles pour la génération des carbohydrates, des protéines et 

des lipides à partir des nutriments, car elles facilitent leurs absorptions par l’intestin. 

Leur sécrétion est régulée par des médiateurs neuronaux et hormonaux. Les 

neuropeptides et les hormones qui stimulent la sécrétion des cellules acinaires sont 

l’adenylate cyclase-activating peptide (PACAP) secrétée par la glande pituitaire ; 

l’oxide nitrique (NO), le vasoactive intestinal peptide (VIP), l’angiotensine II et 

l’insuline. Les facteurs inhibiteurs de la sécrétion du pancréas exocrine sont la 

somatostatine, le polypeptide pancréatique, la ghreline, la pancreastatine, 

l’adenomeduline, la galanine, la calcitonine (CGRP), le neuropeptide Y (NPY) le 

peptide YY (PYY), la cholecystokinine (CCK), l’acétylcholine et le glucagon(Pandiri, 
2014). 

2.2 Le pancréas endocrine 

Le compartiment endocrine représente entre 1 et 2% de la masse totale du 

pancréas. Ce micro-organe, dispersé tout au long du pancréas dans des clusters de 

100-200µm appelés îlots de Langerhans, est composé de 5 types cellulaires 

différents, tous producteurs d’hormones. Chaque îlot est composé de cellules α 

sécrétrices de glucagon, de cellules β sécrétrices d’insuline, des cellules δ 

sécrétrices de somatostatine, des cellules ε sécrétrices de ghrelin et des cellules PP 
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sécrétrices du polypeptide pancréatique. Ces agrégats cellulaires sont entremêlés 

avec les vaisseaux sanguins et les neurones, permettant ainsi la libération des 

hormones pour une régulation fine de l’homéostasie glucidique (Adrian et al., 1978), 

(Cao and Wang, 2014), (Brereton et al., 2015), (figure1). Ce réseau permet une 

réponse rapide aux fluctuations du glucose sanguin, aux signaux intra-îlots (via les 

junctions gap ou des signaux paracrines) et aux impulsions nerveuses extrinsèques. 

L’architecture et l’arrangement spatial des cellules de l’îlot jouent un rôle important 

pour les communications entre ces derniers. L’architecture diffère entre espèces. 

Ces différences sont surtout liées au besoin fonctionnel spécifique à l’espèce et la 

nécessité de sécrétion des autres facteurs intrinsèque (comme le l’ATP, le GABA, ou 
le zinc) pour la fonction de l’îlot (Steiner et al., 2010), (Tableau1, figure2).  

Tableau 1: Distribution des cellules endocrines dans les îlots de souris et les îlots humain  

Îlots Cellules α Cellules β Cellules δ Celluleε Cellules PP 

Souris 15% 87% 5% Rare Rare 

Humain 36% 54% 10% <1% <5% 

 

Figure 2: Abondance et distribution des cellules endocrines dans un îlot de souris et un îlot 
humain.Imuno-marquage d’insuline (rouge), de glucagon (vert) et de somatostatine (bleu) dans a) un 
îlot de souris b) un îlot humain. Chez la souris les cellules δ et les cellules α sont arrangées dans un 
« manteau » autours des cellules β et très peu de cellules β sont au contact des autres types 
cellulaires. A l’inverse chez l’homme, les cellules endocrines sont distribuées aléatoirement dans 
l’ensemble de l’îlot et la plupart des cellules β sont au contact des autres types cellulaires (Wang et 
al., 2015). 
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2.2.1 Les cellules α 

Les cellules α représentent entre 30 à 50% des cellules endocrines du pancréas 

chez l’Homme et aux alentours de 15% de l’îlot chez la souris. Ces cellules sont 

responsables de la synthèse et la sécrétion du glucagon. Cette hormone est 

essentielle pour le maintien de l’homéostasie glucidique, car elle active la 

néoglucogenèse et la glycogénolyse hépatique. Elle contrôle la mobilisation du 

glucose périphérique pour prévenir l’hypoglycémie et contrebalance ainsi l’action de 

l’insuline. En plus du glucose, la sécrétion du glucagon est régulée par de nombreux 

signaux paracrines et endocrines comme l’insuline, la somatostatine, le glutamate et 

le GLP1 (glucagon-like peptide-1) (Gromada et al., 2007). De plus, des études 

récentes suggèrent un rôle pour les cellules α comme progéniteurs précurseurs des 

cellules β. En effet, ces études montrent que les cellules α adjacentes aux cellules β 

sont capables de se transdifférencier en cellules β en cas de dommage ou de 

déplétion des cellules β (Gromada et al., 2007). Chez les diabétiques, les cellules α 

secrètent plus de glucagon, et présentent une diminution de leur réponse à 

l’hypoglycémie et une incapacité à stopper la sécrétion de glucagon dans les 
conditions hyperglycémique (Youos, 2011). 

2.2.2 Les cellules β 

Les cellules β sont la population la plus représentée dans l’îlot même si leur 

nombre varie entre les espèces (60 à 80%) (Cabrera et al., 2006). La fonction 

première de ces cellules est le stockage d’insuline et son relargage suite à la prise 

alimentaire afin de maintenir la glycémie sanguine. En plus de l’insuline, la cellule β 

co-sécrète de façon équimolaire le peptide C, qui est un produit du clivage de la pro-

insuline en insuline. Le peptide C augmente l’action de l’insuline en favorisant la 

désagrégation de l’insuline et en réduisant l’apoptose des cellules β (Shafqat et al., 

2006), (Bugliani et al., 2007). Il participe aussi à amélioration de la fonction du rein, 

du système nerveux et du système vasculaire (Ido et al., 1997), (Samnegard et al., 

2005).  

De plus, la cellule β sécrète d’autre peptide comme l’amyline avec un ratio de 

~1 :3  par rapport à l’insuline. Cette hormone inhibe la sécrétion du glucagon et 

influence la sécrétion de l’insuline selon sa concentration. A basse concentration, 
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celle-ci augmente la sécrétion de l’insuline alors que des hautes concentrations 

l’inhibent (Akesson et al., 2003). La cellule β sécrète aussi l’IGF2 et l’FGF1 qui 

favorisent la prolifération de la cellule β, ainsi que le MIF (Macrophage migration 

Inhibitory Factor) et le PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide) 

qui augmentent la sécrétion de l’insuline (Cornu et al., 2009), (Li et al., 2016), 

(Waeber et al., 1997), (Portela-Gomes et al., 2003). En plus de l’insuline et des 

peptides, la cellule β sécrète des neurotransmetteurs comme le GABA. Il est retrouvé 

dans 15% des granules d’insuline et son relargage inhibe la sécrétion du glucagon 

par les cellules α (Bailey et al., 2007). 

La physiologie de la cellule β, sa sécrétion d’insuline et son dysfonctionnement au 
cours du DT2 seront discutés dans le chapitre suivant.  

2.2.3 Les cellules δ  

Cellules δ représentent moins de 5% des populations endocrines du pancréas. 

Elles sont responsables de la sécrétion de la somatostatine. Cette hormone contrôle 

la fonction de l’îlot en inhibant la sécrétion d’insuline par les cellules β et la sécrétion 

de glucagon par les cellules α, permettant une régulation fine de la glycémie (Hauge-
Evans et al., 2009).  

2.2.4 Les cellules ε  

Très peu de cellules ε sont observées dans le pancréas. L’Homme est la seule 

espèce connue pour avoir un nombre substantiel de ces cellules endocrines à l’âge 

adulte (1% des cellules de l’îlot). Elles sont responsables de la sécrétion de la 

Ghrelin. Cette hormone agit localement en inhibant la sécrétion de l’insuline (Wierup 
et al., 2014). 

2.2.5 Les cellules PP 

Les cellules PP ou cellules F sont minoritaires dans l’îlot. Elles représentent moins 

de 1% des cellules endocrines du pancréas. Leur rôle est de produire et de secréter 

le peptide pancréatique. Contrairement aux autres types cellulaires de l’îlot dont les 

hormones secrétées agissent en paracrine sur les cellules endocrines, le polypeptide 

pancréatique agit sur les deux composantes en inhibant la sécrétion des cellules 
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exocrines ainsi que la sécrétion endocrine de la somatostatine (Lonovics et al., 
1981), (Kim et al., 2014).  

3. Physiologie de la cellule β et dysfonctionnement dans le DT2 

L’insuline induit un signal hormonal majeur pour la réduction du taux sanguin de 

glucose circulant et le stockage d’énergie après un repas. Dans des conditions 

physiologiques, chez l’adulte, la cellule β est la seule cellule de l’organisme capable 

de secréter de l’insuline. Toutefois, quelques exceptions ont été décrites récemment, 

incluant certaines cellules spécialisées du thymus qui synthétisent l’insuline pour 

leurs propres tolérances auto-immunes (Fan et al., 2009). L’insuline est aussi 

secrétée par le cerveau au cours du développement (Deltour et al., 1993) (Devaskar 

et al., 1994). De plus, il a été montré que la synthèse de l’insuline peut être induite 

dans les cellules de la moelle, du foie, du tissu adipeux et de la rate, dans des 

conditions de stress métaboliques chez des modèles murins de diabète (Kojima et 

al., 2004). 

En dépit de ces quelques exceptions, l’insuline circulante chez un adulte sain 

provient uniquement de la cellule β. Cette cellule très spécialisée utilise plus de 50% 

de la machinerie cellulaire pour la synthèse et le stock l’insuline dans des granules. 

Une cellule β moyenne contient ~10.000 granules d’insuline correspondant à ~20% 

du volume totale de la cellule. Chaque granule peut stocker ~200.000 molécules 

d’insuline, ce qui correspond à environ 2 milliards de molécules par cellules (Straub 
et al., 2004).  

3.1. Physiologie de la cellule β 

3.1.1. Biosynthèse de l’insuline 

L’insuline secrétée est constituée de 51 acides aminés et présente un poids 

moléculaire de 5.8kDa. Cependant le gène de l’insuline code pour un précurseur de 

110 acides aminés appelé la pré-pro-insuline (figure3). L’interaction de cette dernière 

avec les riboprotéines cytoplasmiques SRP (Signal Recognition Protein) facilitent sa 

translocation dans le réticulum endoplasmique (RE) où elle va être clivée par les 

peptidases en pro-insuline (Chan et al., 1976), (Patzelt et al., 1978). La pro-insuline 

est ensuite prise en charge par des protéines chaperonnes qui vont favoriser son 
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repliement et la formation des ponts disulfures (Huang and Arvan, 1995). La pro-

insuline migre ensuite vers l’appareil de golgi où elle est stockée dans des granules 

immatures (Huang and Arvan, 1995). Ensuite, la maturation finale de la pro-insuline 

en insuline à l’intérieur de la granule est catalysée par trois protéases, les pro-

hormones convertase (PCsK) 1 et 2 ainsi que la carboxypetidase E (CPE) (Steiner et 

al., 2009). L’insuline mature est alors cristallisée à l’aide de calcium et du zinc et 
forme un hexamère d’insuline prêt à être secrété (figure4).  

 

Figure 3: Diagramme représentatif des séquences d’acides aminés de la preproinsuline 
humaine (vert peptide signale, rouge chaine B, orange peptide C, bleu chaine A) en noir et en bleu 
claire sont indiquées les mutations identifiées chez les diabétiques. Les mutations en noir modifient le 
repliement de l’insuline. Les mutations, en bleu clair sont impliquées dans une réduction de 
l’association de l’insuline avec son récepteur. 
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Figure 4: Granule d’insuline. a) Image d’une cellule β prise par microscopie électronique b) 
Protéines présents dans une granule d’insuline (Suckale and Solimena, 2010). 

Malgré le fait que la biosynthèse de l’inuline soit régulée par de nombreux 

facteurs, l’augmentation des concentrations de glucose et de ses métabolites 

représente l’évènement physiologique le pus important régulant la transcription et la 

traduction de l’insuline (Poitout et al., 2006). De plus, des hautes concentrations de 
glucose augmentent la stabilité de l’ARN messager de l’insuline (Welsh et al., 1985). 

3.1.2. Régulation transcriptionnelle de l’insuline  

Chez la plupart des espèces, le gène de l’insuline est représenté par une seule 

copie. Cependant, les rongeurs disposent de deux copies non allélique (insuline 1 et 

insuline 2). Elles différent par leur nombre d’introns et leurs localisation 

chromosomique (Soares et al., 1985). L’expression spécifique par la cellule β du 

gène de l’insuline chez les mammifères est assurée par une région conservée située 

à -350 bp du site d’initiation de la transcription ou TSS (transcription start site). Ainsi, 

la régulation de la transcription de l’insuline s’effectue spécifiquement dans cette 

région (Hay and Docherty, 2006). Cette région promotrice contient des éléments de 

réponse permettant la fixation des facteurs de transcription qui régule l’expression du 
gène de l’insuline (figure5).  
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Figure 5 :Activation synergique et coordonnée de l’expression du gène de l’insuline par PDX1, 
NeuroD1 et MafA. 

Les facteurs de transcription Pdx1, NeuroD1 et MafA sont les régulateurs majeurs 

de la transcription du gène de l’insuline. Ces facteurs coordonnent de façon 

synergique l’expression du gène de l’insuline. Bien que le glucose régule la fonction 

des trois facteurs, le mécanisme de régulation de chacun est complètement diffèrent. 

En effet, pour PDX1, le glucose contrôle son interaction avec des complexes 

répresseurs et/ou activateurs du gène de l’insuline (Francis et al., 2005), (Mosley and 

Ozcan, 2003). La régulation de NeuroD par le glucose contrôle sa localisation 

cellulaire. En effet, NeuroD1 est essentiellement cytoplasmique en bas glucose. 

L’exposition à des hautes concentrations de glucose conduit à sa phosphorisation et 

à sa O-glucNAcylation favorisant sa translocation dans le noyau, où il va activer la 

transcription de l’insuline (Khoo et al., 2003), (Andrali et al., 2007). Enfin, l’expression 

de MafA est-elle même induite par de hautes concentrations en glucose (Zhao et al., 

2005).  

D’autres facteurs de transcription contribuent à la régulation de la transcription du 

gène de l’insuline tels que les facteurs se liant à l’élément CRE (CREB/ATF). En 

effet, le promoteur de l’insuline humaine présente quatre éléments de réponse pour 

ces facteurs de transcription (Hay et al., 2005). L’élément A du promoteur contient 

aussi des sites de fixation du facteur nucléaire hépatocytaire 1 (HNF1) et le facteur 

de transcription Isl1 (Emens et al., 1992), (Peng et al., 2005). La fixation de ces 
derniers stimule la transcription de l’insuline.  

3.1.3. Régulation traductionnelle de l’insuline  

En réponse à l’augmentation de la glycémie après le repas, la cellule β augmente 

la vitesse de la traduction de l’insuline. Cette augmentation de la traduction est 

assurée par la dephosphorylation du facteur d’initiation eucaryotique 2 α (elF2α) par 

la protéine phosphatase (PP1) (Vander Mierde et al., 2007). Cette déphosphorylation 

favorise la formation du complexe traductionnelle ternaire eIF2-GTP·Met-tRNAi qui 
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interagit avec la sous unité S40 du ribosome et permet sa stabilisation, augmentant 

ainsi sa traduction (Gomez et al., 2004), (figure6). 

 

Figure 6: Le glucose contrôle la traduction de l’insuline. Le glucose stimule la synthèse de 
l’insuline en augmentant la traduction (1) le glucose favorise la phosphorylation de elF-4EBP et la 
formation du complexe elF4-F(elF-4E, elF-4F, elF-4A, elF-4G) qui va reconnaitre le ARNm de la 
preproinsuline et recruter la sous unité 40S du ribosome (2) la déphosphorylation de eIF2α favorise la 
formation du complexe traductionnelle ternaire eIF2-GTP·Met-tRNAi et le stabilise. 

3.1.4. Régulation de la sécrétion d’insuline:  

Le glucose est le principal secretagogue de la cellule β. Contrairement aux autres 

cellules de l’organisme où le métabolisme du glucose répond aux stimuli hormonaux 

et neuronaux, le métabolisme glucidique dans la cellule β est dépendant de la 

disponibilité du glucose (Matschinsky, 1996). Ceci est dû : (1) au transport du 

glucose, qui dans la cellule β est illimité grâce à l’expression du récepteur GLUT2 

chez les rongeurs et des récepteurs GLUT1 et GLUT3 chez l’homme (2) à la 

glycolyse dans la cellule β, qui est assurée par la glucokinase, une hexokinase avec 

une faible affinité pour le glucose (McCulloch et al., 2011), (Thorens and Mueckler, 

2010), (Schuit et al., 2012). De plus, la cellule β exprime un niveau très bas de la 

lactate déshydrogénase (LDH) et du transporteur monocarnoxylate (MCT), ce qui 

minimise le flux du glucose dans la mitochondrie et permet d’éviter l’induction de la 
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sécrétion d’insuline par le pyruvate et le lactate circulants libérés par les muscles lors 

d’un exercice (Schuit et al., 2012).  

Ø Sécrétion de l’insuline induite par le glucose 

La sécrétion de l’insuline est détectable à partir d’une concentration sanguine du 

glucose de 3mM chez l’homme (Henquin et al., 2006) et de 6mM chez la souris 

(Hedeskov, 1980), avec un maximum atteint aux alentours de 16mM et 20mM chez 

l’homme et la souris, respectivement. Des études sur des îlots isolés ont montré 

l’existence d’un pic initial de sécrétion dans les 3-10 min après une stimulation au 

glucose suivi par une seconde phase (phase d’amplification) de sécrétion plus lente 

(Curry, 1986). Ces deux phases se ressemblent fortement en terme de signalisation. 

Des études récentes de l’équipe du Pr Henquin ont montré que la seconde phase est 

le résultat de répétition de la première phase. En effet, cette équipe montre que le 

calcium (Ca2+) est essentiel mais peu efficace en absence de glucose pour 

l’activation des voies de signalisation qui amplifie l’action du Ca2+ (Henquin, 2009). 

Cependant, dans des conditions physiologiques in vivo, cette sécrétion biphasique 

est très difficilement vérifiable et est probablement absente à cause d’une lente 

augmentation du glucose sanguin après un repas.  

D’un point de vue mécanistique, le glucose capté par le récepteur au glucose est 

rapidement phosphorylé par la GCK puis converti en pyruvate. Ce dernier est utilisé 

comme substrat pour le cycle acide citrique (TCA), augmentant ainsi le métabolisme 

oxydatif du glucose (Pralong et al., 1990). Ceci a pour conséquence une 

augmentation du ratio ATP/ADP ainsi que du MgADT dans la cellule β, conduisant à 

la dépolarisation de la membrane plasmique en induisant la fermeture des canaux 

potassiques ATP dépendants (K+ATP) et l’entrée du calcium via les canaux Ca2+ 

voltages dépendants de type L. La dépolarisation de la membrane conduit finalement 

à la sécrétion de l’insuline (Henquin, 2009) (figure7). 
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Figure 7: Mécanisme de sécrétion d’insuline par la cellule β  en réponse au glucose.  
 

Ø Sécrétion de l’insuline induite par les autres sécrétagogues  

En plus du glucose, la sécrétion de l’insuline peut être induite par d’autres 

sécrétagogues comme les acides aminés (ex : la leucine et le α-ketoacid 

ketoisocaproate) qui activent en partie les mêmes voies métaboliques activées par le 

glucose. Les acides aminés sont des sécrétagogues physiologiques et jouent un rôle 

de potentialisateur de la sécrétion d’insuline. Ces derniers augmentent la sécrétion 

d’insuline dans des conditions d’activation par le glucose supérieure à 6mM. 

Cependant, un seul acide aminé dans des concentrations physiologiques ne peut 

pas augmenter la sécrétion de l’insuline. En effet, c’est la combinaison de certains 

acides aminés à une concentration physiologique qui peut augmenter la sécrétion de 

l’insuline (Sener and Malaisse, 1980).  Un dernier groupe de sécrétagogue 

physiologique sont les hormones incrétines comme le GLP1 (glucagon like 

hormone), le GIP (glucose dependent insulinotropic peptide), la cholesystokinine 

(CCK), le peptide YY (PYY) et l’oxyntomoduline, sécrété par l’intestin après un repas 

(Campbell and Drucker, 2013). Les incrétines agissent via des récepteurs couplés 

aux protéines G (GPCR, ex : GLPAR, GIPR) présents à la surface de la cellule β en 

augmentant la concentration de l’AMPc, en activant la protéine kinase A (PKA) ainsi 

que EPAC2 (exchange protein activated by AMPc 2) (Campbell and Drucker, 2013), 

(Seino and Shibasaki, 2005), (Holz, 2004) et d’autres voies de signalisation (via la β-

arrestine et MAPK) (Dalle et al., 2011). Les acides gras peuvent aussi augmenter la 

sécrétion d’insuline (via GPR40/FFAR1), (Itoh et al., 2003) ainsi que l’acetyl-choline 

via l’activation des récepteurs muscariniques M3 et l’ATP en activant les récepteurs 
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ionotropes P2X et P2Y (Hillaire-Buys et al., 1994). Les acides gras favorisent la 

sécrétion d’insuline en augmentant le Ca2+ cytosolique, alors que le VIP, le PYY et 

oxyntomoduline augmentent l’AMPc (figure8).  

 

Figure 8 :Vue d’ensemble des voies de signalisation canoniques qui régulent la sécrétion 
d’insuline dans la cellule β pancréatique (Rutter et al., 2015). 
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4. Dysfonctionnement de la cellule β dans le DT2 

Dans des conditions d’insulino-résistance, la cellule β répond en augmentant la 

sécrétion d’insuline pour maintenir une glycémie normale, un processus appelé la 

compensation. Les mécanismes impliqués ne sont pas encore bien compris. 

Cependant, des études chez les rongeurs ont montré que l’expansion de la masse 

des cellules β et l’augmentation de leur fonction sont deux processus importants pour 

contrer l’hyperglycémie (Steil et al., 2001), (Liu et al., 2002). L’incapacité de cellule β 

à compenser l’insulino-résistance marque l’entrée franche dans le DT2. 

Généralement, le diagnostic du DT2 est associé avec ~50% de réduction de la 

fonction des cellules β se manifestant entre 10 à 12 ans avant le diagnostic et 

s’aggravant avec l’augmentation progressive de glycémie à jeun (Holman, 1998). En 

effet, des études sur des îlots isolés ont montré que la première phase de sécrétion 

d’insuline est préférentiellement réduite dans le DT2 (Nesher and Cerasi, 2002). De 

plus, le caractère pulsatile et oscillatoire de ces îlots est perdu (O'Rahilly et al., 

1988). Les patients obèses présentent une augmentation de la masse de cellule β, 

alors que les patients diabétiques obèses ou non présentent une diminution de 40% 

de la masse. Cette diminution de masse est due à une augmentation de l’apoptose et 

une perte d’identité de la cellule β (Butler et al., 2003), (Talchai et al., 2012) (figure9). 

Le statut diabétique conduit à une diminution de la synthèse et de la traduction de 

l’insuline se traduisant par une dégranulation des cellules β (Bonner-Weir et al., 

1981). De plus, le ratio insuline/proinsuline sanguin est augmenté chez les patients 

diabétiques. Ce changement proportionnel est dû à la déplétion des granules 

matures conduisant une augmentation de la sécrétion d’insuline immature (Alarcon et 
al., 1995).  
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Figure 9 : Histoire naturelle de l’adaptation de la cellule β à l’obésité et au DT2. 

La perte de réponse de la cellule β à l’excès de nutriment et au stress a été 

traditionnellement associée à une augmentation de l’apoptose de la cellule β. Bien 

que la finalité de l’historique du DT2 soit probablement l’apoptose de la cellule β, des 

études récentes indiquent des situations plus complexes dans lesquelles la cellule β 

peut initier plusieurs réponses alternatives afin d’éviter une perte irréversible. De 

nombreux facteurs physiologiques du stress retrouvés chez les patients diabétiques 

impactent la fonction de cellule β. Alors que la cellule β répond dans un premier 

temps par l’activation de voies compensatoires, elle active d’autres programmes 

pathologiques qui agissent en synergie pour favoriser le dysfonctionnement de la 

cellule β et sa mort (figure10).  
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Figure 10 : Dysfonctionnement de la cellule β  dans le DT2. 
 

4.1 Dédifférenciation de la cellule β 

La dédifférenciation de la cellule β est un concept émergent qui a fait l’objet de 

nombreuses études récentes. Il est basé sur des nouvelles évidences de la plasticité 

des cellules β. Des études de modèles murins de diabète déficients pour le facteur 

de transcription Foxo1 ont montré que le dysfonctionnement de la cellule β est 

associé avec une dédifférenciation de la cellule β en cellule α (Talchai et al., 2012). 

De plus, la perte du facteur de transcription PDX1 dans les cellules β matures 

conduit à une transdifférenciation rapide en cellules α (Gao et al., 2014). Ces 

résultats démontrent qu’une reprogrammation des cellules β avec un shift du 

programme transcriptionnel (avec une dérépression des facteurs de transcription 

essentiels pour le maintien de la cellule β) peut se produire dans des conditions de 

stress comme lors du DT2 (figure11). De plus, il a été montré que le traitement avec 

l’insuline peut rétablir ce programme transcriptionnelle en induisant une 

redifférenciation des cellules dédifférenciées en cellules β. De façon très 
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intéressante, il a récemment été montré que les cellules β se dédifférencient en 

cellules α et cellules δ-like chez les patients atteints du DT2 (Cinti et al., 2015). 

 

 

Figure 11: Dédifférenciation de la cellule β au cours du DT2. Nouvelle hypothèse du devenir des 
cellules β au cours du développement du DT2 (plus de détails dans le texte). 
 

4.2 Dépôt des plaques d’amyloïde 

L’accumulation des dépôts d’IAPP contribue au dysfonctionnement de la cellule β. 

L’augmentation de la sécrétion d’insuline lors des phases de compensation 

s’accompagne par une augmentation de la synthèse et de la sécrétion d’IAPP 

favorisant la formation d’oligomères toxiques d’IAPP. Des agrégats de ces 

oligomères sont retrouvés chez la plus part des patients diabétiques (Montane et al., 

2012), (figure12). Les mécanismes qui contrôlent la formation des oligomères dans le 

DT2 ne sont pas clairs. Certaines études suggèrent un défaut de conversion de 

proIAPP en IAPP (Jeong and An, 2015). Les oligomères d’IAPP induisent la 

sécrétion de l’IL1-β, qui va favoriser le recrutement des macrophages et augmenter 

ainsi l’inflammation locale dans l’îlot (Masters et al., 2010).  
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Figure 12 :Le dépôt des plaques d’IAPP sur les îlots pancréatiques contribue à la mort de la 

cellule β (SCQ.ca) 

4.3 L’inflammation 

L’hyperglycémie chronique et l’augmentation des acides gras circulant ainsi que 

l’IAPP favorisent la production de l’IL1-β par la cellule β. Ce dernier agit en paracrine 

et induit la production des agents chimiotractants (CXCL8 et CCL3 chez l’homme et 

CXCL1 chez la souris) qui vont favoriser le recrutement des macrophages aux 

niveaux de l’îlot (figure13). Le rôle de ces agents et des macrophages dans la perte 

de fonction de la cellule β reste flou. Cependant, il est établi que la thérapie anti-

inflammatoire (antagoniste de l’IL1-β) peut préserver la fonction et la masse de la 

cellule β (Donath and Shoelson, 2011). 

 

Figure 13 :L’inflammation participe au dysfonctionnement de la cellule β dans T2D. Les acides 
gras (ex: palmitate) activent la sécrétion des chimiokines par les cellules β. Ces derniers vont 
favoriser le recrutement des macrophages pro-inflammatoires M1 (Eguchi et al., 2012). 

 



Introduction 
 

 24 

4.4 Le stress oxydatif  

L’augmentation de la glycolyse lors de l’hyperglycémie conduit à la génération 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) telles que le l’oxyde nitrique (NO°), le 

superoxyde (O2
-), l’hydroxyle (OH°) et le peroxyde de l’hydrogène (H2O2). Lorsque 

l’hyperglycémie perdure, la cellule β n’arrive plus à éliminer les ROS, notamment à 

cause des très faibles niveaux d’expression des enzymes antioxydantes. En effet, le 

niveau des ROS dans les îlots corrèle positivement avec la concentration en glucose 

(Tanaka et al., 2002). L’accumulation de ROS induit des dommages à l’ADN ayant 

pour conséquence la dérégulation de l’expression des gènes, participant ainsi au 

dysfonctionnement de la cellule β (Wajchenberg, 2007).  

4.5 Le stress du réticulum endoplasmique 

Cette partie est décrite dans la revue jointe publiée dans « Journal of Diabetes 
Research » en 2014.  
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5. Les HAT et les HDAC 

Comme discuté dans les chapitres précédant, malgré des études approfondies 

d’association de gènes, la contribution génétique n’est capable d’expliquer que 10% 

du DT2. Ainsi, les changements génétiques ne peuvent pas expliquer la complexité 

de la maladie. Des études récentes pointent le doigt sur une troisième composante, 

l'épigénétique, qui pourrait être un élément déterminant pour la prédisposition au DT2 

(Keating and El-Osta, 2013). L’épigénétique correspond à l’étude des changements 

dans l’activité des gènes, n’impliquant pas de modification de la séquence d’ADN et 

pouvant être transmis lors des divisions cellulaires ou entre les générations. 

Contrairement aux mutations qui affectent la séquence d’ADN, les modifications 

épigénétiques sont réversibles (De Jesus and Kulkarni, 2014). Les changements 

épigénétiques jouent un rôle central dans de nombreux processus biologiques en 

modifiant la structure et l’organisation de la chromatine. Dans le noyau, l’ADN est 

empaqueté en des structures appelées nucléosomes. Ces derniers sont composés 

d’histones autour desquelles l’ADN est enroulé. L’accès à l’ADN par différentes 

machineries cellulaires est garanti par une série de modification épigénitiques qui 

vont induire des changements de la structure de la chromatine. Ces modifications 

entraînent souvent des modifications chimiques de l’ADN ou des histones. Ces 

modifications chimiques incluent la méthylation, l’acétylation, la phosphorylation, 
l’ubiquitination et la sumoylation (Liyanage et al., 2014) (figure 14).  
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Figure 14 :Schéma représentatif de l’accessibilité de l’ADN à la machinerie transcriptionel et 
les différentes modifications de l’ADN associées. 

Dans ce manuscrit, nous allons nous concentrer sur l’acétylation et les enzymes 
responsables de cette modification.  

L’acétylation sur lysine des protéines est une modification post-traductionnelles 

(PTM) qui consiste en l’addition d’un groupement fonctionnel acétyle au groupement 

ε-amine d’une lysine. Elle a tout d’abord été décrite comme contribuant à la 

régulation directe de la structure de la chromatine en modifiant les histones. 

Cependant, des études récentes ont montré que cette modification concernait aussi 

plus de 80 facteurs de transcription et un très grand nombre de protéines 

cytoplasmiques (Kim et al., 2006), (Zhao et al., 2010b), (Glozak et al., 2005). Ainsi, 

cette PTM régule de nombreuses fonctions cellulaires, de la transcription et la 

traduction des protéines jusqu’à la signalisation et le métabolisme (figure15). Les 

enzymes responsables de l’acétylation sont appelées lysines acetyltransferases 

(KAT, ou histone acetyltransferases HAT). A l’inverse, les enzymes responsables de 

la déacétylation des protéines et histones sont appelées les lysines deacetylases 
(KDAC, ou les histones deacetylases HDAC).  
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Figure 15: Les HAT et les HDAC interviennent dans a) de nombreux processus biologique en 
régulant b) la transcription des gènes en modulant le remodelage de chromatine. Ces enzymes 
régulent également la fonction des facteurs de transcription et des protéines cytoplasmique 
(Trakhtenberg and Goldberg, 2012), (Yang and Seto, 2007). 

5.1 Les HAT  

Les HAT sont classées selon leurs mécanismes de catalyse et leurs localisations 

cellulaires en deux superfamilles, HAT A et HAT B. Les membres de la superfamille 

HAT A regroupent les HAT capables de catalyser le transfert du groupement acétyl 

de l’acétyl-CoA au groupement ε-NH2 après l’assemblement du nucléosome. A 

l’inverse, les membres de la superfamille HAT B catalyse le transfert du groupement 

acétyle de l’acétyl-CoA au groupement ε-NH2 des histones libres (Richman et al., 

1988). Les HAT sont aussi classées selon l’homologie structurale et fonctionnelle de 

leurs domaines catalytiques. De nos jours, il existe 30 enzymes avec une activité 

acétyle transférase connue qui sont regroupées dans 5 familles (tableau 2). Les 

GNATs (Gcn5-related N-acetyltransferases), qui regroupent les HAT présentant une 

forte homologie de  séquence de leur domaine HAT avec GCN5, présentent soit un 

bromodomaine ou un chromodomaine qui permettent, respectivement, l’interaction 

avec les lysines acétylés ou les lysines méthylés (Neuwald and Landsman, 1997). La 

famille MYST des HAT est caractérisée par la présence d’un domaine MYST qui 

contient un site de fixation de l’acétyle-CoA et un doigt de zinc (Avvakumov and 
Cote, 2007).  

(a) (b)



Introduction 
 

 28 

 

Figure 16: Motifs des séquences des protéines acétylées selon (a) le compartiment cellulaire et 
(b) le tissu. 

La famille des HAT p300/CBP est caractérisée par la présence d’un domaine 

TAF250. Enfin, il existe la famille des co-activateurs des récepteurs aux stéroïdes 

(SRC) et les récepteurs nucléaires (NCoA) (Torchia et al., 1998). Des études de 

cristallographie ont permis d’identifier un motif de reconnaissance pour les HAT où 

une glycine est suivie par une lysine acétylable (GKxxP) (Bannister et al., 2000), 

(Rojas et al., 1999). Cependant, la prédiction des sites d’acétylation hors histone à 

l’aide de ce motif est très limitée. Cette limitation est liée au fait que les protéines 

cytoplasmiques ne présentent pas un motif consensus d’acétylation (Kim et al., 

2006). En effet, le motif d’acétylation des protéines par les HAT est dépendant de 

leurs localisations cellulaires. De plus, ces motifs semblent différents selon le tissu 
cible (Lundby et al., 2012), (figure 16). 

	   	  

a b 
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Tableau 2: Classification des HAT, leurs localisations, activité et quelques cibles. A, lysines 
acétyletransférases, Ub, ubiquitine ligase. 

Famille HAT Localisation Activité Quelques cibles 

GNAT ti N A,  H3, H4, PGC-1α , α-tubulin 

Kat2b N, C A, Ub  H3, H4, ERRα, ACL, MYOD1, PGC-1α 

HAT1 C, N A Histones cytoplasmiques nouvellement synthétisées  

ATF2 N, M A H2B, H4 

p300/ CBP p300 N, C A, Ub H2A, H2B, H3, H4, FXR, PPAR-γ, PEPCK-C, 
PLAG1, SIRT2, p53, HDAC1, BCL6, MYOD1 

CBP N, C A H2A, H2B, H3, H4, PPAR-γ, MYOD1 

MYST KAT5 N, C A H2A, H4, (H3) 

KAT6A N A H3, H4, p53 

KAT6B N A H3, H4 

KAT7 N A H3, H4 

SRCs NCoA-1 N, C A H3, H4 

NCoA-2 N, C A H3, H4 

NCoA-3 C, N A H3, H4 

Others TAFII250 N A, Ub H3, H4, (H2A), p53 

GTF3C-α N A H2A, H3, H4 

CLOCK N, C A H3, H4, GR, ARNTL1 

5.2 Les HDAC 

Les HDAC sont des enzymes qui ont pour fonction de déacétyler les histones et 

les protéines cytoplasmiques. Les HDAC sont regroupés en deux familles 

distinctes. Les HDAC classiques ont une activité dépendante du zinc et présentent 

une structure homologue à la protéine de levure Hda1/Rpd3 (de Ruijter et al., 2003). 

La seconde famille est composée des déacétylases dont l’activité est dépendante du 

NAD+ et présentent une structure homologue à la protéine de levure Sir2 (Haigis and 

Guarente, 2006). Les HDAC sont aussi regroupées en 4 classes selon leurs 
conservations phylogénétiques (Tableau 3). 
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Tableau 3: Classification des HDAC, leur localisation, activité et quelques cibles. D, déacylation 
DA, déacétylases, DC, décrotonylation; DM, démalonylation; DS, désuccinylation; DG, déglutaryation, 
ADPR, ADP-ribosylation; B, biotinylation 

Famille HDAC Localisation Activité Quelques cibles 

I HDAC1 N,C DA H2A, H2B, H3, H4, AR, SHP, p53, MYOD1, E2F1, 
STAT3 

HDAC2 N DA H2A, H2B, H3, H4, GR, YY1, BCL-6, STAT3 
HDAC3 N DA H2A, H2B, H3, H4, SHP, YY1, Eryf1, p65, STAT3, 

MEF2D 
HDAC8 N, C DA H2A, H2B, H3, H4, SMC-3, ERRα 

IIa HDAC4 N, C DA H2A, H2B, H3, H4, GCM1, Eryf1, HP1-β 
HDAC5 N, C, G DA H2A, H2B, H3, H4, GCM1, SMAD7, HP1-β 
HDAC7 N, C, M DA H2A, H2B, H3, H4, PLAG1 
HDAC9 N, C DA H2A, H2B, H3, H4 

IIb HDAC6 C, N DA H2A, H2B, H3, H4, α-tubulin, HSP90, SHP, 
SMAD7 

HDAC10 C DA H2A, H2B, H3, H4 
III SIRT1 N, C DA, DC H2A, H3, H4, PGC-1-α, PPAR-γ, FOXO1, FOXO3, 

CRTC2, AceCS, p53, NOTCH1, p65, HIF-1α, 
LXRβ, FXR 

SIRT2 C DA, DC H3, H4, ACL, α-tubulin, PEPCK-C, FOXO1, p65 
SIRT3 M DA, DC LCAD, HMGCS2, GDH1, SOD, IDH-2, OXPHOS, 

AceCS2 
SIRT4 M ADPR, L, B GDH1, MCD, PDC 
SIRT5 M, C, N DA, DM, DS, DG CPS1 
SIRT6 N DA, ADPR, D H3, IGF-1, HIF-1α, KAT2A, p65 
SIRT7 N DA H3, GABPB-1, p53, SMAD6 

IV HDAC11 N, C DA H2A, H2B, H3, H4 

5.3 Régulations épigénétiques par les HAT et HDAC 

L’acétylation et la déacétylation des histones jouent un rôle central dans la 

régulation de l’expression génique. Le modèle général de la transcription est basé 

sur l’interaction de l’ARN polymérase II, les facteurs de transcription et les cofacteurs 

(coactivateurs et corépresseurs). Le complexe de coactivateurs et de corépresseurs 

contient une variété d’enzymes capables de modifier la chromatine en agissant sur 

les histones telles que les HAT et les HDAC (Nakajima et al., 1988). Ces 

modifications d’histones définissent l’hypothèse du " code histone" et permettent une 

réponse adaptée des cellules aux différents signaux environnementaux selon le tissu 

cible (Rando, 2012). Ces marques épigénétiques sont reconnues spécifiquement par 

les effecteurs de la transcription. Dans le cas de l’acétylation, les lysines modifiées 

représentent un site spécifique pour la fixation des protéines qui contiennent un 

bromodomaine (Fischle et al., 2003). L’acétylation des histones est souvent associée 

à la relaxation de la chromatine, plus accessible à la machinerie transcriptionnelle et 

activant ainsi la transcription. A l’inverse, la déacétylation des histones est associée 
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à la compaction de la chromatine et à l’arrêt de la transcription (figure17) (Whittle and 
Singewald, 2014). 

 

Figure 17: Régulation de la transcription par les HAT et les HDAC (Whittle and Singewald, 2014). 

Plusieurs mécanismes permettant d’expliquer la régulation de l’expression 

génique par l’acétylation et la déacétylation des histones ont été proposés. De 

nombreuses évidences montrent que les HAT ou les HDAC sont recrutées par ordre 

chronologique à un locus spécifique par différents facteurs de transcription. Par 

exemple, des études in vivo ont montré l’existence d’une cinétique de recrutement 

des composantes du remodelage chromatinien SWI/SNF et des HAT à la chromatine 

condensée (Memedula and Belmont, 2003). D’autres études suggèrent que les HAT 

et HDAC sont présents simultanément sur la région régulatrice des gènes cibles. 

L’activation ou la répression de la transcription dans ce modèle dépendrait des 

différentes voies de signalisation activées et/ou de l’enzyme qui permet de stabiliser 

cette interaction (Simone et al., 2004). Il est probable que les deux modèles co-

existent, cependant, les différences entre les loci régulés par l’un des mécanismes 
ou l’autre ne sont pas connues.  

5.4 Les HAT et les HDAC régulent les protéines non-histones.  

L’acétylation des protéines joue un rôle fondamental dans la régulation de 

nombreux processus physiologiques. En effet, des études protéomiques in vitro et in 

vivo ont permis d’identifier plus de 4541 protéines acétylées. Ces protéines sont 

retrouvées dans de nombreux compartiments tels que le noyau, le cytoplasme mais 

aussi la mitochondrie, le RE et golgi. Les fonctions cellulaires associées à ces 

TF
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protéines sont nombreuses et incluent le remodelage de la chromatine, le cycle 

cellulaire, l’épissage alternatif, le transport nucléaire, la fonction de la mitochondrie et 

le métabolisme énergétique. De plus, la balance acétylation/déacétylation semble 

répondre au statut nutritionnel, suggérant un rôle central des HAT et HDAC pour 

l’adaptation de la réponse cellulaire à son environnement (Kim et al., 2006), (Zhao et 

al., 2010b), (Glozak et al., 2005), (Choudhary et al., 2009). L’interaction physique 

entre les HAT et HDAC joue un rôle important pour le contrôle de l’activité de leurs 

cibles. L’exemple le plus documenté dans la littérature est P300, capable d’acétyler 

plusieurs HDAC (Sirt2, HDAC1, HDAC6) et conduisant à la diminution de leur activité 
déacétylase (Han et al., 2008), (Han et al., 2009). 

5.5 Régulation de la fonction de la cellule β par les HAT et les HDAC  

La découverte du rôle protecteur des inhibiteurs des HDAC a provoqué un intérêt 

croissant pour la compréhension du rôle de l’acétylation dans la régulation la fonction 

de la cellule β. En effet, il a été montré que l’inhibition de la classe IIa des HDAC 

augmente le pool de la cellule β lors de la différenciation en augmentant l’expression 

de facteur de transcription PAX4 (Lenoir et al., 2011). De plus, l’inhibition de la class I 

des HDAC protège la cellule β contre l’apoptose induit par le palmitate (Plaisance et 

al., 2014). Cet effet protecteur semble relié à l’inhibition de la HDAC3. 

L’administration in vivo d’un inhibiteur spécifique de la HDAC3 dans des modèles de 

souris pour le DT2 diminue l’hyperglycémie et augmente la sécrétion de l’insuline 

(Lundh et al., 2015). Paradoxalement, l’expression de SIRT3, membre de la class III 

des HDAC, est diminuée dans les îlots des patients diabétiques. La diminution de 

l’expression de SIRT3 participe au dysfonctionnement de la cellule β en augmentant 

la production des ROS et la synthèse de l’IL1β (Caton et al., 2013). Les mécanismes 

d’action des HDAC sont souvent reliés à leurs rôles transcriptionnels via la 

déacétylation des histones. Les HDAC régulent aussi l’expression du gène de 

l’insuline en réponse au glucose. Dans des conditions de bas glucose, HDAC 1 et 

HDAC2 interagissent avec PDX1, conduisant à la déacétylation de l’histone H4 et la 

diminution de l’expression du gène de l’insuline (Mosley and Ozcan, 2004). A 

l’inverse, en haut glucose, PDX1 recrute P300, CBP, GCN5 et Kat2b sur le 

promoteur de l’insuline favorisant l’acétylation de l’histone H4 et l’augmentant 
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l’expression du gène de l’insuline (Sampley and Ozcan, 2012), (Mosley et al., 2004). 

De plus, Kat2b/PCAF et USF1 sont recrutés au promoteur de PDX1 et favorisent sa 

transcription (Pinney et al., 2011). Les HAT sont aussi capable de réguler 

directement l’activité des facteurs de transcriptions essentielle pour la fonction de la 

cellule β. En effet, il a été montré que P300 acétyle BETA2, augmentant sont action 

sur la transcription du gène de l’insuline (Qiu et al., 2004). De plus, la balance 

HAT/HDAC joue un rôle dans les effets bénéfiques du Glp1 et du GIP en favorisant 

l’internalisation du recepteur au potassium. Enfin, des études récentes ont montré 

que la balance HAT/HDAC permet la régulation de la glycolyse via la modulation de 

l’activité de la GK. En effet, l’acétylation de la GKRP (glucokinase regulatory protein) 

par P300 augmente son interaction avec la GK, augmentant ainsi sa rétention dans 

le noyau et diminuant la glycolyse. A l’inverse, la déacétylation de la GKRP par Sirt2 

favorise sa dégradation et libère la GK, augmentant ainsi la glycolyse (Park et al., 
2015). 

6.  Structure et fonctions de l’acetyle transférase Kat2b  

La protéine Kat2b (appelée également PCAF pour p300/CBP-associated factor) 

est une lysine acétyltransférase (KAT) de la famille des GNAT, qui présente 73% 

d’homologie de séquence avec GCN5 (figure 18a) (Nagy and Tora, 2007). Il est codé 

par le chromosome 3 chez l’homme et le chromosome 17 chez la souris. La 

séquence de Kat2b est hautement conservée entre l’homme et la souris et donne 

naissance à une protéine composée de 832 acides aminés chez l’homme et 813 
acides aminés chez la souris (Xu et al., 1998).  

La structure de Kat2b comporte deux domaines conservés, le domaine KAT 

acétyltransférase et le bromodomaine, et un domaine moins conservé qui porte 

l’activité E3 ubiquitine ligase. La partie centrale du domaine KAT, en plus de porter 

l’activité catalytique de Kat2b, est impliquée dans la liaison à l'acétyl-CoA (figure 

18b). Les régions voisines du domaine KAT semblent déterminer la spécificité de 

liaison aux histones. Le bromodomaine semble être responsable de la 

reconnaissance de l’histone H4 acétylée en lysine 8 et de l’histone H3 acétylée en 
lysine 14 (Dhalluin et al., 1999). 
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Figure 18: Structure de Kat2b a) homologie de séquence avec GCN5 b) structure cristallographique 
de Kat2b an interaction avec l’acetyl-CoA. E3 : le domaine E3 ubiquitine ligase; HAT: domaine acétyl-
transférase ; Bromo : bromodomaine ; PCAF-HD : domaine d’homologie avec Kat2b, l’homologie entre 
Kat2b et GCN5 est exprimé en % (Nagy and Tora, 2007). 

 

La régulation de Kat2b par des modifications post-traductionnelles est encore mal 

connue. Il a été cependant montré qu’il peut être régulé par acétylation. Kat2b peut 

être acétylé par lui-même ou par P300. Les signaux induisant cette acétylation ne 

sont pas connus, mais il semblerait que cette auto-acétylation intervienne sur une 

séquence NLS (nuclear localisation signal), conduisant à sa translocation dans le 

noyau et à une augmentation de son activité histone acétyltransférase (Santos-Rosa 
et al., 2003). 

6.1 Les Cibles de Kat2b 

Comme la plupart des HAT, Kat2b acétyle les histones, mais également les 
facteurs de transcription et les protéines cytoplasmiques.  

E3 HAT Bromo
1 75 121 242 320 550 625 725 832

PCAF-HD HAT Bromo

73%
homologie

PCAF

GCN5

(a)

(b)
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6.1.1. Kat2b acétyle les histones 

Kat2b est impliqué dans de nombreux processus biologiques en modulant 

l’expression génique par le remodelage de la chromatine en acétylant spécifiquement 

les histones H3 en lysine 9 et H4 en lysine 14. En effet, Kat2b est recruté dans des 

complexes activateurs. Cette régulation est impliquée notamment dans la 

progression dans le cycle cellulaire en régulant l’expression de nombreux acteurs 

impliqués dans la transition G2/M (cycline D1, cycline D2, E2F1, PCNA…), dans 

l’adipogenèse du tissu adipeux brun en régulant PPARy et AP2, dans le rythme 

circadien en activant la transcription de NPAS2, dans l’inflammation en augmentant 

l’expression de protéines qui répondent à l’interferon et interférant ainsi avec l’activité 

de la polymérase II (Gatta and Mantovani, 2010), (Jin et al., 2014), (Masumi et al., 
1999), (Sandoval et al., 2010), (Zhu et al., 2007), (Curtis et al., 2004). 

6.1.2. Kat2b acétyle des protéines non-histones 

Kat2b acétyle également des facteurs de transcription et module leur activité 

transcriptionnelle. Cette acétylation est généralement associée avec une 

augmentation de leur affinité pour leurs gènes cible qui intervient dans plusieurs 

processus biologiques. Kat2b acétyle aussi des protéines cytoplasmiques, modifiant 

leur activité et/ou leur capacité à interagir avec d’autres protéines. Ainsi, Kat2b 

intervient dans le cycle cellulaire à plusieurs niveaux, tout d’abord en acétylant E2F1 

lors de la transition de la phase G1/S, et ensuite en acétylant la CDK2 lors de la 

transition G2/M (Taubert et al., 2004), (Mateo et al., 2009). De plus, Kat2b régule la 

différenciation musculaire, en acétylant le facteur de transcription MyoD (Sartorelli et 

al., 1999). Il intervient dans le métabolisme des acides aminés en interagissant avec 

ATF4, ainsi que le stress du réticulum endoplasmique en interagissant avec XBP1s 

(Cherasse et al., 2007), (Lew et al., 2011). Kat2b acétyle également le facteur de 

transcription CIITA sur la séquence NLS, conduisant à son accumulation dans le 

noyau et augmentant l’expression des gènes inductibles du complexe 

d’histocompatibilité de classe II. Il interagit avec de nombreuses autres protéines et 

facteur de transcription tels que PTEN, Akt, FoxO1, HIF1α, P53, STAT3, EZH2, 

PGC1α (Okumura et al., 2006), (Zhang et al., 2015), (Yoshimochi et al., 2010), 

(Xenaki et al., 2008), (Cai et al., 2014), (Rajendran et al., 2013), (Wan et al., 2015), 
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(Sun et al., 2014). L’acétylation de facteurs de transcription par Kat2b peut 

également diminuer leur activité transcriptionnelle. Le seul exemple connu est 

l’acétylation de la sous unité P65 du facteur de transcription NF-κB. L’acétylation de 

P65 conduit à la diminution de la capacité de NF-κB de se fixer avec l’ADN et 

attenue son activité transcriptionnelle.  

Kat2b possède également une activité E3 ubiquitine ligase qui contrôle notamment 

le niveau d’expression de la protéine HDM2, responsable de la dégradation de P53 

(Linares et al., 2007). De façon intéressante, il a été récemment montré que Kat2b 

pouvait exercer ces deux activités HAT et E3 ligase sur la voie de signalisation GLI1. 

D’un côté, Kat2b augmente la transcription des gènes cibles du facteur de 

transcription GLI1 en acétylant H3K9 dans ces promoteurs cibles. Kat2b est donc un 

co-activateur transcriptionnel de GLI1 et favorise la croissance cellulaire (Malatesta 

et al., 2013). D’un autre coté, Kat2b interagit physiquement avec GLI1 et favorise son 

ubiquitination et sa dégradation via son activité E3 ligase, diminuant ainsi les 

fonctions du facteur de transcription et ses propriétés oncogéniques (Mazza et al., 
2013).  

6.1.3. Kat2b dans la cellule β  

Le rôle de Kat2b dans la fonction de la cellule β est encore mal connu. Il a été 

montré in vitro que Kat2b était présent dans le complexe activateur de la transcription 

du gène de l’insuline (Sampley and Ozcan, 2012). Kat2b acétyle également des 

facteurs de transcription de la cellule β tels que NeuroD1, HNF1a conduisant à une 

augmentation de leurs activités transcriptionelles (Qiu et al., 2004), (Soutoglou et al., 

2001). De plus, Kat2b acétyle MafA, cette acétylation favorise sa stabilisation et le 

protège contre l’ubiquitination et la dégradation (Rocques et al., 2007). Cependant, 

toutes ces études ont été réalisées in vitro, et le rôle physiologique de Kat2b reste à 
être identifié.  
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II. Objectifs et présentation du projet de recherche  

L’expression génique est dynamiquement régulée au niveau de la chromatine par 

des modifications épigénétiques. Comme discuté dans l’introduction, les HAT et 

HDAC participent activement à cette dynamique. En effet, les HAT acétylent les 

histones, facilitant l’accessibilité des facteurs de transcription à la chromatine et 

l’initiation de la transcription. A l’inverse, les HDAC en déacétylant les histones 

favorisent l’arrêt de la transcription. L’acétyltransferase Kat2b, de par son activité 

HAT, est considérée comme un acteur positif activant la transcription de ces gènes 

cible. De plus, de par ces deux activités HAT et E3 ligase, Kat2b est acétyle ou 

ubiquitine des protéines non-histones, contribuant ainsi à modulation de la fonction et 
de l’activité de ces protéines.  

Lors de mon arrivé au laboratoire, l’équipe du Dr. Jean Sébastian Annicotte avait 

observé que les souris déficientes pour Kat2b étaient gluco-intolérante et secrétaient 

moins d’insuline en réponse au glucose. Ces résultats préliminaires suggéraient un 

rôle de Kat2b dans la fonction de la cellule β pancréatique. Mes objectifs étaient alors 

de comprendre 1) quelle était la fonction de Kat2b dans le dysfonctionnement de la 

cellule β pancréatique et la sécrétion d’insuline, 2) la relevance avec le 

développement du DT2 et enfin 3) les mécanismes moléculaires impliqués. 

Pour ce faire, nous avons caractérisé métaboliquement trois modèles de souris 

génétiquement invalidées pour Kat2b dont 2 modèles de souris knockout totale pour 

Kat2b de fond génétiques différents et une modèle de souris spécifiquement 

invalidée pour Kat2b dans la cellule β pancréatique en utilisant la technologie Cre-

loxP. Nous avons ensuite utilisé différentes approches dans des îlots humains. Enfin, 

afin d’identifier les mécanismes moléculaires impliquées, nous avons utilisée des 

approches globales : 1) au niveau de la chromatine à l’aide d’une approche de 

séquençage à haut débit (CHIP-Seq) sur des îlots isolés et 2) l’identification des 

différents interactants en utilisant une approche protéomique (LC-MS-MS) réalisé 
après surexpression de la protéine Kat2b-Flag. 
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La première partie de ce travail fait l’objet d’un article actuellement en révision 

dans le journal « Cell Reports ». Concernant la deuxième partie, des résultats 

préliminaires seront présentés. 
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III. Résultats : Rôle de Kat2b dans la cellule ß pancrétique 

1 Article : Kat2b contrôle la réponse au stress du RE dans la cellule 
β  pancréatique 

Résumé  

Les voies de signalisation activées par la réponse induite au mauvais 

repliement des protéines dans le réticulum endoplasmique (UPRer) jouent un rôle 

important dans l’adaptation de la cellule β pancréatique à son environnement. Le 

dysfonctionnement de ces voies déclenche une augmentation de l’expression des 

marqueurs du stress du RE, conduisant à la défaillance de la cellule β, à un 

défaut de sécrétion d’inuline et peut-être au développement du DT2. Alors que de 

nombreuses études ont montré une altération de l’expression de ces marqueurs 

dans les îlots de souris diabètiques ou les îlots de patients diabétiques, les 

mécanismes moléculaires impliqués restent mal connu. Dans ce manuscrit, nous 

montrons que les souris invalidées totalement ou spécifiquement pour le gène de 

la lysine acétyltransférase Kat2b présentent un défaut de sécrétion d’insuline et 

une gluco-intolérance marquée. Une analyse de l’ensemble des gènes régulés 

par Kat2b a révélé un rôle critique de ce cofacteur dans le maintien l’expression 

des gènes de l’UPR, ainsi que la fonction de la cellule β lors d’un stress 

métabolique. Nous observons que l’expression de Kat2b est diminuée dans les 

îlots de souris db/db et les îlots de patients diabétiques. De plus, l’expression de 

Kat2b est positivement corrélée avec l’expression de gènes de l’UPR dans les 

îlots humains. En conclusion, Kat2b est un régulateur transcriptionnel crucial pour 

la fonction et l’adaptation de la cellule β durant un stress métabolique en 

contrôlant l’UPR. Nous pensons que Kat2b représente une cible thérapeutique 
prometteuse pour le traitement du DT2.  
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Summary 

The Endoplasmic Reticulum (ER) unfolded protein response (UPRer) pathway plays an 

important role for pancreatic β cells to adapt their cellular responses to 

environmental cues and metabolic stress. Although altered UPRer gene expression 

appears in rodent and human type 2 diabetic (T2D) islets, the underlying molecular 

mechanisms remain unknown. We show here that germ-line and β-cell specific 

disruption of the lysine acetyltransferase 2B (Kat2b) gene in mice leads to impaired 

insulin secretion and glucose intolerance. Genome wide analysis of Kat2b-regulated 

genes and functional assays revealed a critical role for KAT2B in maintaining UPRer 

gene expression and subsequent β-cell function. Importantly, Kat2b expression was 

decreased in db/db and in human T2D islets and correlated with UPRer genes in 

normal human islets. In conclusion, KAT2B is a crucial transcriptional regulator for 

adaptive β-cell function during metabolic stress by controlling UPRer and represents a 

promising target for T2D prevention and treatment.  

Introduction  

The Endoplasmic Reticulum (ER) is a crucial organelle necessary to maintain protein folding 

and secretory capacity. Defective ER functions or prolonged ER stress impair glucose 

homeostasis and are associated with the development of peripheral insulin resistance and 

impaired β-cell function, two major contributors to the development of diabetes (Walter and 

Ron, 2011; Wang and Kaufman, 2012). Several lines of genetic evidence suggest that the 

transition between an obese, insulin-resistant state to type 2 diabetes (T2D) is triggered by 

β-cell failure, due to both a partial loss of β-cell mass and an impaired β-cell function (Muoio 

and Newgard, 2008). Interstingly, obese patients maintaining β-cell compensation are 

protected from T2D, suggesting that the mechanisms controlling this particular stage of 

diabetes progression is crucial for evolution to diabetes (Weir and Bonner-Weir, 2004).  

Pancreatic β-cells adapt their secretory capacity to metabolic challenges by activating the ER 

unfolded protein response (UPRer), particularly during diet-induced obesity (Eizirik and Cnop, 

2010). The UPR orchestrates complex signaling pathways in specialized secretory cells 

undergoing ER stress (Hetz, 2012). Typically UPRer is composed by three transmembrane 

ER stress sensors, ATF6, IRE1 and PERK, that will transduce signaling pathways and, 

finally, will modify the expression of key genes leading to adaptive responses and recovery 

from ER stress (Back and Kaufman, 2012). A growing body of evidence suggests that 
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alteration in the expression of UPR genes may lead to β-cell failure and contribute to 

diabetes development (Cnop et al., 2012; Rabhi et al., 2014). Recent studies in mouse and 

human diabetic islets implicate altered expression of these markers (Chan et al., 2013; Engin 

et al., 2014; Kennedy et al., 2010; Laybutt et al., 2007). However, the upstream regulators 

responsible for UPRer gene expression modulation are currently unknown.   

Gene expression relies on the epigenetic status of histones, transcription factors and their 

coregulators allowing cell adaptation to metabolic change (Kelly and Scarpulla, 2004; 

Mouchiroud et al., 2014). Adapted responses to different environmental metabolic cues are 

controlled through the balance between acetylation and deacetylation of specific histone 

marks and transcription factors (Jeninga et al., 2010; Mihaylova and Shaw, 2013; Zhao et al., 

2010a). This process involves the antagonistic activity of the chromatin-modifying enzymes 

lysine/Histone deacetylases (KDAC) and Lysine/histone acetyl transferases (KAT) enzymes. 

Accumulating evidence suggests important roles for KDAC in the control of glucose 

homeostasis (Mihaylova and Shaw, 2013), notably by regulating endocrine pancreatic 

development (Haumaitre et al., 2008; Lenoir et al., 2011), β-cell function and survival (Lundh 

et al., 2012; Plaisance et al., 2014). So far, little is known about the metabolic role of KAT, in 

particular KAT2B. In this study, we investigated the effect of germ-line and β-cell specific 

Kat2b deficiency on glucose homeostasis and insulin secretion. We find that loss of Kat2b 

causes insulin secretion defects and glucose intolerance. We further establish a direct link 

between Kat2b, UPRer gene expression and insulin secretion. We also demonstrate that 

KAT2B expression is defective in T2D islets, providing a new and unsuspected crucial role 

for this acetyltransferase in UPR signaling, ER stress response and β-cell function during 

metabolic stress. 

Results and discussion 

Germ-line and β-cell specific Kat2b deficiency impairs glucose tolerance and insulin 

secretion in mice 

To elucidate the role of KAT2B in glucose homeostasis, we first investigated the metabolic 

phenotype of Kat2b-deficient mice (Kat2b -/-) (Maurice et al., 2008; Yamauchi et al., 2000). 

Body weight and size of Kat2b -/- mice under a chow diet was reduced when compared to 

controls (see Figures S1A and S1B in the Supplemental data). The reduced body size was 

not due to decreased Igf-1 expression in the liver nor its secretion (Figures S1C and S1D). 

The reduced body mass was associated with an elevation of glucose values (Figure 1A) and 

with a decrease in plasma insulin levels (Figure 1B). However, Kat2b -/- mice tended to 
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respond to intraperitoneal glucose tolerance tests (ipGTT, Figures 1C and 1D, p=0.06), 

despite decreased insulin secretion in response to glucose (Figure 1E), and to insulin (ipITT, 

Figure 1F). In contrast Kat2b -/- mice fed a high fat diet (HFD) showed severe hyperglycemia 

and glucose intolerance with low circulating insulin levels in the fed state and after a glucose 

tolerance test despite moderate weight gain (Figures 1G to1K and Figure S1E, p<0.01). 

Insulin resistance was, however, not affected in Kat2b -/- mice on a HFD (Figure 1L).  

We also found that KAT2B protein co-localizes with insulin in healthy rodent islets 

(Figure 1M and Figures S1F and S1G). We then investigated glucose-stimulated insulin 

secretion (GSIS) in isolated pancreatic islets from Kat2b -/- mice and found a 56% reduction 

of GSIS (Figure 1N). This deleterious effect on GSIS was not due to effects on insulin content 

(Figure S1H) and was further confirmed in Min6 cells in which Kat2b expression was 

silenced using interfering RNAs (Figures S1I and S1J). Islets histology (Figure S1K), cell 

number and surface area (Figure 1O) were normal in chow fed Kat2b -/- mice. However, in 

Kat2b -/- mice on HFD, islet size was significantly reduced when compared to control mice 

(Figure 1O, p<0.001 and Figure S1K), with an increased proportion of small islets (Figure 

S1L). The ratio of a and β cells, the number of a and β cells per islet and circulating glucagon 

levels were similar in both diets (data not shown and Figures S1M, S1N, S1O and S1P). 

Under HFD only, a significant decrease in β-cell area was observed in Kat2b -/- pancreata 

compared to controls (Figure 1P, p<0.001, and Figure S1M), suggesting that Kat2b is 

required for β-cell compensation in obesity and associated insulin resistance.  
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Figure 1. Loss of Kat2b in mice causes glucose intolerance and insulinopenia. (A) 16 hours 
fasting and refed blood glucose levels and (B) refed serum insulin levels of 12 weeks old control (Ka2b 
+/+) and mutant (Kat2b -/-) mice (n = 4-7). (C) ipGTT, (D) area under the curve (Yamauchi et al.) of 
ipGTT, (E) serum insulin levels at the indicated times after intraperitoneal injection of glucose and (F) 
ipITT measuring levels of glucose at the indicated times after intraperitoneal injection of insulin in mice 
fed normal chow (n = 6). (G) Fasting (overnight) and refed blood glucose levels and (H) refed serum 
insulin levels of Kat2b +/+ and -/- mice fed a HFD for 13 weeks (n = 7-10). Blood glucose levels during 
(I) ipGTT, (J) AUC of ipGTT under HFD, (K) serum insulin levels at the indicated times after 
intraperitoneal injection of glucose and (L) ipITT in mice fed a HFD (n = 7-10). (M) 
Immunofluorescence analysis of pancreatic sections showing co-expression of Kat2b (Gomez et al.) 
and insulin (red) in mouse pancreatic islets. Nuclei are stained with Hoechst reagent. (N) Insulin 
secretion from islets isolated from Kat2b +/+ (grey bars) and -/- (red bars) mice in the presence of 2.8 
mM and 20 mM glucose. Results were normalized to total insulin content (n = 3). (O) Quantification of 
islet area in Kat2b +/+ and -/- pancreata fed normal chow or HFD (n = 5 animals/condition). All 
individual values are plotted on the graph. (P) Quantification of relative insulin positive area from Kat2b 
+/+ and -/- mice pancreatic sections fed chow and high fat diet. All values are expressed as means ± 
SEM ; *p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001. 

To further demonstrate the cell-autonomous function of Kat2b on insulin secretion, we 

generated β-cell specific Kat2b knockout mice by crossing Kat2bLox/Lox with RIP-Cre mice 

(Herrera, 2000) (hereafter referred as Kat2bβ-/-, Figure S2A). Kat2b gene expression analysis 

on isolated islets demonstrated an efficient recombination upon β-cell specific Cre 

recombinase expression at the Kat2b locus (Figure 2A), but not in other metabolic organs 

including hypothalamus, liver or adipose tissues (Figure S2B). Body weight and fasting 

glucose levels were similar between all genotypes (Figures 2B and 2C, respectively). As 
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observed in the germ-line Kat2b -/- mice, the β-cell specific deletion of Kat2b resulted in 

glucose intolerance (Figures 2D and 2E). The Kat2bβ-/- mice had blunted insulin release 30 

minutes after intra-peritoneal glucose administration (Figure 2F) but their systemic insulin 

sensitivity was preserved (Figure 2G). Challenging Kat2bβ-/- mice with a high fat diet resulted 

in moderate body weight gain (Figure 2H) and normal fasting glucose levels (Figure 2I). 

However, Kat2bβ-/- fed a HFD were glucose intolerant (Figures 2J and 2K), with defective 

insulin secretion after intra-peritoneal glucose administration (Figure 2L) but normal insulin 

sensitivity (Figure 2M). These results suggest that Kat2b modulates insulin secretion in a 

cell-autonomous manner and may contribute to β-cell compensation during metabolic stress. 

 

Figure 2. Impaired glucose tolerance in mice with a b-cell specific knockout of Kat2b. (A) 
Quantitative RT-PCR to measure Kat2b mRNA levels in islets isolated from control (Rip-Cre/+ and 
Kat2b ß+/+) and b-cell specific mutant (Kat2b ß-/-) mice. (B, C) Body weight (B, n=9-14) and 16 hours 
fasting blood glucose levels (C, n=11) in Rip-Cre/+, Kat2b ß+/+ and Kat2b ß-/- mice. (D-F) (D) ipGTT 
measuring the levels of  glucose, (E) the corresponding AUC and (F) insulin at the indicated times 
after intraperitoneal injection of glucose in 5 months old Rip-Cre/+ (black triangles and bars, n=11), 
Kat2b ß+/+ (white circles and bars, n=11) and Kat2b ß-/- (green squares, and bars n = 11). (G) ipITT 
measuring levels of glucose at the indicated times after intraperitoneal injection of insulin in mice fed 
normal chow (n = 11). (H) Body weight gain under high fat diet feeding of Rip-Cre/+ (n=8), Kat2b ß+/+ 
(n=6) and Kat2b ß-/- (n = 10). (I) 16 hours fasting blood glucose levels in Rip-Cre/+ (n=4), Kat2b ß+/+ 
(n=10) and Kat2b ß-/- (n=11) mice fed a HFD for 16 weeks. (J-M) (J) ipGTT measuring the levels of  
glucose, (K) the corresponding AUC and (L) serum insulin at the indicated times after intraperitoneal 
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injection of glucose in Rip-Cre/+ (black triangles and bars, n=11), Kat2b ß+/+ (white circles and bars, 
n=11) and Kat2b ß-/- (green squares and bars, n = 11) mice fed a HFD for 16 weeks. (M) ipITT 
measuring levels of glucose at the indicated times after intraperitoneal injection of insulin in mice fed a 
HFD (n = 6-11). All values are expressed as mean ± SEM. *p <0.05; ** p <0.01 and *** p <0.001. 

Kat2b directly regulates an UPRer gene program necessary for proper insulin 

secretion 

KAT2B directly regulates insulin gene expression in response to glucose through the 

acetylation of histone H4 (Sampley and Ozcan, 2012). However, isolated islets from Kat2b 

+/+ and -/- mice showed no difference in mRNA levels of key genes involved in insulin 

synthesis (Ins1, Ins2, Pdx1, Mafa), maturation (Pcsk1, Pcsk2, Cpe) or secretion (Slc30a8, 

Kcnj11, Abcc8, ChgA, Figure S3A). As Kat2b is a transcriptional coregulator (Nagy and Tora, 

2007) we performed chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) in murine 

isolated islets and showed that DNA motifs present in regions bound by Kat2b were those 

recognized by several transcription factors including Pax4, Creb1, Atf4, Atf6, Ddit3 (Chop) 

and Xbp1 (Table S1). Gene ontology (GO) analysis revealed an enrichment of sequences 

bound by Kat2b involved in cellular process, biological regulation, signaling or cellular 

response to stimulus, as expected for a transcriptional coregulator (Table S2). Interestingly 

GO analysis also revealed that several Kat2b target genes were involved in ER functions 

(p=6.4x10-13), ER stress response (p=0.0027) and UPRer signaling (p=0.039, Table S2). 

Since altered expression of these genes impairs insulin secretion and β-cell function (Back 

and Kaufman, 2012), we focussed our analysis on UPRer pathways. Consistently, Kat2b 

occupies the promoters of several genes controlling UPRer activity, including Xbp1, Hspa5 

(BiP), Atf4 and Atf6 (Table S3 and Figure S3B).  

As ER homeostasis is critical for maintaining β-cell function (Fonseca et al., 2011), 

we investigated how impaired UPRer regulation in Kat2b -/- islets led to defective insulin 

secretion. It was shown previously that treatments with chemical chaperones, such as 

taurine-conjugated ursodeoxycholic acid (TUDCA) and 4-phenyl butyric acid (4-PBA), 

alleviate ER stress and prevent glucose-induced b-cell dysfunction (Tang et al., 2012). 

Treatment with both TUDCA and 4-PBA partially rescued GSIS in isolated pancreatic Kat2b -

/- islets (Figure 3A), suggesting that UPR dysfunction could be responsible for insulin 

secretion defects. In Kat2b silenced Min6 cells, treatment with both molecules also restored 

GSIS (Figure 3B). In accordance with ChIP-seq data, the expression of UPRer genes was 

decreased in isolated Kat2b -/- islets (Figure 3C). This effect was further observed in Kat2b -

/- mice fed with HFD (Figure 3D), concomitantly with associated decreased expression of key 

β-cell genes such as Mafa, Ins2 and Cpe (Figure S3C). Decreased expression of several 
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UPRer genes was confirmed in Kat2bβ-/- islets (Figure 3E). Kat2b silencing in Min6 cells 

further showed UPRer pathway impairment (Figure S3D) and decreased expression of β-cell 

genes (Figure S3E). Therefore, these findings suggest that Kat2b is an upstream 

transcriptional regulator of UPRer markers in murine pancreatic islets and Min6 insulinoma 

cells.  

 

Figure 3: Modulation of UPRer signaling in murine Kat2b -/- β cells is required for insulin 
secretion. (A) Effects of TUDCA and 4-PBA treatments on glucose-stimulated insulin secretion from 
Kat2b +/+ and -/- isolated islets (n=3). (B) Effects of TUDCA and 4-PBA treatments on glucose-
stimulated insulin secretion from control (siCont) and Kat2b silencing (siKat2b) in Min6 cells. (C-D) 
mRNA levels of UPRer genes in islets isolated from Kat2b +/+ and -/- mice fed (C) chow or (D) high fat 
diet (n = 4-5). (E) mRNA levels of UPRer genes in islets isolated from Rip-Cre/+, Kat2b ß+/+ and Kat2b 
ß-/- mice fed chow (n=3).  

Germ-line or β-cell specific Atf6-deficient (Atf6β-/-) mice have decreased insulin 

secretion (Engin et al., 2014; Usui et al., 2012). The striking similarity between the Kat2b -/- 

mice and the Atf6-deficient mice prompted us to focus on the regulation of the Atf6 gene by 

Kat2b. In agreement with our ChIP-seq and qPCR data, Atf6 protein levels were decreased 

in Kat2b -/- isolated islets (Figures 4A to 4D). Luciferase-based reporter studies confirmed 

that KAT2B potentiates the promoter activity of the Atf6 gene construct in Min6 cells (Figure 

4E). This transcriptional effect was dependent on the Kat2b acetyltransferase activity, as 
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demonstrated by the use of a KAT2B construct with a deleted HAT domain (Figure 4E). 

Importantly, rescue of Atf6 expression in Kat2b -/- islets (Figures 4F and S4A) and in Kat2b 

silenced Min6 cells (Figures 4G and S4B) restored glucose-stimulated insulin secretion in 

these cells, demonstrating that Atf6 mediated the observed effects of Kat2b on insulin 

secretion. To evaluate the contribution of Kat2b in ER stress response, we treated Min6 cells 

with the ER stress inducer thapsigargin. This treatment had no effect on Kat2b mRNA levels 

(Figure 4H), but rapidly increased Kat2b protein levels in Min6 treated-cells (Figures 4I and 

4J), suggesting a post-translational effect. This effect was further confirmed by using lower 

doses of TG (Figure S4C) or with the lipotoxic agent palmitate (Figure S4D). In contrast to 

Kat2b, thapsigargin increased Atf6 mRNA levels (Figure 4K). This induction was lowered 

upon Kat2b silencing, suggesting that Kat2b may contribute to Atf6 regulation under stress 

conditions (Figure 4K). ChIP-qPCR in Min6 cells confirmed Kat2b binding on the Atf6 

promoter (Figure 4L). Moreover, recruitment of Kat2b on the Atf6 promoter was increased in 

the presence of thapsigargin (Figure 4L). To further explore the contribution of Kat2b in 

UPRer signaling, Kat2b silenced Min6 cells were treated with TG and activation of this 

pathway was explored. Silencing of Kat2b in Min6 cells decreased protein levels of total 

PERK, phosphorylated PERK, Hspa5, phosphorylated IRE1a and its target spliced Xbp1 and 

Atf6 upon TG treatment (Figure 4M). Altogether, these data suggest that Kat2b is a 

transcriptional cofactor controlling several branches of UPRer pathway, including Atf6 

expression, under both basal and stress conditions. 
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Figure 4: Kat2b controls several branches of the UPRer signaling in insulin producing cells. (A-
D) Western blot assay (A) and quantification (B-D) showing Kat2b, Atf6 and Actin expression in Kat2b 
+/+ and -/- isolated islets. (E) Min6 cells were transiently co-transfected with the Atf6 promoter 
luciferase construct in the absence (pCI) or presence of Kat2b (pCI-Kat2b) and catalically-inactive 
KAT mutant (pCI-Kat2b DHAT). Results were normalized to β-galactosidase activity. (F) Insulin 
secretion from Kat2b +/+ and -/- isolated islets transfected with pCDNA3-Flag (Flag) or pCDNA3-
hATF6-Flag (hATF6). Results were normalized to insulin content. (G) Glucose-stimulated insulin 
secretion from control (siCont) and Kat2b silencing (siKat2b) in Min6 cells transduced with a control 
adenovirus (AdGFP) or encoding human ATF6 (AdATF6). (H) mRNA levels of Kat2b in Min6 cells 
transfected with control (siCont) or Kat2b siRNA (siKat2b) and treated with vehicle (-) or thapsigagin 
(TG). (I-J) Western blot assay (I) and quantification (J) showing increased Kat2b protein levels after 
TG at different time points. Actin was used as a loading control. Quantification was performed using 
ImageJ software. (K) mRNA levels of Atf6 in Min6 cells transfected with control (siCont) or Kat2b 
siRNA (siKat2b) and treated with vehicle (-) or thapsigagin (TG). (L) ChIP-qPCR demonstrating 
binding of Kat2b to the Atf6 promoter in Min6 cells under basal and ER stress (TG) conditions. (M) 
Western blot assay showing protein levels of several UPRer markers in control (siCont) or Kat2b 
silenced (siKat2b) Min6 cells treated or not with TG. Data are shown as mean ± SEM. *p <0.05; ** p 
<0.01 and *** p <0.001. 

Decreased Kat2b expression in rodent and human T2D islets 

We then quantified Kat2b expression in rodents and human diabetic islets. Kat2b 

expression was strongly reduced in 20 weeks old db/db pancreatic islets compared to non-

diabetic db/+ mice (Figures 5A and 5B). Immunofluorescence assays on formalin-fixed 

human pancreatic sections showed that insulin producing β cells and non-β cells expressed 
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KAT2B (Figure 5C). Islet transcriptomics analysis in T2D subjects from two independent 

datasets demonstrated a significant decrease of KAT2B mRNA levels compared to normal 

glycemic controls (GSE20966 (Marselli et al., 2010) and GSE38642 (Taneera et al., 2012), 

Figure 5D and 5E, respectively). Moreover, KAT2B expression in human islets was inversely 

correlated with the long term glucose control marker glycated hemoglobin A1c (HbA1c; 

Figure 5F). Analyzing fresh human islets isolated from four T2D donors and four 

normoglycemic subjects (table S4 for donor information), we confirmed that KAT2B 

expression was decreased in T2D (Figure 5G). Some UPRer pathways are defective in 

human T2D islets (Engin et al., 2014; Kennedy et al., 2010). In this respect, both KAT2B 

expression, ABCC8, SLC30A8, CPE and PDX1, and UPRer genes DDIT3 (CHOP), 

HERPUD2, HSP90B1 (GRP94), EDEM1, DNAJC3 (p58IPK) were concomitantly decreased 

in T2D islets (Figure 5H). In human islets, KAT2B and the expression of genes controlling 

UPRer and β-cell functions were positively correlated (Figure 5I). Moreover, KAT2B, UPRer 

and β-cell function genes are part of the same gene cluster (Figure 5J). Interestingly, 

analysis of ChIP-seq data from ENCODE (http://genome.ucsc.edu/ENCODE/) showed that 

KAT2B binds to numerous UPRer genes in human cell lines including ATF6, XBP1, ATF4, 

HSPA5, DDIT3 and HERPUD2 (Figures S5 to S7). FAIRE- (Giresi et al., 2007) and DNAse-

seq (Crawford et al., 2006) data further revealed that these UPRer chromatin regions were 

associated with regulatory activities in pancreatic human islets (Figures S5 to S7). In 

combination, these results strongly support the existence of a link between KAT2B and 

UPRer gene expression in human islets and correlate defective KAT2B expression to T2D 

status in human pancreatic islets. 

Our results suggest that KAT2B is likely to be a new and important mediator of insulin 

secretion and β-cell adaptation during metabolic stress. Indeed, both germ-line and β-cell 

specific deletion of Kat2b in the mouse induces glucose intolerance and defective insulin 

secretion. Our data from rodent models suggest that Kat2b directly regulates UPRer gene 

expression. In human islets, there is a robust association between the expression of this 

lysine acetyltransferase and crucial genes involved in insulin secretion and in β-cell adaptive 

responses. By regulating UPRer signaling pathways, KAT2B can be considered as a critical 

transcriptional regulator of β-cell function, especially after metabolic stress (Figure 5K). The 

decrease of KAT2B expression in T2D islets and the inverse correlation with HbA1C levels, 

further suggests a potential role for KAT2B during the onset of T2D. 
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Figure 5. Kat2b expression is decreased in db/db and human T2D islets. (A-B) 
Immunofluorescence microscopy analysis (A) and quantification (B) of pancreatic sections from 20 
weeks old control (db/+) and obese diabetic (db/db) mice showing expression of Insulin and Kat2b. 
Analysis was performed on 5 animals of each genotype and representative images are shown. (C) 
Immunostaining of pancreas sections demonstrating Kat2b expression in normal human b-cells 
(insulin, red) and non b-cells. (D-E) Correlation between Kat2b and T2D in humans. Kat2b expression 
is down regulated in pancreatic islets isolated from T2D patients. Analyses in (D) are based on human 
dataset GSE20966. The decreased expression of Kat2b in diabetic patients is confirmed in another 
independent human dataset (E, GSE38642). (F) The expression levels of Kat2b are negatively 
correlated with Hba1C, a marker of T2D. Analyses are based on human dataset GSE38642.  (G) 
Kat2b mRNA levels in control and T2D human islets (n = 4). (H) Custom gene-set analysis showing 
enrichment of ER stress and insulin production related transcripts down regulation in diabetic patients 
in human data set GSE20966. (I-J) To evaluate a possible link between Kat2b expression and key ER 
stress regulators and factors regulating insulin production, a correlation analysis with gene expression 
data from human pancreatic islets was performed using Pearson correlation coefficient. The positive 
correlation coefficient obtained allows us to establish a correlation matrix (I) and interaction network 
(J) showing correlations between Kat2b and genes involved in ER stress and insulin production. 
Positive and statistically significant Pearson’s correlation coefficients are represented by blue edges, 
while negative coefficients are represented by red (r = 0.5–1.0). (K) A schematic model summarizing 
the role of Kat2b in b cell during obesity and metabolic stress and its role on UPRer regulation. Values 
in (B), (D), (E) and (G) are expressed as means ± SEM ; *p <0.05, **p<0.01 and *** p <0.001.  

During obesity, β cells need to adapt their insulin secretory capacity in response to 

nutrient over-load by progressively expanding their islet cell mass (Weir and Bonner-Weir, 

2004). Under diabetogenic conditions Kat2b -/- mice are unable to compensate (Fig. 1). 



Résultats 

 52 

However, ob/ob mice and the hyperglycemic db/db mice display differential regulation to the 

adaptive UPRer (Chan et al., 2013). These observations that Kat2b levels are decreased in 

the β cells of Db/Db mice suggest a novel molecular mechanism linking defective glucose 

homeostasis and UPRer in these mice.  

In conclusion, our study suggests that Kat2b contributes to maintain efficient UPRer 

expression in β cells to ensure an efficient adaptive response to stressful conditions, such as 

obesity and metabolic stress. Therefore, it is our expectation that the evidence presented 

here will guide the rationale design of future therapeutic strategies by incorporating KAT2B 

targeted drugs against T2D and related disorders such as obesity. 
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Experimental Procedures 

Materials and Oligonucleotides. Chemicals, unless stated otherwise, were purchased from 

Sigma-Aldrich. Anti-INS (ab7842), anti-ATF6 (ab11909), anti-KAT2B (ab96510 for 

immunofluorescence, ab12188 for ChIP), Igg (ab37415 ChIP grade) antibodies were from 

Abcam, anti-KAT2B (sc-13124 for western blot), anti-actin antibodies, anti-Xbp-1 were from 

Santa Cruz Biotechnologies, anti-glucagon was from Sigma-Aldrich. Anti-PERK, phospho-

PERK, phospho-eIF2a, phospho-IRE1a, anti-Hspa5 were from Cell Signaling. The 

oligonucleotides sequences used for various experiments are listed in Table S5. Plasmids 

with Kat2b cDNA were kindly provided by Drs L.K Linares and C. Gongora, ATF6-pGL3 

construct was kindly provided by Pr Yoshida. Adenovirus encoding human ATF-6 were 

described elsewhere (Sharma et al., 2015). 

Animals Experiments. Mice were maintained according to European Union guidelines for 

use of laboratory animals. In vivo experiments were performed in compliance with the French 

ethical guidelines for studies on experimental animal (Animal house agreement no. A 59-

35015, Authorization for Animal Experimentation no.59-350294, project approval by our local 

ethical comity no. CEEA 482012). Germ-line Kat2b deficient-mice were previously described 

(Duclot et al., 2010) and experiments were performed on CD1 strains. All experiments were 

performed with male mice. Mice were housed under a 12hr light-dark cycle and given a 

regular chow (A04;Safe). For HFD studies, 5 week-old mice were placed on D12492 diet 

(60% cal/fat; Research Diet Inc.) for 13 weeks. Metabolic phenotyping experiments were 

performed according to the EMPRESS protocols. Intraperitoneal glucose and insulin 

tolerance tests were performed as previously described (Annicotte et al., 2009) on 16-hr-

fasted animals for IPGTT and 5-hr-fasted animals for ITT. Glycemia was measured using the 

Accu-Check Performa (Roche Diagnostics). Circulating insulin levels were measured using 

the Ultrasensitive Insulin Elisa kit (Mercodia). Circulating Igf-1 levels were measured on fed 

animals using the Igf-1 Elisa kit (Sigma-Aldrich). 

Kat2b floxed (Kat2bL2/L2) mice were generated by homologous recombination in 129Sv 

embryonic stem (ES) cells according to standard procedures (Argmann et al., 2005). The 

karyotype was verified and several correctly targeted ES cell clones were injected into 

blastocysts from C57BL/6J mice. These blastocysts were transferred into pseudopregnant 

females, resulting in chimeric offspring that were mated to female C57BL/6J mice that 

express the Flp recombinase under the control of the ubiquitous cytomegalovirus promoter 

(Rodriguez et al., 2000). Offspring that transmitted the mutated allele, in which the selection 
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marker was excised, and that lost the Flp transgene (Kat2bL2/WT mice) were selected and 

backcrossed for over 10 generations with C57BL/6J mice. The congenic mice carrying the 

floxed Kat2b allele were thereafter mated with rat insulin II promoter (RIP)-Cre mice (Herrera, 

2000), and then further intercrossed to generate pure mutant RIPcreTg/0/Kat2bL2/L2 mice. A 

PCR genotyping strategy was subsequently used to identify RIPcreTg/0/Kat2b+/+, 

RIPcreTg/0/Kat2bL2/L2 and RIPcre0/0/Kat2bL2/L2 mice. For HFD studies, 5 week-old mice were 

placed on D12492 diet (60% cal/fat; Research Diet Inc.) for 16 weeks. 

Immunofluorescence (IF), Immunohistochemistry (IHC) and Morphometry. IF and IHC 

were performed exactly as described previously (Annicotte et al., 2009; Blanchet et al., 

2011). Pancreatic tissues were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin and sectioned at 

5µm. H&E staining was performed using classical protocols. For immunofluorescence 

microscopy analyses, after antigen retrieval using citrate buffer, 5-µm formalin-fixed 

pancreatic sections were incubated with the indiacted antibodies. Immunofluorescence 

stainings were revealed using a FITC-conjugated anti-rabbit (for Kat2b ; Life Technologies) 

or anti-guinea pig (for insulin co-staining with glucagon), alexa-conjugated anti-mouse (for 

glucagon) or anti-guinea pig (for insulin co-staining with Kat2b) secondary antibodies. Nuclei 

were stained with Hoechst. For morphometric analysis, 3 to 10 animals from each genotype 

were analyzed and images were processed and quantified using ImageJ software by an 

observer blinded to experimental groups. Human pancreatic sections were obtained from 

Biochain. 

Pancreatic Islet Studies. Human pancreatic tissue was harvested from brain-dead non 

diabetic and T2D adult human donors (Table S4). Isolation and islet culture were performed 

as described (Kerr-Conte et al., 2010). For mouse islet studies, pancreata were digested by 

type V collagenase (C9263, 1.5mg.ml-1) for 20 minutes at 37°C as described previously 

(Annicotte et al., 2009). Briefly, after digestion and separation in a density gradient medium, 

islets were purified by handpicking under a macroscope. For insulin secretion tests, 

approximately 10 islets were exposed to either 2.8mM or 20mM glucose in Krebs-Ringer 

bicarbonate Hepes buffer containing 0.5% free fatty acid free BSA. Insulin released in the 

medium was measured 1hr later using the Ultrasensitive Insulin Elisa kit. Data are expressed 

as a ratio of total insulin content. For mRNA and protein quantification, islets were isolated as 

described above and snap-frozen for further processing. For ATF-6 rescue experiments, 

isolated islets were transfected as described previously (Annicotte et al., 2009). 

Cell Culture, Transfections, Adenoviral Transduction and Treatments. Min6 cells were 

cultured in DMEM (GIBCO) with 15% FBS, 100 µg/ml penicillin-streptomycin and 55 µM 



Résultats 

 55 

beta-mercaptoethanol. Cell were transfected with siRNA targeting mouse Kat2b ON-

TARGETplus™ SMARTpool (Thermosientific) and mouse non-targeting negative controls  

using Dharmafect1 (GE Dharmacon). Mouse islets and Min6 cells were treated as described 

previously (Wali et al., 2014) with TUDCA (0.5mM) and 4-PBA (2.5 mM) for 48 hours and 

were subjected to GSIS. Min6 cells were treated with thapsigargin (0.5 to 2.5µM, Sigma) to 

induce ER stress and with BSA-conjugated palmitate (1.5mM) for 24 hours. Transient 

transfection were performed using Lipofectamine 2000® (Life Technologies) following 

manufacturer’s instructions. Luciferase assays were performed 48 hours post transfection 

and normalized to β Galactosidase activity. For rescue experiments using adenoviral 

infecttion, Min6 cells were transduced at a multiplicity of infection of 50 for 4 hours, cells were 

then washed and cultured for 48 hours before GSIS tests. Experimental data as presented 

are means of at least 3 independent experimental experiments.  

ChIP and ChIP-sequencing. ChIP-qPCR assays were performed as described previously 

(Annicotte et al., 2009). Briefly, proteins from Min6 cells were formaldehyde crosslinked to 

DNA. After homogeneization, lysis and DNA sonication, proteins were then 

immunoprecipitated using purified IgG or anti-KAT2B antibodies. After washing, DNA–protein 

complexes were eluted and crosslinking was reversed by heating the samples at 65 °C for 16 

h. DNA was then purified using Macherey-Nagel NucleoSpin® Gel and PCR purification kit 

and ChIP-qPCR were performed using promoter-specific primers. All ChIPs and qPCRs were 

repeated three times. 

ChIP assays were performed in triplicates on approximately 600 mouse isolated islets using 

True MicroChIP kit (Diagenode) following manufacturer’s protocol. ChIP-seq libraries were 

prepared using NEBNext-Ultra kits (New England Biolabs) following manufacturer’s 

instructions. DNA libraries were quantified by Qubit (Invitrogen) and were sequenced using a 

Hiseq1500 instrument in single end 50pb reads (illumina).  

ChIP-seq data analysis. ChIP-seq was performed in triplicate. Short DNA reads were 

aligned against the mouse mm9 reference genome using Bowtie 2 (Langmead and Salzberg, 

2012). Only unique aligned reads were analysed. The mapped replicates were merged and 

chromatin binding sites were identified using model-based analysis of ChIP-seq (MACS) 

(Zhang et al., 2008). Input DNA was used as a control and parameters recommended for 

analysis of ChIP-seq data were applied (Feng et al., 2011). ChIP-seq experiments were 

visualized with the UCSC Genome browser as described elsewhere (Robertson et al., 2007). 

Peaks summits were annotated to gene products by identifying the nearest RefSeq TSS 

using Peak2gene. Public functional genomics data used in this study were downloaded from 
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the Gene Expression Omnibus (GEO) and are listed in Table S6. Human ChIP-seq data 

were obtained from ENCODE and were visualized using the UCSC Genome browser as 

described above.  

RNA extraction, Measurements and Profiling. Total RNA was extracted from cells and 

tissues using trizol reagent (Life Technologies) as described previously (Annicotte et al., 

2009; Blanchet et al., 2012). mRNA expression was measured after reverse transcription by 

quantitative real-time PCR (qRT-PCR) with FastStart SYBR Green master mix (Roche) 

according to the manufacturer’s recommendations and gene-specific oligonucleotides. 

Mouse qRT-PCR results were normalized to endogenous cyclophilin reference mRNA levels, 

and  human results were normalized to TATA box binding protein (TBP). The results are 

expressed as the relative mRNA level of a specific gene expression using the formula 2-∆Ct.  

Protein extracts and immunoblot analysis. Immunoblot was performed as described 

previously (Blanchet et al., 2012). Brifely Cells were washed using cold PBS and lysis was 

performed by using 50 mM Tris-HCl pH 8, 137 mM NaCl, 10% glycerol, 1% NP-40 and 

phosphatase, protease, deacetylase inhibitors (Sigma-Aldrich) on ice. Western blotting were 

performed using 30 μg of proteins loaded on SDS-PAGE precast gel (Biorad). After 

electrotransfer the membrane was blocked for 1 h at room temperature with 5% nonfat milk 

in 0.1% Tween–Tris-buffered saline (TTBS) buffer. Membranes were then incubated 

overnight at 4°C with primary antibodies as indicated in blocking buffer containing 5% nonfat 

milk at the dilution specified by the manufacturers. Membranes were then incubated with the 

secondary antibody conjugated with the enzyme horseradish peroxidase. The visualization of 

immunoreactive bands was performed using the enhanced chemiluminescence plus Western 

blotting detection system (GE Healthcare). Quantification of protein signal intesity  were 

performed by volume densitometry using the ImageJ 1.47t software (National Institutes of 

Health). 

Human islet expression data and correlation studies. To identify transcriptomic data sets 

from human pancreatic islets, Gene Expression Omnibus (GEO) analysis from NCBI was 

performed using “human islet T2D” as keywords and filtered with “Datasets”. Three data sets 

were obtained and two were selected based on the highest number of samples (GSE38642, 

(Taneera et al., 2012) and GSE20966, (Marselli et al., 2010)). Data sets were downloaded 

from the GEO and were analyzed with Gene Set Enrcihment Analysis (GSEA, 

http://www.broadinstitute.org/gsea) as described previously (Ryu et al., 2014). Correlation 

studies were based on Pearson’s correlation coefficient and represented using R.  
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Statistical Analysis. Data are presented as mean  SEM. Statistical analyses were 

performed using unpaired two-tailed Student's t-test, one-way ANOVA with last significant 

difference Bonferroni post hoc test or two-way ANOVA with Bonferroni post hoc tests as 

appropriate using GraphPad Prism software. Differences were considered statistically 

significant at p <0.05 (*p <0.05; ** p <0.01 and *** p <0.001).  
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Supplemental informations 

 

Supplemental Figure S1. (A-B) Body weight (A) and size (B) of Kat2b +/+ and -/- mice 
under chow. (C-D) Liver mRNA (C) and circulating Igf-1 (D) levels in Kat2b +/+ and -/- mice. 
(E) body weight gain under high fat diet feeding of Kat2b +/+ and -/- mice. (F-G) 
Immunofluorescent experiments on pancreatic sections from Kat2b +/+ and -/- mice. (F) IgGs 
and (G) Kat2b -/- sections were used as negative controls for Kat2b antibody validation. (H) 
Insulin content of Kat2b +/+ and -/- isolated islets. (I) mRNA levels of Kat2b expression after 
silencing of Kat2b by siRNA in Min6 cells. (J) Glucose stimulated insulin secretion assay on 
Kat2b silenced Min6 cells. (K) Representative haematoxylin and eosin stainings on 
pancreatic sections of mice fed normal chow or HFD. (L) Islet areas were normalized to total 
pancreatic areas and were distributed following their frequency from mice fed chow or HFD 
as indicated. (M) Immunostaining of pancreas sections showing nuclei labeling (Hoechst), 
insulin positive b cells and glucagon positive a cells on Kat2b +/+ and -/- mice fed chow and 
HFD and (Moussaieff et al.) Quantification of (N) glucagon and (O) insulin positive cells per 
islet. (P) Circulating glucagon levels in Kat2b +/+ and -/- mice fed chow. Data are shown as 
mean ± SEM. ** p <0.01 and *** p <0.001. 
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Supplemental Figure S2. (A) Gene targeting and conditional deletion of exon 11 of the 
Kat2b gene. Maps of the Kat2b genomic locus (Kat2b +/+), the floxed allele with (+neo, 
target allele) or without the neomycin cassette (−neo, Kat2b ß+/+), and after Cre recombination 
(Kat2b ß-/-) are represented. (B) Relative expression of Kat2b gene in different tissues 
obtained from Kat2b ß+/+ and Kat2b ß-/- mice. All values represent mean ± SEM. * p <0.05. 

 

Supplemental Figure S3. (A) Relative expression of relevant β-cell enriched gene in islets 
isolated from Kat2b +/+ and -/- mice fed a chow diet. (B) ChIP-seq analysis in mouse islets 
identifies chromatin binding of Kat2b to its target genes Xbp1, Hspa5 (BiP), Atf4 and Atf6 
involved in the UPRer, as described in the Experimental Procedures section. Briefly, after 
sequencing, reads were aligned to a reference genome, peaks were visualized using UCSC 
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Genome browser to identify Kat2b bound genes. (C) Relative expression of relevant β-cell 
enriched gene in islets isolated from Kat2b +/+ and -/- mice fed HFD. (E-F) Relative 
expression of relevant (D) UPRer and (E) β-cell function genes in control (siCont) or Kat2b 
silenced (siKat2b) Min6 cells. All values represent mean ± SEM. * p <0.05; ** p <0.01 and *** 
p <0.001. 

 

Supplementary Figure S4. (A) Relative expression of the human ATF6 gene in islets 
isolated from Kat2b +/+ and -/- mice transiently transfected with an empty vector (pCI) or an 
expression vector expressing human ATF6 (pCI-ATF6). (B) Western blot assay showing the 
protein levels of Kat2b, ATF6 and actin from control (siCont) and Kat2b silencing (siKat2b) in 
Min6 cells transduced with an control adenovirus (AdGFP) or encoding human ATF6 
(AdATF6). (C-D) Western blot assay showing increased Kat2b protein levels after (C) TG at 
different concentrations or (D) 1.5mM palmitate treatment for 24 hours. Actin was used as a 
loading control.  
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Supplementary Figure S5 to S7. (A-B) ChIP-seq analysis from ENCODE data showing 
Kat2b binding and open chromatin regions associated with regulatory activity (DNase1 
(Crawford et al., 2006) and FAIRE-seq (Giresi et al., 2007)) on human (S5A) ATF6, (S5B) 
XBP1, (S6A) ATF4, (S6B) HSPA5, (S7A) DDIT3 and (S7D) HERPUD2 genes. Kat2b chip-
seq peaks were obtained from GSM393947 (T lymphocytes) and GSM831007 (K562 cell 
line). DNAse1-seq (GSM586891) and FAIRE-seq (GSM1026917) ChIP-seq data were 
obtained from human pancreatic islets. Red arrows indicate the direction of transcription. 
Encode data were visualized using the UCSC Genome browser to identify peak profiles and 
their corresponding genes. 

Supplemental Table S1 : DNA-responsive element bound by Kat2b in isolated islets. 

Supplemental Table S2 : Gene ontology analysis of ChIP-seq data. 

Supplemental Table S3 : List of Kat2b target genes involved in UPRer obtained after functional 

enrichment analysis of ChIP-seq data using g:profiler. 

Supplemental Table S4 : Donor informations 

Supplemental Table S5 : List of oligonucleotides used in qRT-PCR and ChIP-qPCR analyses. 

Supplemental Table S6 : List of data sets used in bioinformatical analyses. 

Les tableaux supplémentaires sont joints en annexe. 
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2 Conclusions 

L’ensemble de ces résultats montrent que Kat2b est un médiateur majeur de la 

sécrétion d’insuline et de l’adaptation de la cellule β durant un stress métabolique. En 

effet, comme présenté dans le papier, les souris invalidées totalement ou 

spécifiquement pour Kat2b sont gluco-intolérantes et présentent un défaut de 

sécrétion d’insuline. Les résultats obtenus dans ces modèles murins montrent que 

Kat2b régule directement l’expression des gènes de l’UPR. De façon intéressante, 

nous avons observé une diminution de l’expression de Kat2b dans les îlots de 

patients diabétiques et une corrélation inversée de son expression avec la HbA1C. 

Ces résultats observés chez l’humain sont cependant corrélatifs, et ne confirment 

pas si les effets de Kat2b sur l’UPR dans les îlots murins sont également observés 
chez l’Homme. 

Pour tenter de répondre à cette question et d’aller plus loin, nous avons diminué 

l’expression de Kat2b dans des îlots humains par la technologie siRNA (figure 19). 

La diminution de l’expression de Kat2b dans des îlots humains par siRNA conduit 

également à une diminution de la sécrétion d’insuline en réponse à une stimulation 

au glucose (figure19A, 19B), qui ne nous observons aucun effet sur l’expression du 

gène de l’insuline. Cependant, comme dans les modèles animaux, l'extinction de 

l’expression de Kat2b conduit à une diminution des gènes de l’UPR (figure 19C). 

L’analyse des SNPs fréquents dans la population de la cohorte DIAGRAM a révélé 

l’existence d’un SNP sur le promoteur pour Kat2b (rs12639078) présentant une 

association avec le DT2 (p=0,004, figure19D). L’ensemble des ces résultats 

suggèrent que Kat2b est un acteur clé dans la régulation de la sécrétion de l’insuline 
via la régulation de l’UPR.  

En conclusion, nos résultats montrent que Kat2b contribue au maintien de 

l’expression des gènes de l’UPR dans la cellule β, garantissant une réponse 

adaptative appropriée lors d’un stress métabolique. Ainsi Kat2b, constitue une 

nouvelle cible thérapeutique, et l’utilisation d’un agoniste permettrait probablement 
d’augmenter la sécrétion et la masse de la cellule β.  
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Figure 19 :Kat2b contrôle la sécrétion de l’insuline et l’UPR dans les îlots humain. (A), expression de 
l’ARNm de Kat2b après un siRNA dirigé contre Kat2b dans les îlots humains. (B), GSIS après un 
siRNA-Kat2b dans des îlots humains. (C), expression de l’ARNm des gènes de l’UPRer après un 
siRNA-Kat2b dans les îlots humains (n=3). (D), représentation des SNP fréquents présents sur le 
gène Kat2b dans la population DIAGRAM. 
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3 Article 2  REVUE : Role of the unfolded protein response in β cell 
compensation and failure during diabetes.  
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4 Résultats non publiés 

Sur la base des résultats obtenus nous avons mis en place deux approches 

pharmacologiques afin d’augmenter la sécrétion d’insuline et la masse de la cellule 

β. La première est basée sur l’inhibition des HDACs afin d’augmenter indirectement 

l’activité des HAT dont Kat2b. La deuxième consistait à augmenter l’activité de Kat2b 
directement n utilisant un agoniste.  

4.1. L’inhibiton des HDAC augmente la sécrétion d’insuline ne réponse au 
glucose  

L’inhibition des HDAC est connue pour induire une augmentation de l’activité des 

HAT. Nous avons donc utilisé deux inhibiteurs, la Trichostatin A (TSA), un inhibiteur 

de la classe I et II des HDAC, et le MS275, inhibiteur de la HDAC 1 et 3 (Marks et al., 

2004). L’utilisation des deux inhibiteurs in vitro, sur la lignée cellulaire Min6, conduit à 

une augmentation de l’acétylation globale (figure 20A). Comme attendu, le traitement 

avec ces inhibiteurs augmente la sécrétion de l’insuline en réponse au glucose 

(figure 20B). Cependant, au niveau génique, l’effet sur l’expression des gènes de 

l’UPR est moins cohérent avec nos observations précédentes concernant 

l’invalidation de Kat2b dans les îlots des différents modeles animaux et l’homme. 

Nous observons une augmentation de l’expression des gènes de l’insuline (Ins1 et 

Ins2) et de Pdx1 avec les deux inhibiteurs ainsi que quelques marqueurs de l’UPR 

tels que ATF6, HSPA5 et Ero1 β. Cependant, pour ATF4, HSP90b1, XBPu et XBP1s 

soit nous n’observons pas d’effet, soit nous observons une diminution selon 
l’inhibiteur utilisé (figure 20C).  

La différence observée est reliée à une biologie différente entre HDAC et les HAT. 

L’augmentation de la sécrétion d’insuline est probablement reliée à l’inhibition de la 

HDAC3. En effet, il a été montré récemment que l’inhibition de cette dernière à l’aide 

d’un inhibiteur spécifique augmente la sécrétion d’insuline (Lundh et al., 2015), alors 

que l’effet sur les marqueurs de UPR semble, lui dépendant de la HDAC 1 et 3 

(Lundh et al., 2012). L’effet sur la masse et la compensation de la cellule β n’a jamais 

été étudié avec les inhibiteurs de HDAC. Néanmoins, il a été montré que l’inhibition 

des HDAC 4, 5 et 9 favorise la différentiation des cellules β (Lenoir et al., 2011), il 

serait donc intéressant d’étudier dans ce contexte les marqueurs de l’UPR. 
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L’ensemble de ces résultats suggère l’existence de différents complexes répresseurs 

selon la cible, contrairement au complexe activateurs qui sont dépendant de l’activité 

HAT de Kat2b seul. Il serait aussi intéressant de réaliser des tests de sécrétion 

d’insuline après l’inhibition des HDAC suite a un siRNA Kat2b dans la lignée Min6 ou 

dans les îlots de souris Kat2b-/-. Cela permettra de déterminer si les effets positifs de 

l’inhibition de HDAC sur la sécrétion de l’insuline sont reliés à une activation de 
Kat2b.  

En conclusion, bien que l’inhibition des HDAC ait un effet positif sur la sécrétion de 

l’insuline, les effets sur les marqueurs de l’UPR sont moins clairs suggérant que les 
effets des HDAC et des HAT ne sont sans doute pas des effets miroir.  

 

Figure 20: L’inhibition des HDAC augmente la sécrétion de l’insuline en réponse au glucose. 
(A) western blot ani-acétyl-lysine après un traitement de 16 heures par le véhicule, la TSA ou le 
MS275 (B) test de sécrétion d’insuline induite par le glucose (GSIS) après un traitement de 16 heures 
par le véhicule, la TSA ou le MS275 (C) expression génique dans la lignée Min6 après un traitement 
de 16 heures par le véhicule, la TSA ou le MS275. Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne ± 
SEM ; * p<0.05, ** p<001 et *** p<0.001.  
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4.2. Effet de l’activation pharmacologique de Kat2b sur la sécrétion 
d’insuline 

Basé sur les résultats obtenus chez la souris et l’homme, nous avons entrepris 

une approche pharmacologique afin d’étudier l’effet de l’activation de Kat2b sur la 

sécrétion d’insuline. De façon intéressante, l’agoniste de Kat2b, le SPV106, est 

capable d’augmenter in vitro et in vivo son activité (Colussi et al., 2011), (Wei et al., 

2012). De plus, une étude récente a montré que le traitement de cellules cardiaques 

mésenchymateuses de patients diabétiques avec les SPV106 améliore leur fonction 

(Vecellio et al., 2014). Nous avons donc utilisé ce composé in vitro et in vivo afin de 

tester l’hypothèse de l’activation pharmacologique de Kat2b comme nouvelle 
stratégie pour le traitement du DT2.  

4.2.1. Le SPV106, agoniste spécifique de Kat2b, module la sécrétion 

d’insuline 

Nous avons tout d’abord confirmé que le traitement avec 25µM de SPV106 dans 

la lignée Min6 augmente bien l’acétylation sur la lysine 9 de l’histone H3 (figure 21A-

B). Afin de tester la spécificité du SPV106, nous avons utilisé des siRNA contre 

Kat2b dans les Min6 et des îlots des souris Kat2b-/-. L’éfficacité du siRNA a été 

confirmée en analysant l’expression de l’ARNm (figure 21C) et de la protéine (figure 

21D) Kat2b. La diminution de l’expression de Kat2b conduit à la diminution de la 

sécrétion d’insuline en réponse au glucose (figure 21E). Le traitement des cellules 

avec le SPV106 augmente la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, suggérant 

que l’activation de Kat2b augmente la sécrétion de l’insuline. Cet effet est perdu 

lorsque nous diminuons l’expression de Kat2b, confirmant que l’augmentation de la 

sécrétion de l’insuline par le SPV106 est due à l’activation de Kat2b (figure 21F). La 

même expérience a été réalisée avec les îlots de souris Kat2b-/- (figure 21G-H). Le 

traitement avec le SPV106 augmente la sécrétion d’insuline en réponse au glucose  

dans les îlots de souris Kat2b+/+ comparé au traitement DMSO, alors que cet effet est 

perdu dans les îlots de souris Kat2b-/- (figure 21I), suggérant que la SPV106 agit 

spécifiquement sur Kat2b afin d’augmenter la sécrétion de l’insuline. Enfin, le 

traitement  d’îlots humains avec l’agoniste de Kat2b augmente la sécrétion d’insuline 

en réponse au glucose (figure 21J). L’ensemble de ces résultats montre que 
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l’activation de Kat2b par son agoniste le SPV106 augmente la sécrétion d‘insuline en 
réponse au glucose.  

 

Figure 21 :Le SPV106 est un agoniste spécifique de Kat2b qui module la sécrétion de 
l’insuline. (A-B) Western blot (A) et quantification (B) de l’acétylation de lysine 9 de l’histone H3 
après un traitement avec 25µM de SPV106 dans la lignée cellulaire Min6 au temps indiqué dans la 
Figure. L’actine a été utilisée comme contrôle et la quantification a été réalisée à l’aide du logiciel 
ImageJ. (C) expression génique de Kat2b dans la lignée cellulaire Min6 après une transfection avec le 
siRNA contrôle (siCont) ou le siRNA Kat2b (siKat2b) (D) Western blot montrant la diminution de 
l’expression de la protéine Kat2b dans la lignée cellulaire Min6 après un siRNA Kat2b. L’actine a été 
utilisée comme contrôle (E) test de sécrétion d’insuline induite par le glucose (GSIS) après une 
diminution de l’expression de Kat2b dans la lignée cellulaire Min6. (F) GSIS sur le contrôle et le siRNA 
Kat2b réalisée dans la lignée cellulaire Min6 après un traitement avec le véhicule (DMSO) ou 25µM de 
SPV106 (G-H) l’expression (G) du mRNA (H) et de la protéine Kat2b dans les îlots isolés de souris 
Kat2b+/+ et Kat2b-/- nourries avec un régime standard (n=4-5) (I) GSIS sur les îlots isolés de souris 
Kat2b+/+ et Kat2b-/- traités avec le DMSO ou le SPV106. Les résultats sont normalisés au contenu en 
insuline (J) GSIS sur des îlots humains traités 16 heures avec le DMSO ou le SPV106. L’index de 
stimulation de glucose est calculé en ratio de l’inuline stimulée par rapport au basal, normalisé sur le 
contenu en insuline. Toute les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM ; * p<0.05, ** p<001 et *** 
p<0.001.  
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4.2.2. Le SPV106 améliore le profil glycémique des souris soumises à un 

régime riche en graisse.  

Nous avons ensuite voulu savoir si le SPV106 pouvait avoir des effets in vivo. 

Nous avons tout d’abord traité pendant 15 jours des souris maintenues sous régime 

standard avec le SPV106. Ce dernier n’a aucun effet sur la tolérance au glucose 

(figure 22A et 2B), la sécrétion d’insuline (figure 22C) et la prise alimentaire (figure 

22D). De façon très intéressante, le traitement pendant 15 jours des souris mises 

sous régime riche en graisse (HFD) améliore la tolérance au glucose (figure 22E et 

22F) et la sécrétion d’insuline (figure  22G). De plus, le traitement avec le SPV106 

améliore la sensibilité à l’insuline (figure 22H et 22I) sans modifier la prise alimentaire 

(figure 22J). L’ensemble de ces résultats montre que l’activation de Kat2b in vivo par 

son agoniste le SPV106 améliore le profil glycémique des souris diabétiques en 
favorisant la sécrétion et la sensibilité de l’insuline.  
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Figure 22 :Le SPV106 améliore le profile glycémique des souris sous régime riche en graisse. 
(A) Après 16 heures de jeûne, des souris nouries avec un régime standard  (n=5) sont soumises à un 
test de tolérance au glucose (ipGTT), puis traitées pendant 15 jours avec 25mg/kg de SPV106, (1 
injection par jour) elles sont ensuite mises à jeun 16 heures et soumises à un ipGTT (B) aire sous la 
courbe des ipGTT avant et après traitement avec le SPV106 (C) mesure de l’insuline plasmatique au 
cours de l’ipGTT avant et après traitement avec le SPV106 (D) suivi de la prise de nourriture (g/souris) 
pendant 15jours avant et après l’injection du SPV106 (E) ipGTT après 16 heures de jeun chez des 
souris soumises à un régime riche en graisse (HFD) pendant 12 semaines ; avant et après 15 jours de 
traitement avec le SPV106, une injection par jour (F) aire sous la courbe de l’ipGTT chez les souris 
sous HFD avant et après traitement avec le SPV106 (G) mesure de l’insuline plasmatique au cours de 
l’ipGTT chez les souris sous HFD avant et après traitement avec le SPV106 (H) après un jeune de 6 
heures un test de tolérance à l’insuline (ITT) a été réalisé chez les souris sous HFD avant et après 9 
jours de traitement avec le SPV106 (I) aire sous la courbe de l’ITT chez les souris sous HFD avant et 
après 9 jours de traitement avec le SPV106 (J) suivi de la prise de nourriture (g/souris) pendant 
15jours avant et après l’injection du SPV106 chez les souris sous HFD. Toute les valeurs sont 
exprimées en moyenne ± SEM ; * p<0.05, ** p<001 et *** p<0.001. 

4.2.3. Kat2b agit sur la voie PKA-Creb  

Les analyses préliminaires des îlots de souris traitées avec le SPV106 montrent 

que l’effet du traitement n’est pas lié à l’activation des gènes de l’UPR (résultats non 

présentés). Cela est du probablement au fait que ces voies sont déjà très activées 

lors d’un régime HFD. En effet, les 14 premières semaines d’un régime HFD sont 

marquées par une augmentation de l’expression des marqueurs de l’UPR participant 

à la compensation de la cellule β. L’expression de ces marqueurs commence à 

diminuer à partir de la 16éme semaine du régime (Chan et al., 2013). Les effets 

bénéfiques du SPV106 sont probablement dus à l’activation des voies de 

compensation de la cellule β. Cette hypothèse est confortée par le fait que nous 

avons observé que Kat2b est capable d’interagir avec la PKA, favorisant 

probablement l’activation du facteur de transcription Creb (figure 23A). De plus, avec 

les siRNA dirigés contre Kat2b dans les îlots humains, nous avons observé une 

diminution des cibles de Creb tels que Bcl2 et IRS2 (figure 23B). En effet, l’activation 

de la PKA spécifiquement dans la cellule β augmente la sécrétion gluco-dépendante 

de l’insuline (Kaihara et al., 2013). Nous observons que le traitement avec l’exendine 

4, un activateur de la voie PKA, augmente la phosphorylation de Creb sur le site 

d’action de la PKA. L’augmentation de l’activité de la PKA est associée avec une 
augmentation de stabilité de Kat2b (figure 23C).  

L’ensemble de ces résultats montre que Kat2b interagit avec la PKA dans les 

Min6. Cette interaction conduit probablement à l’acétylation de la PKA et à 

l’augmentation de son activité. Ces résultats sont en concordance avec les résultats 
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récemment publiés et qui montrent que Kat2b interagit avec la PKA dans la levure. 

Cette équipe montre que cette interaction conduit à l’acétylation de la PKA sur un 

résidu qui semble être conservé entre les espèces, la lysine K313. La mutation de ce 

dernier conduit à une forme mutée non acétylable de la PKA qui répond moins au 

glucose (Filteau et al., 2015) suggérant que le même mécanisme peut être retrouvé 

dans la cellule β. Ainsi, le SPV106 serait capable d’augmenter cette interaction et de 
favoriser, par ce mécanisme, la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.  

 

Figure 23:Kat2b régule la voie PKA-Creb. (A) Immunoprécipitation à l’aide de billes Flag dans les 
Min6, après 48 heures de transfection soit du plasmide Flag seul, soit du plasmide Kat2b-Flag, soit du 
plasmide Kat2b∆HAT-Flag (B) expression génique dans les îlots humains suite au siRNA Kat2b (n=3) 
(C) western blot anti-Kat2b, Anti-Creb phospho serine 133 apres un traitement avec le vehicule 
(DMSO) ou 50 nM d’exendine-4 (EX-4) pendant 4 heures. L’actine a été utilisée comme contrôle. 
Toute les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM ; * p<0.05, ** p<001 et *** p<0.001.  
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4.2.4. Discussions, perspectives et conclusion 

Nos résultats montrent que l’activation de Kat2b augmente la sécrétion d’insuline 

dans les îlots murins et humains. De façon intéressante, le traitement de souris 

diabétiques avec le SPV106 améliore leur profil glycémique. Cet effet n’est pas 

seulement dû à une augmentation de la sécrétion d’insuline mais aussi à une 

amélioration de la sensibilité à l’insuline, suggérant un effet périphérique du SPV106. 

Des travaux récents ont montrés que l’injection du SPV106 augmente la glycémie via 

l’augmentation de la néoglucogenèse. Les auteurs comparent dans leurs résultats 

l’effet du SPV106 à l’effet d’un antagoniste de Kat2b (l’acide anacardique) et 

concluent que l’activation de Kat2b augmente la néoglucogenèse (Ravnskjaer et al., 

2013). Nous avons analysé le foie des souris Kat2b-/- et nous n’observons pas 

d’altération de la voie néoglucogénique. De plus, une autre étude montre que Kat2b 

interagit avec PGC1α, favorisant sa dégradation via le protéasome et diminuant ainsi 

la néoglucogenèse. Dans notre étude, nous n’observons pas d’augmentation de la 

glycémie à jeun, ni aucune dérégulation de la néoglucogenèse suite à l’injection du 

SPV106. Il serait cependant intéressant d’étudier plus en détail l’effet du SPV106 sur 
le foie.  

Les effets bénéfiques du SPV106 que nous observons dans la cellule β sont 

probablement dus à l’activation de la voie PKA. De nombreuses études impliquent la 

voie PKA-Creb dans régulation de la masse de la cellule β via l’expression du 

récepteur à l’insuline IRS2 (Jhala et al., 2003), (Park et al., 2008). Dans les souris 

Kat2b-/-, nous avons montré une perte de la compensation durant un HFD. Il serait 

donc très intéressant d’analyser l’effet de l’agoniste de Kat2b sur la masse de la 

cellule β. Il serait aussi judicieux de tester l’effet du SPV106 sur d’autres modèles de 
DT2 tels que les souris db/db. 

Ces résultats révèlent également que l’activation de la voie Glp1, à l’aide de son 

agoniste exendin-4, stabilise et/ou augmente la traduction de Kat2b. Il serait donc 

intéressant d’étudier l’effet des agonistes du Glp1 dans un contexte Kat2b-/- et de 

comprendre si les effets bénéfiques du Glp1 sont médiés par Kat2b. En effet, le Glp1 

a un double rôle dans la cellule β, un rôle de sécretagogue et un rôle protecteur de la 

cellule β favorisant la prolifération et la survie de cette dernière (Xie et al., 2014), 
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(Stoffers, 2004). De plus, des études du laboratoire du Dr Drucker montrent que 

l’activation de la voie Glp1 par l’Ex-4, favorise l’activation de la voie ATF4-eIF2a, une 

des voies régulée par Kat2b (Yusta et al., 2006). Cette étude nous permettrait peut-
être de mettre en lien les effets transcriptionels et non-transcriptionels de Kat2b.  

En conclusion, l’activation de Kat2b par le SPV106 a des effets bénéfiques en 

améliorant le profil glycémique des souris diabétiques. Nous montrons que le 

SPV106 pourrait constituer un nouvel anti-diabétique. Des études complémentaires 

permettraient de mieux comprendre les mécanismes d’action de cet agoniste,  
notamment sur la sensibilité à l’insuline.  

Ces résultats montrent qu’en plus de la régulation de la transcription, Kat2b est 
capable d’interagir et de réguler des protéines cytoplasmiques.   
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4.3. Kat2b intéragit avec des protéines cytoplasmiques  

Il est bien connu que les HAT sont capables de réguler les protéines histones et 

non-histones. Dans les premiers résultats de ce manuscrit, nous avons montré que 

Kat2b régule la sécrétion d’insuline via la modulation de la transcription des gènes de 

l’UPR (Article 1). Nous avons ensuite montré que Kat2b interagissait avec la PKA, 

une protéine cytoplasmique (activation de Kat2b). Nous avons voulu étudier 

l’interactome global de Kat2b dans la cellule β pancréatique. Pour ce faire, nous 

avons réalisé des expériences de protéomique en utilisant la technologie LC-MS-MS 

sur des Min6 transfectées avec une construction Kat2b-Flag. Avant de réaliser 

l’immunoprécipitation, nous avons traité les cellules avec 2,8 ou 20 mM de glucose 

et/ou du SPV106. Le profil en nitrate d’argent du gel montre que Kat2b est capable 

d’interagir avec de nombreuses protéines (figure 24). De plus, cette interaction est 

modulée avec les traitements. Enfin, nous observons que le traitement avec le 

SPV106 induit le même profil que le traitement avec 20mM de glucose. Nous avons 

cependant été confronté au problème de la limitation de sensibilité de la technique. 

En effet, nous avons été contraints de regrouper les bandes selon leur poids 

moléculaire, afin de pouvoir détecter un signal. Cette stratégie a cependant permis 

d’identifier un certains nombres d’interactants de Kat2b (Tableau 4). Nous avons 

perdu certaines informations sur les interactions différentielles dûes aux différents 

traitements. De plus, nous n’avons pas pu identifier toutes les interactions. En effet, 
les bandes les moins représentées n’étaient pas identifiables.  

Dans l’ensemble des protéines identifiées, nous retrouvons des protéines déjà 

connues pour interagir avec Kat2b, tel que la Pyruvate kinase isozymes M1/M2 et 

d’autres protéines que nous avions déjà identifié telles que la PKA. L’identification de 

certaines protéines connues pour interagir avec Kat2b valide que la stratégie que 
nous avons utilisée (LC-MS-MS) est efficace.  
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Figure 24 :Gel de nitrate d’argent d’une immunoprécipitation Kat2b. réalisé après une 
immunoprécipitation du Flag à l’aide des billes Falg sur des extraits protéiques de Min6 trasfecté avec 
le plasmide flag ou le plasmide Kat2b-Falg traité soit avec 2,8 mM glucose, 20mM glucose ou le 
SPV106 en 2,8 mM glucose. 

Nous observons que Kat2b interagit avec de nombreuses protéines chaperonnes 

telles que HSPA5 (Bip/Grp78), HSP8, HSP60, PDI, HSP90. Nous avons confirmé 

l’interaction de Kat2b avec HSPA5 (résultats non présentés). Ces résultats suggèrent 

que Kat2b pourrait réguler l’activité de ces protéines par acétylation et/ou par 

ubiquitinylation. En effet, l’acétylation de la HSP90 module son activité et détermine 

sa capacité à interagir avec d’autres protéines (Scroggins et al., 2007). Récemment, 

il a été montré que HSPA5 est également acétylée dans la lumière du RE (Garcia et 

al., 1998). Cette acétylation est impliquée dans son interaction avec PERK, régulant 

ainsi l’UPR (Rao et al., 2010). Nous avons observé que la diminution de l’expression 

de Kat2b dans les Min6 conduisait à une diminution de l’activation de voie PERK-

eIfF2α. L’ensemble de ces résultats suggère que, en plus de réguler la transcription 

des gènes de l’UPR, Kat2b régulerait également l’activation de la voie PERK-eIF2 α 

et probablement les autres voies canoniques de l’UPR via l’acétylation de HSPA5 

dans le RE. En effet, par des études de microscopie électronique, en utilisant un 

anticorps dirigé contre Kat2b et marqué à l’or (technique d’immunogodl), nous avons 
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observé que cette protéine est aussi localisée au niveau de RE. Dans la cellule β, 

HSPA5 joue un rôle central dans la régulation de la sécrétion d’insuline. En effet, il a 

été montré que la surexpression de HSPA5 protège la cellule β contre les effets 

d’une exposition prolongée au glucose et restore la sécrétion d’insuline en réponse 

au glucose (Zhang et al., 2009). Il serait donc intéressant d’étudier l’effet de 
l’acétylation de HSPA5 par Kat2b dans un contexte de glucotoxicité.  

Kat2b interagit également avec la protéine disulfide-isomerase (PDI), responsable 

de la rétention de la pro-insuline dans le RE  et de la catalyse des ponts disulfures, 

notamment ceux de la l’insuline (Rajpal et al., 2012). Nous avons observé, par 

microscopie électronique à transmission, dans les îlots des souris Kat2b-/-, une 

accumulation de bâtonnets d’insuline. Il serait intéressant de savoir si cette 

accumulation n’est pas liée à une diminution de l’activité de la PDI en absence de 
Kat2b.  

Les résultats de la spectrométrie de masse montrent également que Kat2b 

interagit avec un certains nombres de kinases, notamment la PKA, mais également 

la Serine/threonine-protein kinase P38 et la Serine/arginine-rich protein-specific 

kinase (SRPK). La P38 est impliquée dans la régulation du récepteur à l’insuline 

IRS2 et la prolifération de la cellule β (Zhou et al., 2014). De plus, le traitement in 

vivo des rats rendus diabétiques (par injection à la streptozotocine) avec inhibiteur 

global des HDAC (Sodium butyrate), améliore l’homéostasie glucidique en 

augmentant la prolifération et la fonction des cellules β par la modulation de la voie 

P38 (Khan and Jena, 2014). Ces données de la littérature suggèrent que 

l’augmentation de l’activité HAT, notamment celle de Kat2b, est bénéfique pour la 

survie et la fonction de la cellule β via cette voie. Ainsi, l’interaction de Kat2b avec la 

P38 serait probablement bénéfique pour la cellule β et participerait aux effets 

observés par les auteurs. Il serait intéressant d’étudier l’impact de cette acétylation 

dans les modèles de souris Kat2b-/- ainsi que l’effet de l’activation de Kat2b par le 
SPV106 sur la voie P38/MAPK.  

La SRPK est également une kinase importante dans la régulation des protéines 

SR. Ces protéines sont impliquées dans la régulation constitutive et alternative de 

l’épissage de l’ARN. Leur phosphorylation par les kinases SRPK augmente leur 
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activité et régule ainsi leurs fonctions. Des études récentes ont montré que la 

balance acétylation/déacétylation a été impliquée dans la régulation de la 

translocation nucléaire des SRPK. Les auteurs montrent que l’acétylation est une 

modification post-traductionelle importante pour la régulation de l’activité et du niveau 

d’expression des protéines SR en réponse à un stress génotoxique (Edmond et al., 

2011). Il serait intéressant d’étudier le rôle de Kat2b dans la régulation de ces 

protéines et l’impact de cette interaction sur l’épissage des ARN dans un contexte 
métabolique dans la cellule β pancréatique. 

Enfin, Kat2b interagit avec de nombreuses autres protéines citées dans le tableau 

4, notamment des phospholipases, des protéines du cytosquelette, des protéines 

régulant la traduction et l’élongation ainsi que des ATPases, démontrant que cette 
HAT est impliquée dans de nombreux processus biologiques de la cellule β. 

Tableau 4 : Interactome de Kat2b dans la lignée Min6 

Mascot protein 
accession 

number 

Protein name 

Gi⎜7852148 p300/CBP associated factor 

Gi⎜55217 Murine valosin containing protein 

Gi⎜148691718 P300/CBP associated factor, isofom CRA_a 

Gi⎜7852145 GCN5 histone acetyltransferase 

Gi⎜49457863 nck-associated protein 5-like 

Gi⎜27696584 MICAL-like 2 

Gi⎜33943105 Grb10 interacting GYF protein 1 

Gi⎜2723282 Serine/arginine-rich protein-specific kinase 

Gi⎜14714615 Heat shock protein 90, beta (Grp94), member 1 

Gi⎜6755863 Endoplasmin precursor 

Gi⎜4928654 m6a methyltransferase 

Gi⎜2598562 Glucose-regulated Protein (GRP78/BIP) 

Gi⎜18339677 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 
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Gi⎜42542422 Heat shock protein 8 

Gi⎜6730310 Chain A, Crystal Structure Of The Arf-Gap Domain And Ankyrin Repeats Of 
Papbeta 

Gi⎜147907212 arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing protein 2 
isoform 

Gi⎜148223355 arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing protein 2 

Gi⎜148702082 Development and differentiation enhancing factor 2 

Gi⎜42415475 Protein disulfide-isomerase precursor 

Gi⎜202210 Alpha-tubulin isotype M-alpha-2 

Gi⎜6678469 Tubulin alpha-1C chain 

Gi⎜6755901 Tubulin alpha-1A chain 

Gi⎜34740335 Tubulin alpha-1B chain 

Gi⎜51455 Heat shock protein 65 

Gi⎜200397 Phospholipase C-alpha 

Gi⎜112293254 Protein disulfide-isomerase A3 precursor 

Gi⎜359807367 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 isoform 2 

Gi⎜6753324 T-complex protein 1 subunit zeta 

Gi⎜452528 Magnesium dependent protein phosphatase beta-2 

Gi⎜20072134 Map3k7ip1 protein or TAK1 binding protein 1 

Gi⎜13384620 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 

GI⎜6753322 T-complex protein 1 subunit delta 

Gi⎜460317 Chaperonin 

Gi⎜110625624 T-complex protein 1 subunit alpha 

Gi⎜201725 T-complex polypeptide 1 

Gi⎜6671702 T-complex protein 1 subunit epsilon 

Gi⎜2623222 ATP synthase beta-subunit 

Gi⎜19527344 Serine/threonine-protein kinase 38 

Gi⎜16506251 Elongation factor-like protein 

Gi⎜556301 Elongation factor Tu 
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Gi⎜1196528 ATPase 

Gi⎜8546862 cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit RIalpha 

Gi⎜6679937 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

 

4.4. Régulation de la methylation en m6A des ARN par Kat2b  

Une des cibles des Kat2b est la méthyltransférase m6A. Cette méthyltransférase 

est responsable d’une méthylation particulière réalisée sur les ARNm en position cis 

de adénosines (N6-methyladenosine, m6A). Durant ces trois dernières années, la 

N6-methyladenosine, m6A, a été décrite comme la modification post-traductionnelle 

la plus abondante de l’ARNm. Concrètement, la N6-methyladenosine, m6A des 

ARNm est réalisée via deux enzymes, la METTL3 et la METTL14, alors que la 

déméthylation est réalisée par la protéine FTO (figure 25A). La régulation de cette 

méthylation de l’ARNm n’est pas encore claire dans la littérature. Il a néanmoins été 

montré que la modification en N6-methyladenosine, m6A des ARNm permet la 

régulation de l’export nucléaire, de l’épissage alternatif, de la stabilité et de 

l’interaction avec des protéines des ARNm (Fu et al., 2014), (Niu et al., 2013). De 

façon intéressante, des travaux récents ont montré que différents types de stress 

augmentent la N6-methyladenosine, m6A de certains ARNm dans la région 5`UPR, 

favorisant la traduction cap-non dépendante des ARNm modifiés en protéines (figure 
25B), (Meyer et al., 2015). 

Afin de déterminer si l’absence de Kat2b impacte la méthylation des ARNm dans 

les îlots, nous avons réalisé un dosage des ARNm portant cette modification. Nous 

observons que l’absence de Kat2b conduit à une diminution globale de cette marque 

sur les ARNm (figure 25C, 25D). De façon intéressante, nous observons qu’un 

régime HFD conduit à la diminution de cette modification (figure 25D). De plus, cette 

diminution, sous régime HFD, est exacerbée en absence de Kat2b (figure 25D). Les 

mêmes effets sont observés dans les îlots humains. En effet, la diminution de 

l’expression de Kat2b dans les îlots humains conduit à la diminution globale de cette 

modification (figure 25E, 25F). L’ensemble de ces résultats suggère que Kat2b 
régule positivement les enzymes responsables de la méthylation des ARN.  
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Figure 25 :La diminution de Kat2b diminue la méthylation en m6A des ARN.(A) représentation 
schématique des enzymes intervenant dans la méthylation en m6A des ARN (B) représentation 
schématique de la traduction non dépendante des protéines cap des ARNm méthylés en m6A (C) 
expression génique de Kat2b dans les îlots de Kat2b+/+ et les îlots Kat2b-/- (n=6) (D) Dosage des 
ARNm modifiés en m6A dans les îlots de Kat2b+/+ et les îlots Kat2b-/- nourris avec un régime standard 
ou régime riche en graisse pandant 13 semaines (n=6) (E) expression génique de Kat2b dans des 
îlots humain après une transfection avec le siRNA control ou le siRNA Kat2b (F) Dosage des ARNm 
modifiés en m6A dans les îlots humain après une transfection avec le siRNA control ou le siRNA 
Kat2b. Toute les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM ; * p<0.05, ** p<001 et *** p<0.001. 
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L’implication physiologique de cette modification dans la fonction de la cellule β 

n’est pas encore connue. Cependant, des travaux récents ont montré que la 

traduction cap-non dépendante des ARNm modifiés en m6A est réalisée par le 

complexe traductionnelle ternaire eIF2-GTP·Met-tRNAi (Meyer et al., 2015). Ce 

même complexe est responsable de la traduction de l’insuline en réponse au 

glucose. Nous émettons l’hypothèse que Kat2b, en interagissant avec la 

methyltrasférase m6A, conduirait à une augmentation de la méthylation de l’ARNm 

de la proinsuline. Cette modification faciliterait ensuite le recrutement de complexe 

traductionnelle ternaire et augmenterait ainsi la traduction de l’insuline. Il serait donc 

intéressant d’étudier ce mécanisme et d’identifier l’ensemble des ARNm régulés par 

cette modification dans la cellule β. Il serat également intéressant de connaître 

l’implication de cette modification dans la traduction globale et dans la fonction de la 

cellule β, ainsi que les conséquences de sa diminution dans le développement du 
DT2.  



Résultats 

 99 

 



Conclusion générale et perspectives 

 99 

IV. Conclusion générale et perspectives 

L’ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit de thèse démontre que 

Kat2b est un régulateur clés de la fonction de la cellule β. En effet, nous montrons 

que Kat2b est essentiel pour la régulation de la sécrétion d’insuline et l’adaptation de 

la cellule β à un stress métabolique comme l’obésité. Nous montrons qu’il est 

capable de réguler au niveau transcriptionnel l’expression des gènes de l’UPRer, 

mais aussi au niveau protéique en régulant le statut d’acétylation de la protéine 

HSPA5 (Bip/Grp78).  Nous montrons également que Kat2b interagit avec deux 

kinases clés dans la survie et la prolifération de la cellule β, la PKA et la P38. Kat2b 

interagit également avec une autre kinase, la SRPK, suggérant un probable rôle 

dans la régulation du spliceosome. De plus, Kat2b interagit avec la m6A méthyle 

transférase capable de modifier les ARN en modifiant ainsi la traduction en réponse 
à un stress.  

Bien que nous montrions un rôle  transcriptionel et un rôle non transcriptionel de 

Kat2b dans la régulation de la cellule β, notre travail s’est focalisé essentiellement 

sur l’activité HAT de Kat2b. Dans ce travail, nous n’avons pas étudié l’activité E3 

ligase de Kat2b. Il serait donc intéressant de décortiquer l’activité E3 ligase de Kat2b, 

d’étudier la balance entre activité HAT et E3 ligase et les signaux responsables 

favorisant l’une ou l’autre des voies et les cibles de chacune. D’autre part, quelle est 

l’implication de chacune de ces activités dans le dysfonctionnement de la cellule β et 

le développement du DT2. Une façon de répondre à ces questions serait la 

génération de souris transgéniques qui exprimeraient spécifiquement une des 
activités.  

Nos montrons également que l’activation de Kat2b avec le SPV106 améliore le 

phénotype diabétique de souris nourris avec un régime riche en graisse. Les 

mécanismes d’action du SPV106 sont probablement multiples et ne seraient pas 

restreints à la cellule β. Ainsi, comprendre le rôle de Kat2b dans d’autres tissus 

métaboliques, comme le foie ou le tissu adipeux, permettrait de mieux appréhender 

le mode d’action de cet agoniste. D’autre part, compte tenu du rôle de Kat2b dans la 

régulation de l’UPRer, il serait également intéressant d’étudier son rôle dans 
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différents tissus. En effet, le rôle de l’UPRer dans le développement de l’insulino-

résistance hépatique est largement décrit. L’étude du rôle de Kat2b dans ce tissu 

apporterait donc de nouvelles informations sur les effets insulino-sensibilisateurs du 
SPV106.  

Les travaux réalisés par deux groupes indépendants montrent des résultats 

contradictoires sur le rôle de Kat2b dans la régulation de la néoglucogenèse 

(Ravnskjaer et al., 2013), (Sun et al., 2014). Nos résultats préliminaires dans le foie 

de souris déficientes totalement pour Kat2b ne montrent pas ou peu d’effets sur la 

néoglucogenèse. Cependant, nous observons des effets majeurs sur la lipolyse et 

une diminution du récepteur au LDL, suggérant un rôle de Kat2b dans la régulation 

de SREBP-1C et -2 et de la voie de la lipolyse ainsi que le captage du cholestérol par 

le foie. Il serait intéressant de comprendre comment Kat2b régule ces voies. Pour 

cela, l’utilisation de souris déficientes pour Kat2b spécifiquement dans le foie 

permettrait de répondre à ces questions. L’observation que l’expression de Kat2b est 

diminuée dans le foie de souris diabétiques suggère une implication de cette protéine 
dans les complications hépatiques des maladies métaboliques (Sun et al., 2014). 

De plus, Kat2b joue un rôle majeur dans le cerveau. Il serait donc intéressant 

d’étudier sont rôle dans l’hypothalamus et les effets sur la prise alimentaire (Wei et 

al., 2012). Nos résultats préliminaires semblent montrer que KAT2b régule la voie 

STAT3, une voie importante dans la régulation de l’activité de certains noyaux 
hypothalamiques contrôlant la prise alimentaire.  

Ces résultats suggèrent que Kat2b joue un rôle majeur dans différentes voies 

métaboliques. Cependant, un point majeur pour lequel nous n’apportons pas de 

réponse au cours de cette étude concerne la régulation de Kat2b lui même. Dans la 

cellule β, nous montrons que l’expression protéique mais pas génique de Kat2b est 

augmentée par un stress du RE, ainsi que par une stimulation du récepteur au Glp1. 

Nos résultats préliminaires montrent que cette augmentation protéique de Kat2b est 

due à une augmentation de sa traduction. De plus, les résultats de LC-MS-MS ont 

permis de conclure que Kat2b est probablement phosphorylé (après stimulation au 

glucose). Des études complémentaires sont nécessaires afin de comprendre 

comment Kat2b est lui même régulé dans des conditions physiologiques. L’analyse 
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bioinformatique des régions 5’-UTR de Kat2b a révélé l’existence de plusieurs uORF 

(upstream ORF, régions de cadre de lecture ouverte alternative), suggérant une 

régulation différentielle de Kat2b dans les différents tissus où il est exprimé.  

L’ensemble des nos résultats converge également vers un rôle majeur de Kat2b 

dans l’adaptation cellulaire. Dans notre étude focalisée sur le rôle de Kat2b dans la 

cellule β pancréatique, nous montrons que ce dernier est nécessaire à 

l’augmentation de la masse de la cellule en réponse à un stress métabolique comme 

l’obésité (Weir and Bonner-Weir, 2004). Lors des premières phases du diabète, 

l’augmentation de la demande en insuline par l’organisme nécessite une adaptation 

de la capacité sécrétoire de la cellule β par une expansion progressive de la masse 

de cette dernière (Chan et al., 2013). L’augmentation de la réponse UPRer dans la 

cellule β permet le maintien d’une quantité suffisante d’insuline. Les produits de la 

glycolyse sont des acteurs clés pour les mécanismes d’intégration du signal 

glucidique. Ceci ne nécessite non seulement l’activation de la glycokinase (GK) mais 

aussi la génération d’acétyl-CoA (Weir et al., 2001), (Matschinsky, 1996). En effet, 

l’acetyl-CoA généré par l’apport en glucose est un puissant second messager, 

régulant de par son abondance les fonctions métaboliques des cellules telles que la 

prolifération et la survie cellulaire (Moussaieff et al., 2015), (Pietrocola et al., 2015). 

Dans notre étude, nous montrons que l’absence de Kat2b dans la cellule β conduit 

non seulement à une diminution de la sécrétion d’insuline mais aussi à une perte 

dramatique de l’activation des mécanismes de compensation. Nous proposons Kat2b 

comme senseur métabolique de l’acétyl-CoA dans la cellule β. L’augmentation de la 

glycolyse générerait de l’acetyl-CoA qui serait détecté par Kat2b et lui permettrait 

d’agir au niveau transcriptionnel et sur des protéines cytoplasmiques afin d’apporter 

une réponse adaptative appropriée de la cellule au changement environnementaux. 

De plus, Kat2b est capable d’augmenter la quantité cellulaire d’acétyl-CoA en 

agissant directement sur la l’ATP citrate lyase (ACL, (Chypre, 2012 #241)), 
suggérant une nouvelle fois un rôle potentiel de senseur métabolique. 

En conclusion, Kat2b est un acteur clés dans de nombreux processus biologiques. 

De part son rôle de senseur métabolique, il permettrait à la cellule d’adapter sa 

réponse à l’environnement extra-cellulaire. Ainsi, l’activation de Kat2b constitue une 
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piste intéressante pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques 
contre les maladies métaboliques telles que le diabète et l’obésité. 

 

 

	  

Figure 26 : Schéma général des différentes voies régulé par Kat2b dans la cellule β 
pancréatiques.  
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VI. Annexes 

1 Supplementary	  Table	  1	  :	  DNA-‐responsive	  element	  bound	  by	  Kat2b	  in	  
isolated	  islets.	  
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2 Supplementary	  Table	  2	  :	  Gene	  ontology	  analysis	  of	  ChIP-‐seq	  data.	  
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3 Supplementary	  Table	  3	  :	  List	  of	  Kat2b	  target	  genes	  involved	  in	  UPRer	  
obtained	  after	  functional	  enrichment	  	  analysis	  of	  ChIP-‐seq	  data	  using	  
g:profiler.	  

 


