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SITUATION DU PROJET

Le diabete est considéré comme une véritable pandémie. C'est un probléeme majeur de
santé publique puisque cette pathologie touche 463 millions de personnes et représente 'une
des dix principales causes de décés dans le monde (Atlas du diabete 2019). Il existe plusieurs
formes de diabéte dont le Diabete de Type 1 (DT1) et le Diabéte de Type 2 (DT2) qui sont
majoritaires. Le DT2 est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie
chronique résultant d’une résistance a l'insuline de ses tissus cibles et de la dysfonction et
destruction progressive des cellules B pancréatiques, productrices de la seule hormone
hypoglycémiante de I'organisme. Malgré I'existence de nombreux traitements, il n’en existe
actuellement aucun curatif et efficace dans le temps permettant de protéger la masse
fonctionnelle des cellules B pancréatiques. L'étude et la compréhension des mécanismes
intracellulaires sont donc nécessaires pour envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Les agonistes du récepteur GLP-1 (GLP-1RAs) sont largement prescrits pour stimuler la
sécrétion d’insuline et la survie des cellules B pancréatiques afin de controler efficacement la
glycémie et prévenir des complications liées au diabéte (Doyle et Egan 2008). Cependant, leur
efficacité diminue avec le temps et certains patients montrent une résistance a ce traitement
(Knop et al. 2007). Il serait intéressant d’utiliser un agent complémentaire aux GLP-1RAs
permettant d’améliorer les effets de ces molécules. TPL2 est une MAP3 kinase impliquée dans
I'inflammation et Iutilisation d’un inhibiteur de TPL2 dans le cadre du DT1 a montré in vitro une
réduction de lI'inflammation associée a une meilleure fonction et survie des cellules § (Varin et
al. 2016). Le blocage des effets délétéres de I'environnement diabétique (hyperglycémie
chroniqgue) au sein de I'llot par I'inhibiteur de TPL2 suppose une amélioration de la masse
fonctionnelle des cellules B et une meilleure réponse au GLP-1 dans le cadre du DT2.

Apres description de la physiologie de la cellule B pancréatique, de la physiopathologie
du diabéte comprenant mécanismes impliqués et thérapies actuelles, une nouvelle piste

thérapeutique est proposée.
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INTRODUCTION

CHAPITRE 1 : Physiologie de la cellule  pancréatique

- Du pancréas a la cellule 3 -

|. Régulation de la glycémie

La principale source d’énergie de I'organisme est le glucose. Son taux dans le sang est
finement régulé et permet le maintien d’un équilibre glycémique autour de 1g/L chez I'Homme.
La modulation de la glycémie se fait a tout moment et est impactée par nos actions. Elle peut
étre augmentée lors d’une prise alimentaire ou bien diminuée par des exercices physiques par
exemple. La régulation de la glycémie est fondamentale pour la survie de l'organisme,
puisqu’une hypoglycémie ou a linverse une hyperglycémie ont des effets néfastes sur
I'organisme. Cette régulation est permise par de nombreux organes dont le cerveau, le foie, les
tissus adipeux, les muscles et le pancréas. Au niveau cérébral, c’est plus précisément
I"hypothalamus et le tronc cérébral qui ont un role dans I'lhoméostasie du glucose par sa
détection et sa régulation dans le sang via le controle de la prise alimentaire et de la balance
énergétique. La connexion entre le systéme nerveux autonome et les organes passent par les
nerfs vagues et splanchniques qui transmettent et recoivent de nombreux signaux (De Vadder
et Mithieux 2015). Lors d’une prise alimentaire, I'absorption des nutriments se réalise
majoritairement dans l'intestin et permet I'augmentation de la glycémie. Cela entraine une
augmentation de la sécrétion d’insuline et une diminution de la sécrétion du glucagon,
hormones produites respectivement par les cellules B et a pancréatiques. La sécrétion de
I'insuline permet : le stockage du glucose sous forme de glycogéne (glycogénogenése) dans le
muscle, le stockage du glucose en exces sous forme de glycogéne dans le foie et la production
de triglycérides a partir de glucose (lipogenese) qui sont stockés sous forme de gouttelettes
lipidiques représentant une réserve énergétique importante dans le tissu adipeux. L'ensemble
de ces mécanismes permettent 'augmentation de la capture du glucose et la diminution de la
production de glucose hépatique, ramenant 'organisme a un équilibre glycémique (Han et al.

2016) (Figure 1).
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Figure 1 : Voies de régulation de la glycémie.
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Il. Le pancréas : une glande mixte

Le pancréas est situé en position rétropéritonéale, dans la partie supérieure de
I'abdomen. C'est une glande mixte hétérotypique, composée a la fois de tissu exocrine (98-
99%) et endocrine (1-2%). Les substances produites par le pancréas exocrine sont délivrées par
un canal excréteur dans le milieu extérieur alors que les hormones produites par le pancréas
endocrine sont directement délivrées dans la circulation sanguine et permettent le maintien

de ’homéostasie glucidique (Roder et al. 2016).

1. Organisation, vascularisation et innervation du pancréas
Il existe des variations d’organisation macroscopiques et microscopiques du pancréas
entre les especes. Le pancréas murin, qui est le modele le plus étudié dans la recherche, est

comparé ci-dessous avec le pancréas humain.

a) Organisation macroscopique

Le pancréas humain est un organe compact divisé en trois régions : la téte, le corps et
la queue (Dolensek et al. 2015). La téte du pancréas se situe au niveau du duodénum de
Iintestin (Figure 2). Le corps, qui correspond a la majeure partie du pancréas, est formé de trois
parties : la face antéro-supérieure (liée a I'estomac), la face postérieure (liée a la veine
splénique, I'aorte et le rein gauche) et la face antéro-inférieure (liée au jéjunum de I'intestin).
Enfin, la queue du pancréas est la partie terminale qui est adjacente a la rate. Le pancréas est
organisé en lobules, séparés par du tissu conjonctif, mesurant 1-10 mm de diametre chez
I"nomme et 0.5-1.5 mm chez la souris (Yaginuma et al. 1986).

A la différence du pancréas humain, le pancréas de rongeur est diffus dans le
meésentere. Il est également composé de trois parties : le lobe duodénal (homologue de la téte
du pancréas humain), splénique et gastrique (tous deux similaires au corps du pancréas

humain) (Dolensek et al. 2015).

b) Organisation microscopique

Chague lobule du pancréas exocrine est constitué de nombreux acini et d’une plus faible
proportion de cellules ductales. Les acini sont eux-mémes constitués de plusieurs cellules

acineuses sécrétant des enzymes digestives telles que des protéases, lipases ou amylases qui
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sont excrétées via les canaux excréteurs. Parmi ces canaux, se trouvent les canaux intercalaires,
interlobulaires et collecteurs : canal de Wirsung et canal de Santorini. Ces derniers traversent
totalement ou partiellement le pancréas pour rejoindre le duodénum. Le suc pancréatique,
constitué d’ions bicarbonates et de proenzymes digestives, déversé par les canaux
pancréatiques permet de neutraliser 'acidité du chyme et la digestion des lipides, glucides et
protides. Il semblerait que ce soit dans ces lobules que se trouvent les flots de Langerhans,
constitutifs du pancréas endocrine (Henry et al. 2019). Prédominant dans la queue du pancréas,
les flots pancréatiques sont composés de différents types cellulaires : les cellules a, les cellules
B, les cellules &, les cellules du polypeptide pancréatique (PP) et les cellules € qui sécretent
respectivement du glucagon, de l'insuline, de la somatostatine, du polypeptide pancréatique

et de la ghréline (Figure 2).
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Figure 2 : Anatomie du pancréas (Tiré et adapté de I'encyclopédie britannique, 2010).

c) Vascularisation et innervation

Le pancréas est trés largement vascularisé, avec une vascularisation artérielle, veineuse
et lymphatique. La vascularisation artérielle est permise par l'artére liénale, hépatique et

mésentérique supérieure qui aménent l'apport artériel du pancréas. Ces trois arteres
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possedent plusieurs portions dont les artéres pancréatico-duodénales qui donnent naissances
a de nombreux rameaux amenant a une vascularisation compléete du pancréas (Henry et al.
2019). Dans la continuité de la téte du pancréas se trouvent des veines spléniques et
mésentériques qui s'unissent pour former la veine porte. Il existe également plusieurs nceuds
lymphatiques pancréatiques permettant le renouvellement du milieu intérieur. Le systeme
lymphatique est représenté comme un compartiment de stockage et de redistribution grace a
sa perméabilité et distensibilité plus importante que les capillaires veineux (Hidden 1979).
Enfin, le pancréas possede des innervations sympathiques et parasympathiques, notamment
par les nerfs splanchniques et le nerf vague respectivement, qui permettent la transmission des
sighaux physiologiques modulant la sécrétion hormonale et enzymatique du pancréas

(Dolensek et al. 2015).

2. Anatomie fonctionnelle de I'llot de Langerhans

Les Tlots pancréatiques sont des amas cellulaires arrondis de 50 a 500 um de diametre,
au nombre d’un million environ chez I’'Homme (lonescu-Tirgoviste et al. 2015). Selon I'espéce,
le nombre, la taille et I'organisation des flots sont différents (Brissova et al. 2005 ; Cabrera et
al. 2006 ; Bosco et al. 2010). Chez ’humain, il existe une hétérogénéité des ilots avec de petits
flots (40-60 um) faiblement vascularisés, similaires d’'un point vu organisationnel aux flots
murins et de gros flots (>100 um) plus vascularisés (Ricordi et al. 1990 ; Brissova et al. 2005;
Bosco et al. 2010). L'organisation des ilots murins montre une architecture distincte composée
de cellules B au centre, entourées de cellules a a la périphérie. En comparaison, I'ilot

pancréatique humain semble peu structuré (Figure 3).

Figure 3 : Différence organisationnelle de I'llot de Langerhans humain (a) et murin (b) (Tiré de Abdulreda
et al. 2016). Microscopie confocale de I'llot avec en rouge les cellules a insuline (cellule B), en vert les
cellules a glucagon (cellule a) et en bleu les cellules a somatostatine (cellule 6). Echelle = 50um.
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Cependant, ce n’est qu’une apparence puisque I'analyse micro-architecturale par
coupes histologiques d’'ilot montre des subdivisions de I'flot en sous-unités, composées d'un
noyau de cellules  entouré de cellules a qui s’organisent le long du réseau vasculaire (Bosco
et al. 2010). Alors que les contacts cellules B/a chez 'Homme sont favorisés, ce sont les

contacts B/B qui sont majoritaires chez les rongeurs (Lavallard et al. 2016).

a) Les différents types cellulaires

Les différents types cellulaires des ilots de Langerhans précédemment évoqués ont la

capacité de moduler le taux de glucose dans le sang par plusieurs hormones (Figure 4).

llot de Langerhans

//_‘ 5\9_ Polypeptide
| B '3 a pancréatique
Insuline/' n k_r /\/
\_/ chagon
Figure 4 : Interaction des cellules de I'llot de Langerhans : les effets paracrines des hormones sécrétées
au sein de I'llot pancréatique.

Les cellules B constituent 75-80% de I"ilot de Langerhans chez le rongeur et 50-55% chez
I'Homme (Brissova et al. 2005 ; Cabrera et al. 2006). En cas d’hyperglycémie (exces de sucre
dans le sang) suite a un repas par exemple, ces cellules sécretent la seule hormone
hypoglycémiante connue a ce jour qu’est I'insuline. Cette hormone agit de maniére endocrine
au niveau de ses tissus cibles (muscles, tissus adipeux et foie) pour réduire la glycémie et de
maniere paracrine en inhibant la sécrétion de glucagon (Samols et al. 1986), et pourrait agir de
maniere autocrine en régulant sa propre sécrétion.

Les cellules a représentent 15-20% des cellules qui composent I'llot de Langerhans chez
le rongeur et 40-50% chez I'Homme (Brissova et al. 2005 ; Cabrera et al. 2006). En situation
d’hypoglycémie (faible taux de sucre dans le sang), elles produisent du glucagon qui exerce une

action endocrine au niveau du foie permettant I'augmentation de la glycémie (Mduller et al.
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2019) et pourrait exercer une action paracrine sur la sécrétion d’insuline (Samols et al. 1986).
L'effet sur la cellule & n’est pas clairement défini, puisque certaines études proposent une
stimulation de la sécrétion de somatostatine par le glucagon (Rodriguez-Diaz et al. 2020) alors
que d’autres montrent un rétrocontrole négatif réciproque entre la cellule a et 6 (Svendsen et
Holst 2021).

Les cellules & composent 3-6% I'llot de Langerhans chez le rongeur et 8-12% chez
I"humain (Brissova et al. 2005). Ces cellules sécrétent une hormone appelée somatostatine qui
exerce une action inhibitrice sur la libération d’insuline et de glucagon (Rorsman et Huising
2018 ; Arrojo e Drigo et al. 2019).

Les cellules PP représentent seulement 1 a 2% de I'llot de Langerhans. Ces cellules
sécretent le polypeptide pancréatique qui exerce une action similaire a la somatostatine, en
inhibant de maniere paracrine les sécrétions pancréatiques. Le polypeptide pancréatique a
également une action inhibitrice sur la vidange gastrique et ralentit I’'absorption du glucose
(Morisset 2008).

Les cellules € sécretent la ghréline. Malgré de nombreuses études, I’action de cette
derniere sur les cellules endocrines n’est pas clairement définie. Il semblerait qu’elle agisse
directement sur les cellules B pancréatiques en inhibant la sécrétion d’insuline entrainant alors
I'augmentation de la glycémie (Dezaki 2013 ; Raghay et al. 2013 ; Sakata et al. 2019), tout en
agissant sur le systeme vasculaire puisqu’elle joue un réle de vasoconstricteur pendant le je(ine

(Drott et al. 2019).

b) Vascularisation et innervation

Ces flots sont fortement vascularisés et innervés par les systémes nerveux (SN)
sympathique et parasympathique. La vascularisation des flots pancréatiques est permise par
des artérioles provenant de vaisseaux interlobulaires donnant des branches a chaque ilot. Dans
ces flots se trouvent des capillaires fenestrés qui sont au contact direct des cellules endocrines.
Dans le tissu endocrine, le réseau capillaire y est cing fois plus dense et dix fois plus fenestré
que dans le tissu exocrine (Carlsson et al. 2002). L'ensemble de cette vascularisation permet le
recrutement des hormones dans le flux sanguin.

L'innervation de I'llot par le SN autonome a un effet sur la fonction de la cellule
pancréatique et donc sur la sécrétion d’insuline. En effet, alors que le SN sympathique inhibe

la sécrétion d’insuline par la présence de noradrénaline, le SN parasympathique stimule cette
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sécrétion ainsi que celle du glucagon par la présence d’acétylcholine (Ahrén 2000 ; Magnan et
Ktorza 2005). Alors que chez le rongeur, les axones neuronaux sont en contact direct avec les
cellules a et B de I'llot de Langerhans permettant la modulation des hormones. Chez I'Homme,
il semblerait que la modulation des hormones de I'flot passerait par le flux sanguin plutét que
par un contact direct avec les cellules endocriniennes de par le contact étroit entre innervation

et vascularisation au sein de I'llot (Aamodt et Powers 2017).

lIl.  La cellule B pancréatique : cellule sécrétrice de l'insuline

La cellule B pancréatique a pour principale fonction de synthétiser, stocker et sécréter

I'insuline (Henquin et Gilon 1995).

1. Llinsuline

a) Biosynthese et structure

Le gene de insuline (ins) est situé sur le bras court du chromosome 11 chez I'Homme
et est constitué de 1355 paires de base (pb), de trois exons séparés de deux introns. A la
différence de 'Homme, le rongeur possede deux genes : insl et ins2 (Clark et Steiner 1969).
Le(s) géne(s) est(sont) constitué(s) de nombreuses boites (A, E, C2, CRE...) qui sont régulées en
cis et trans via leur liaison avec des facteurs de transcription (Figure 5). PDX1 (Pancreatic
Duodenal homeobox 1), MafA (MusculoAponeurotic Fibrosarcoma A) et NeuroD1 (Neurogenic
Differentiation 1, B2-E47) sont trois facteurs de transcription importants dans la transcription
du gene de linsuline et finement régulés par le glucose (Andrali et al. 2008). PDX-1 se lie aux
boites A de l'insuline et CREB (CRE binding protein) a la CRE (cCAMP response element) afin
d’obtenir une cellule B fonctionnelle. Les boites E permettent de réprimer la transcription de
ces génes par différentes interactions (c-Jun, B3...) (Magnan et Ktorza 2005 ; Andrali et al. 2008)

(Figure 5).

Insuline

Figure 5 : Représentation de la région proximale du promoteur du géne de I'insuline.
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Aprés transcription dans le noyau, '’ARNm est traduit en protéine appelée pre-pro-
insuline de 86 acides aminés (aa). Dans la lumiéere du réticulum endoplasmique (RE), cette
protéine subit des protéolyses entrainant son clivage amenant a la production de pro-insuline
transportée dans des microvésicules au niveau de I'appareil de Golgi (Figure 6). Aprés un
second clivage, Iinsuline et le peptide C sont produits et stockés dans des granules d’insuline.
C'est apres une stimulation que les deux molécules sont libérées en quantité équimolaire
(Magnan et Ktorza 2005 ; Tokarz et al. 2018 ; Vakilian et al. 2019).

L'insuline, hormone de 51 aa, est un hétérodimeére constitué de deux chaines
polypeptidiques : A (21 aa) et B (30 aa) reliées par deux ponts disulfures, avec un pont disulfure
intra-caténaire dans la chaine A (Steiner et al. 1969). Sa structure, trés conservée au cours de
I'évolution, posséde un fort pourcentage d’homologie entre les especes (Magnan et Ktorza

2005). .

= @—_ Insuline
Granule sécrétoire @ Ea
mature @ @
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e ®
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C,.’__—H%
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ARNm Préproinsuline

AT A

Figure 6 : Biosynthese de l'insuline au sein de la cellule B pancréatique. De bas en haut, se trouve le
cheminement de I'insuline du stade de géne jusqu’a celui de protéine fonctionnelle, en passant par les
différents organites intracellulaires.

b) Fonction de l'insuline

L'insuline participe au contréle du métabolisme énergétique en agissant sur le
métabolisme glucidique, lipidique et protéique (Figure 7) et est considérée comme une
hormone anabolique par sa capacité a favoriser la synthése de ces molécules (Dimitriadis et al.

2011).
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e Surle métabolisme glucidique
L'insuline stimule le stockage du glucose et réduit sa dégradation dans le muscle, le foie et le
tissu adipeux. L'insuline favorise la glycogenése dans le muscle et réduit la glycémie en inhibant
la néoglucogeneése et la glycogénolyse hépatique. De plus, la liaison de I'insuline a son récepteur
entraine la translocation a la surface cellulaire de GLUT4 chez 'Homme, le rendant actif dans
les muscles et le tissu adipeux, permettant la captation et I'accumulation du glucose sous forme

de glycogene ou triglycérides (Dimitriadis et al. 2011 ; Tokarz et al. 2018) (Figure 7).

e Surle métabolisme lipidique
L'insuline diminue le taux plasmatique d’acides gras par lipolyse dans le tissu adipeux et
stimule la synthése et I'absorption des triglycérides dans le tissu adipeux et le muscle

(Dimitriadis et al. 2011).

e Surle métabolisme protéique
L'insuline stimule la synthese et diminue la dégradation des protéines dans I'ensemble

de ses tissus cibles (Dimitriadis et al. 2011).

Insuline

Glycogenése Upoggnése
/‘ Glyco ;se A Lipolyse
Muscle Tissu
adipeux

Figure 7 : Effets de I'insuline sur ses tissus cibles
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L'insuline agit sur le métabolisme par I'activation de la voie de signalisation de la PI3 Kinase, et
jouerait un réle sur la survie cellulaire, notamment par I'activation de la voie des MAP

(Mitogen Activating Protein) Kinases (Figure 8).

Insuline
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Figure 8 : Voies de signalisation de I'insuline. Suite a la liaison de I'insuline a son récepteur, ce dernier
s’autophosphoryle et phosphoryle IRS1/2 engageant la voie des MAPKs et la voie de la PI3K. L'activation
de ces voies permet la prolifération cellulaire, la synthése de glycogene, la régulation de genes et la
survie des cellules. Adapté de Capeau, 2003.

c) Dégradation de l'insuline

L'insuline a une demi-vie relativement courte (6 min) dans la circulation et n’est plus
détectable 30 min apres le début de sa libération (Tokarz et al. 2018). C'est tout au long de son
chemin que I'insuline est dégradée. Dans un premier temps, sa quantité est réduite par le foie :
apres deux passages dans 'organe, elle est relarguée en quantité optimale pour agir sur ses
différents tissus cibles. En effet, la quantité d’insuline circulante apres son passage par le foie
correspond au tiers de la quantité détectée a la veine porte. C'est ensuite dans les myoblastes
et les adipocytes qu’une autre partie de l'insuline est dégradée par voie lysosomale apres
internalisation de I’hormone. Enfin, I'insuline est endocytée par les cellules épithéliales (au
niveau des glomérules) et tubulaires du rein puis dégradée par la voie lysosomale également.

Seule une petite partie de I'insuline est réabsorbée dans la circulation rénale permettant de
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maintenir une faible quantité d’insuline dans la circulation sanguine (Rabkin et al. 1984 ; Tokarz

et al. 2018).

2. La sécrétion d’insuline

La sécrétion d’insuline induite par le glucose est biphasique et résulte de la présence de
différents pools de granules d’insuline. La premiére phase de cette sécrétion, correspond a un
pic de sécrétion qui est relativement court (5 min) puisqu’il est la conséquence de la libération
de granules nouvellement formés se situant proches de la membrane plasmique de la cellule 8
pancréatique (environ 1% des vésicules sécrétoires). En comparaison avec la premiere phase
de la sécrétion d’insuline, la seconde est réduite en termes de concentration mais plus longue
dans le temps (2-3h), elle est présente jusqu’a I'obtention de la normoglycémie. Elle est le
résultat de la libération de granules d’insuline recrutés dans la cellule qui nécessite I'implication
du cytosquelette (Cerasi 1975 ; Henquin et Gilon 1995 ; Rorsman et Renstrom 2003 ; Magnan
et Ktorza 2005 ; Kalwat et Cobb 2017).

La sécrétion d’insuline fluctue en fonction de la glycémie et est influencée par différents
agents : déclencheurs, amplificateurs ou inhibiteurs ; sous forme de nutriments, d"hormones

et de neurotransmetteurs (Jones 1998) (Table 1).

Déclencheurs Amplificateurs Atténuateurs
Glucose
Substrats énergétiques Glucose AGNEs
Aa
GLP-1 Somatostatine
Hormones GIP GH
CCK Prolactine
(Glucagon) Leptine ?
Acétylcholine Noradrénaline
Neuromédiateurs PACAP Galanine
NPY

Table 1 : Agents déclencheurs, amplificateurs et atténuateurs de la sécrétion d’insuline.

a) Voies déclenchantes

Les agents primaires déclenchent a eux-seuls la sécrétion d’insuline. Le glucose est le
signal physiologique déclencheur de la sécrétion d’insuline. Il joue un réle initiateur et permissif
puisqu’il conditionne 'action des autres stimuli : en absence de glucose, l'insuline ne peut étre

sécrétée (Jones 1998).
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b) Voies amplificatrices

Les agents secondaires (ou potentialisateurs) amplifient la sécrétion d’insuline induite
par les agents déclencheurs mais n’ont pas la capacité d’induire a eux-seuls cette sécrétion, au
contraire des stimuli primaires. Ce sont des facteurs de croissances, des neurotransmetteurs
ainsi que des hormones (Jones 1998 ; Magnan et Ktorza 2005). Les hormones ayant un réle
majeur dans cette amplification de sécrétion d’insuline induite par le glucose sont le GLP-1
(Glucagon-Like Peptide-1) (Campbell et Drucker 2013), le GIP (Glucose-dependent
Insulinotropic Polypeptide) ou encore la CCK (Cholecystokinine). L'acéthylcholine et PACAP
(Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide) sont des neuromédiateurs provenant du
SN parasympathique permettant également I'amplification de la sécrétion d’insuline (Magnan

et Ktorza 2005 ; Kalwat et Cobb 2017).

c) Voies inhibitrices

A l'inverse des agents amplificateurs, les agents inhibiteurs réduisent la sécrétion
d’insuline induite par le glucose. Dans cette catégorie, se trouvent plusieurs hormones telles
que la somatostatine qui est sécrétée par les cellules 6 pancréatiques (Kailey et al. 2012) et
I'adrénaline. La leptine semble également avoir un rdéle atténuateur de la sécrétion d’insuline
via la régulation du trafic des canaux Katp (Cochrane et Shyng 2019). Les neuromédiateurs
connus pour inhiber la sécrétion d’insuline passent par le SN sympathique et sont la
noradrénaline (Thorens 2014), |la galanine et le NPY (NeuroPeptide Y) (Magnan et Ktorza 2005
; Kalwat et Cobb 2017).

3. Modulation de la fonction et de la masse des cellules 3 par le glucose

a) Effets du glucose sur la fonction

Le déclenchement de la sécrétion d’insuline est induit par I'entrée de glucose dans la
cellule B via le transporteur GLUT1 (et GLUT3) chez I'Homme (McCulloch et al. 2011) et GLUT2
chez le rongeur (De Vos et al. 1995). Dans le cytoplasme, le glucose, phosphorylé en glucose-6-
phosphate (G6P) via la glucokinase, est amené a étre transformé en pyruvate par la glycolyse.
Ce dernier integre le cycle de KREBS de la mitochondrie entrainant une augmentation du ratio
ATP/ADP induisant alors la fermeture des canaux potassiques dépendant de I'ATP. La
membrane plasmique est alors dépolarisée, entrainant une entrée massive de calcium via

I'ouverture des canaux calciques dépendant du voltage (VDCC). Cette entrée de calcium agit
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positivement sur I'exocytose des granules d’insuline. Ceci est la voie déclenchante de la
sécrétion d’insuline induite par le glucose (Henquin 2000). Au niveau du réticulum
endoplasmique, I'entrée de calcium induite par la présence de glucose entraine la libération
des réserves de calcium du RE, renforcant la stimulation la sécrétion d’insuline (Bensellam et
al. 2012) (Figure 9). Le glucose agit également sur les flux ioniques (potassique et calcique) et

I'exocytose d’insuline (Rebelato et al. 2018).
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Figure 9 : Déclenchement de la sécrétion d’insuline par le glucose. Tiré et adapté de Delobel et Dalle,
2020.

De plus, le glucose a un effet sur la biosynthese de l'insuline. Soit directement en
agissant a long terme sur la transcription du gene de I'insuline puis au niveau traductionnel en
agissant a court terme, sur la préproinsuline puis a long terme sur la protéine d’insuline
(Bensellam et al. 2012). Soit indirectement en modulant la transcription de molécules
impliguées dans la voie insulinique telles que le transporteur GLUT2, la biosyntheése des acides
gras ou encore les sous-unités des canaux Karp (Flamez et al. 2002) ; mais aussi la traduction de
nombreux facteurs transcriptionnels tels que PDX-1, MafA et NeuroD1 qui sont les régulateurs
majoritaires du gene de l'insuline. En plus de leur action individuelle sur ce gene, ces trois
facteurs interagissent ensemble (Bensellam et al. 2012 ; Andrali et al. 2008). Au-dela des effets
du calcium, le glucose permet la régulation de la sécrétion d’insuline par les facteurs de

transcription et par les MAP kinases.
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e Régulation de la fonction par des facteurs de transcription

PDX-1 est le principal facteur de transcription impliqué dans la transcription du gene de
I'insuline stimulée par le glucose. Sa présence au sein de la cellule B est essentielle pour le
maintien de l'identité cellulaire. Une perte de PDX-1 entrainerait une perte de production
d’insuline (Ahlgren et al. 1998 ; Andrali et al. 2008). PDX-1, en se liant a la boite A du gene de
I'insuline, engendre des modifications épigénétiques en fonction des concentrations de glucose
(Babu et al. 2007 ; Andrali et al. 2008 ; Wang et al. 2016). En physiologie, lors d’une
hyperglycémie aigue (<12h de culture), PDX-1 améliore I'expression du gene de 'insuline par
son association avec NeuroD1 mais agit également sur le promoteur du gene de l'insuline par
son recrutement de SET9 et JMJD3. Cela favorise la biosynthese de I'insuline pour un retour a

une normoglycémie (Andrali et al. 2008 ; Wang et al. 2016).

MafA est également un facteur de transcription régulé par le glucose et important dans
le contréle du gene de l'insuline. Il se lie a I’élément C1 du promoteur de I'insuline de maniére
glucose dépendante. Dans le cas d’une stimulation aigué, le haut glucose entraine une
accumulation de MafA bénéfique pour I'obtention d’une cellule B pancréatique fonctionnelle.
A l'inverse, dans le cas d’une stimulation chronique, le haut glucose entraine une diminution
de I'expression de MafA corrélée a une perte de fonction des cellules B (Vanderford 2011 ; Zhu
et al. 2017). En l'absence de MafA, les souris ont une diminution de sécrétion d’insuline
associée a une altération de I'architecture de I'llot pancréatique et une perte de masse des

cellules B menant au développement d’un diabéte avec I’age (Zhang et al. 2005).

NeuroD1 est le troisieme facteur de transcription ayant un rbéle important dans la
régulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Il exerce son action par la
modulation de I'expression de genes tels que Neuronatine et Surl, connus pour leur fonction
au niveau des canaux (Chu et Tsai 2005). NeuroD1 se fixe au niveau de la boite E du promoteur
de I'insuline (Qiu et al. 2002). En cas d’hyperglycémie, NeuroD1 est transloqué dans le noyau
et peut étre phosphorylé par plusieurs protéines telles que ERK1/2, GSK3B ou CaMKII (protéine
kinase calcium calmoduline dépendante). Sa phosphorylation par ERK1/2 permet

I'augmentation de la synthese de I'insuline (Khoo et al. 2003 ; Andrali et al. 2008).
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e Régulation de la fonction par les MAP Kinases

Au-dela de ces facteurs de transcription, il a été mis en évidence I'impact des MAPKs
(Mitogen Activating Protein Kinase) dans le maintien de la fonction des cellules
pancréatiques. La famille des MAPKs est composée de protéines sérine-thréonine kinases
activées en réponse a des stimuli tels que des mitogénes, un environnement stressant, des
facteurs de croissance ou l’activation de récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs). Une
cascade d’activation permet I'activation de MAP3Ks (MAPK kinase kinases) qui phosphorylent
et activent des MAP2Ks (MAPK kinases), qui a leur tour phosphorylent et activent des MAPKSs.
Cette derniere étape amene a la régulation de substrats tels que des MAPKAPKs (MAPK —
Activating Protein Kinase) et facteurs de transcription proposant alors différentes réponses

biologiques (prolifération, différenciation, production de cytokines, apoptose...) (Pearson et al.

2001 ; Cargnello et Roux 2011) (Figure 10).
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Figure 10 : La grande famille des MAPKs : signalisation et réponses biologiques.

Il a été montré que la majorité des MAPKs ERK1/2 précédemment évoquées induites
par le glucose reste dans le cytoplasme et régule la sécrétion d’insuline (Longuet et al. 2005).
A long terme, une partie des MAPKs subit une translocation nucléaire pour aboutir a la

phosphorylation du facteur de transcription CREB (Costes et al. 2006 ; Kassouf et Sumara 2020).
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De plus, il semblerait qu’ERK1 soit nécessaire pour une activation complete de CREB par le
glucose, mais cet isoforme n’est cependant pas indispensable pour la fonction des cellules B

(Leduc et al. 2017).

b) Effets du glucose sur la masse

La concentration du glucose ainsi que le temps d’exposition affectent les cellules B de
différentes manieres et sont déterminants pour leur survie. Il a été montré qu’une forte
exposition des cellules au glucose est délétere en stimulation chronique (Bensellam et al. 2012)
mais peut étre bénéfique en aiglie par la modulation des flux ioniques et de I'exocytose, qui
permet alors aux cellules B d’améliorer leurs réponses (Rebelato et al. 2018).

La masse cellulaire est finement régulée par le glucose qui agit sur plusieurs mécanismes : la
néogenese et la prolifération entrainant une hypertrophie (augmentation de la masse) et
I'apoptose (cf. Chap.2.1l.3.a)) entrainant une hypotrophie (diminution de la masse) (Bonner-
Weir et al. 1989 ; Bensellam et al. 2012 ; Costes et al. 2006). La nécrose et la sénescence sont
également présentes mais ces processus sont moins fréquents que celui de I'apoptose. A
I'inverse de l'apoptose, en présence de glucose la sénescence permet la maturation
fonctionnelle des cellules B (Helman et al. 2016). Plusieurs études ont montré que le glucose
peut induire une hyperplasie (augmentation du nombre de cellules) (Topp et al. 2004) en
passant par la glucokinase (Terauchi et al. 2007), associée a une hypertrophie des cellules B et
desfilots de Langerhans. En effet, il a été montré in vivo, que l'injection de glucose pendant 96h
chez des rongeurs entraine une augmentation de la masse des cellules B de 50% associée a une
hyperplasie (Bonner-Weir et al. 1989). La plasticité du pancréas est mise en évidence par
I'existence d’équilibre entre ces mécanismes (Bernard et al. 1999). Une perturbation de cet

équilibre entraine I'apparition de pathologies comme le diabéte.

e Lanéogénese
La majorité de la masse des cellules B pancréatiques est définie a la naissance par la néogeneése.
Ce processus correspond a la formation de nouvelles cellules a partir de précurseurs, qui est
stoppé peu de temps apres la naissance. La masse B cellulaire continue d’augmenter tres
progressivement jusqu’a I'adolescence, puis a I'age adulte, I'activation de ce processus de
néogenese ne se fait que dans des situations pathologiques (personnes obéses non diabétiques

par exemple) (Bouwens et Rooman 2005) ou dans des cas physiologiques exceptionnels telle
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qu’une grossesse par un processus de transdifférenciation ou de différenciation des cellules

souches (Baeyens et al. 2016 ; Guney et al. 2020).

e La prolifération cellulaire
De nombreuses études montrent que le glucose stimule la prolifération cellulaire (réplication
de cellules pré-existantes) permettant I'augmentation de la masse des cellules  pancréatiques
(Bouwens et Rooman 2005 ; Moullé et al. 2017). De plus, il a été montré que le SN central peut
jouer un role dans la prolifération des cellules B pancréatiques. En effet, le SN sympathique
diminue la prolifération de ces cellules alors que le SN parasympathique le stimule a travers le
nerf vague suite a une injection de glucose associé a des acides gras non estérifiés (AGNEs).
Cependant, lors d’un excés de nutriments dans le sang ce serait une diminution de I'activité du
SN sympathique qui entrainerait une augmentation de la prolifération cellulaire (Moullé et al.

2019).

e Meécanismes d’action du glucose
Le glucose initie plusieurs voies de signalisation induisant I'expression de différents genes
impliqués dans la survie cellulaire (Figure 11). Il a été montré que le glucose active, par
phosphorylation, le facteur de transcription CREB via la voie ERK1/2 amenant a des effets anti-
apoptotiques (Costes et al. 2006). ERK1/2 permet également la survie cellulaire, par la
phosphorylation de facteurs pro-apoptotiques entrainant leur inactivation tel que Bad (Quoyer
et al. 2010 ; Sidarala et Kowluru 2017). Plusieurs études montrent I'implication d’ERK5 dans la
prolifération cellulaire, notamment |'étude in vivo, sur des souris gestantes montre que
I'inhibition de cette MAPK entraine une diminution de la prolifération des cellules B
pancréatiques associée a une augmentation de la glycémie (Chen et al. 2018 ; Kassouf et
Sumara 2020). ERK5 est également connue pour protéger les cellules B en empéchant la mise
en place de I'apoptose médiée par le stress du réticulum (Nam et al. 2017). De plus, outre
I'activation des MAPKs, le glucose permet |'activation d’Akt entrainant I'augmentation de
I'expression de PDX-1 favorisant la prolifération et donc 'augmentation de la masse des cellules
B (Srinivasan et al. 2002 ; Babu et al. 2007 ; Jara et al. 2020). D’autre part, le glucose agit sur les
GKAs (GlucoKinase Activators) qui facilitent la prolifération cellulaire, réduisent I'apoptose tout
en modulant négativement I'expression de génes relatifs au stress du RE tels que Chop (C/EBP-

homologous protein) ou Bax (Bcl2-associated X protein) (Porat et al. 2011 ; Oyadomari et Mori
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2004 ; Shirakawa et Terauchi 2020). Enfin, Raf-1 et Raf-B (MAP3Ks) qui font partis de la grande
famille des MAPKs sont impliquées dans la régulation de la survie et de la prolifération des
cellules B pancréatiques (Alejandro et Johnson 2008 ; Langfermann et al. 2018). Ce sont des
kinases anti-apoptotiques qui modulent I'expression d’Erk et Bad et sont essentielles dans la
régulation de la transcription de I'insuline par I'inhibition de FoxO (Alejandro et Johnson 2008
; Beith et al. 2008 ; Alejandro et al. 2011). L'utilisation de souris KO pour Rkip1 (inhibiteur de la
protéine Raf-1) a montré I'implication de Raf-1 dans I'amélioration de |a tolérance au glucose

ainsi que dans la prolifération et la survie des cellules f pancréatiques (Pardo et al. 2012).
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Figure 11 : Voies de régulation de la masse fonctionnelle des cellules f pancréatiques par le glucose.
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4. Modulation de la réponse au glucose par les récepteurs couplés aux protéines G
Un grand nombre de récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) joue un réle essentiel
dans la fonction et la survie des cellules. IlIs représentent d’ailleurs des cibles thérapeutiques

majeures pour lutter contre de nombreuses pathologies.

a) Généralités et description

Les RCPGs sont exprimés dans de nombreux tissus et types cellulaires. Il existe plus de
800 RCPGs qui peuvent étre classés selon différents criteres (en fonction de leur structure, de
la fixation du ligand ou de la fonction du récepteur) (Kolakowshi 1994). Les deux
caractéristiques communes a ces récepteurs sont les suivantes :

- Ces récepteurs sont de grosses protéines a sept domaines transmembranaires tres
hydrophobes reliés entre eux par trois boucles intracellulaires, trois boucles
extracellulaires et un pont disulfure. Ils possedent deux extrémités : N-terminale au
niveau extracellulaire et C-terminale au niveau intracellulaire.

- Ces récepteurs interagissent avec une protéine G.

La classification qui a été choisi ici est celle composée par Kolakowski qui classe les
récepteurs en sept groupes selon leur propriétés pharmacologiques dont les trois classes
principales sont : la classe A qui correspond a des récepteurs de type rhodopsine, qui se lient a
des hormones, polypeptides, amines biogenes, photons et lipides. La classe B qui est formée
de récepteurs de type sécrétine, qui se lient a des grands peptides tels que des hormones ou
des neuropeptides. La classe C qui est celle des récepteurs métabotropiques, qui sont les
récepteurs du glutamate, du calcium, de GABA-B, du go(t et des phéromones qui ont pour
caractéristiques de posséder un N-terminal long (500 aa) (Kolakowski 1994).

'activation des RCPGs peut étre totale, partielle, inverse ou biaisée, en fonction des
différents ligands. L'agoniste partiel entraine un effet modéré du récepteur, I'agoniste inverse
entraine |'effet opposé a celui constitutif du récepteur et I'agoniste biaisé permet de
sélectionner certaines voies de signalisation du récepteur. En réponse a différents stimuli tels
que des hormones, des neurotransmetteurs, des ions etc, les RCPGs engagent les voies de
signalisations des protéines G et des arrestines jouant de nombreux réles en physiologie et

physiopathologie (Hilger et al. 2018).
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La famille des protéines G se compose de trois grands groupes en fonction de leur sous-
unité : a, B et y. Chacun de ces groupes se divisent également en sous-famille. Les Ga sont
particulierement étudiées et il est montré que les Gas permettent I'activation de I'adénylate
cyclase alors que les Gaio permettent son inhibition. Les Gag/11 sont activatrices de la PLC

(Phospholipase C) et les Gaiz/13 activatrices de la PLD (Figure 12).
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Figure 12 : Voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G. Tiré et adapté de Delobel et
Dalle, 2020.

Lorsque les RCPGs sont activés, ils entrainent différentes voies de signalisation mais
régulent également leur activité afin d’éviter une stimulation prolongée qui pourrait entrainer
des effets néfastes. Il est question de désensibilisation. Dans ce mécanisme, intervient des
kinases GRKs qui phosphorylent le récepteur en C-terminal permettant alors le recrutement a
la membrane de la B-arrestine, protéine échafaudage. A ce stade, |la signalisation du récepteur
est interrompue et se met en place I'endocytose du récepteur par la formation de puits
recouverts de clathrine. Une fois les récepteurs désensibilisés, plusieurs options s’offrent a eux.
Soitils sont dégradés dans le lysosome par des protéases, soit ils sont resensibilisés et replacés
a la membrane, soit ils engagent de nouvelles voies de signalisation. En effet, la B-arrestine est
connue pour son implication dans la fonction et dans la survie des cellules, par la modulation
de I'’AMPc, d’Epac2, du calcium et des MAPKs. De plus, il a été montré que le modele souris
double KO pour les B-arrestines 1 et 2 est |éthal et par conséquent suggere I'importance de ces

protéines dans les cellules (Kohout et al. 2001).
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b) Les incrétines
Les incrétines permettent d’amplifier la sécrétion d’insuline induite par le glucose.
'effet incrétine est défini par une augmentation de la sécrétion d’insuline plus importante
lorsque le glucose est pris oralement plutét que par une prise intraveineuse de par son passage
a travers I'appareil digestif (Elrick et al. 1964). Il existe plusieurs molécules responsables de cet

effet incrétine, les principales étant le GLP-1 et le GIP (Drucker 2006).

Le GLP-1 est synthétisé a partir du pro-glucagon. Il possede deux formes actives : GLP-
1(7-36) et GLP-1(7-37). Il est sécrété par des cellules L de I'intestin et agit directement sur I'llot
pancréatique en se fixant a son récepteur GLP-1R (Glucagon Like Petide-1 Receptor) couplé aux
protéines G présent sur les cellules. La demi-vie du GLP-1 est courte (2 min) puisqu’il est
rapidement dégradé par la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4), protéine ubiquitaire. La prise
alimentaire stimule la sécrétion de GLP-1. Ce dernier exerce ses effets sur plusieurs tissus
cibles : le cceur, le cerveau, I'estomac, le foie, le tissu adipeux, les muscles et le pancréas. Au
niveau du pancréas, il exerce son activité a la fois sur la fonction et la masse des cellules B en
activant la biosynthese de I'insuline, la prolifération cellulaire et en inhibant I'apoptose (Kim et
Egan 2008 ; Campbell et Drucker 2013). Il est intéressant de noter que le GLP-1 n’agit pas
uniquement sur les cellules B, mais sur I'flot entier, notamment en réduisant le taux de glucagon

par son action sur la cellule a (Sandoval et D’Alessio 2015).

Le GIP est un peptide de 42 aa principalement sécrété par les cellules K du duodénum.
Sa forme active possede une demi-vie courte (quelques minutes) puisqu’elle est rapidement
dégradée par I'enzyme DPP-4. Sa sécrétion est stimulée par la prise alimentaire (Kim et Egan
2008 ; Campbell et Drucker 2013). Les études menées sur le GIP montrent des effets
principalement sur le pancréas et le tissu adipeux (Nauck et Meier 2018). Le GIP semble avoir
peu d’effet sur la sécrétion d’insuline chez les patients diabétiques de type 2 (DT2) mais
également sur la sécrétion du glucagon et du tissu adipeux chez les patients obéses DT2 (Bailey
2019). In vivo, il a été montré que le GIP permet une augmentation de la lipoprotéine lipase
favorisant la libération de triglycérides et donc le stockage sous-cutané du tissu adipeux.
D’autres études chez I'Homme sain et le patient DT2 sont nécessaires pour déterminer les réles

du GIP sur d’autres organes et tissus (Nauck et Meier 2018).
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c) Effets du GLP-1 sur la fonction et la masse

e Surlafonction

La liaison du GLP-1 a son récepteur engage plusieurs voies de signalisation permettant
la stimulation de la sécrétion d’insuline (Figure 13). Dans un premier temps, il y a I'activation
de I'adénylate cyclase via la protéine Gas qui permet le passage de I’ATP a ’AMPc activant alors
la PKA (Protéine Kinase A) et Epac2B (Exchange protein activated by cAMP 2), un facteur
d’échange nucléotidique (Light et al. 2002 ; Dzhura et al. 2010 ; Drucker 2018). L'action
dépendante d’Epac est plus rapide et plus importante que celle dépendante de la PKA, puisque
cette derniere nécessite le recrutement des granules de réserve (Ma et al 2014).

L’activation de la PKA entraine la fermeture des canaux potassiques voltage dépendant
(Kv2.1) et ATP dépendant (Kare) qui agissent a la fois sur I'ouverture des canaux calciques
voltage dépendant entrainant alors une augmentation de la concentration cytosolique de
calcium ainsi que sur l'activation des syntaxines qui régule I'exocytose indépendamment de
I"activité électrique membranaire (Tomas et al. 2020). La PKA agit également sur PDX-1 (Muller
2019) qui comme décrit précédemment joue un réle dans la biosynthese de I'insuline en
agissant directement sur son géne. L'augmentation de l'expression du gene de l'insuline
passerait par l'axe BTG2-PDX-1 dans les cellules B pancréatiques, avec BTG2 (B-cell
translocation gene 2) qui semblerait jouer un réle important dans la sécrétion d’insuline induite
par le GLP-1 puisque sa surexpression augmente la sécrétion d’insuline et son absence la réduit
(Hwang et al, 2013).

Il est établi qu’Epac joue un réle dans le contréle de la sécrétion d’insuline puisqu’il
régule I'activité des canaux Karp (Kang et al. 2008), sodiques et calciques (Holz et al. 2006 ;
Shigeto et al. 2015). Cependant les mécanismes impliqués ne sont pas clairement définis. In
vivo, il a été montré par |'utilisation de souris KO, que le mécanisme de libération de calcium
induite par lui-méme est permis par 'activation de la PKA et d’Epac2 (Dzhura et al. 2010).
Toujours in vivo, il a été montré qu’Epacl agit sur la tolérance au glucose et 'architecture
cellulaire de I'llot puisque son absence entraine une dysfonction et une mort des cellules,
associées a un syndrome métabolique (Kai et al. 2013). Epac joue également un role sur
I"activité d’exocytose (Holz et al. 2006) par sa capacité a activer la PLC permettant la libération
de diacylglycérol (DAG) et d’inositol triphosphate (IP3). Par ce biais, la protéine kinase C (PKC)
est activée, suivie de la CaMKIl amenant a I'exocytose d’insuline. L’action de I'IP3 permet de

libérer des réserves de calcium présents dans le RE via les récepteurs a la ryanodine (RyRs)
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amplifiant également la sécrétion d’insuline (Dzhura et al. 2010 ; Tomas et al. 2020). D’autre
part, la liaison d’Epac2A a la membrane plasmique spécifiguement au niveau des granules
sécrétoires entrainée par ’AMPc, suggeére le role d’Epac2A dans le controle du relargage des
granules d’insuline (Alenkvist et al. 2017).

De plus, la sécrétion d’insuline peut étre amplifiée par la voie B-arrestine 1 permettant
une augmentation d’AMPc (Sonoda et al. 2008) mais également d’Epac2 (Barella et al. 2019)
par la liaison du GLP-1 a son récepteur. Malgré les effets avérés de la B-arrestine 2 sur la
fonction des RCPGs, il semblerait qu’elle n"ait pas de réle sur la sécrétion d’insuline, puisque
son absence dans les Tlots pancréatiques n’affecte pas cette sécrétion d’insuline induite par le

glucose (Ravier et al. 2014 ; Zhu et al. 2017).

L'ensemble de ces voies ménent a une amplification de la sécrétion d’insuline (Figure
13). Cependant, les effets des incrétines sur cette sécrétion dépendent des altérations
meétaboliques et de la génétique de chaque individu (Herzberg-Schéafer et al. 2012 ; Muller et

al. 2019).

Glucose P

PKA / EPAC

Glycolyse

[ L : Insuline
Lot Kv2l e

Figure 13 : Effets du GLP-1 sur la cellule f pancréatique. Adapté de Tomas et al. 2019.
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e Surlamasse

Au-dela de ses effets sur la fonction des cellules B pancréatiques, le GLP-1 a également
une action sur la masse de ces cellules en stimulant la prolifération et en inhibant les
mécanismes impliqués dans 'apoptose des cellules B : stress du RE, autophagie, fonction
mitochondriale et modification de I'expression génique. Pour cela, il agit sur plusieurs voies de
signalisation : en passant par la PKA, il active PDX-1 qui, comme décrit précédemment joue un
réle important dans la prolifération cellulaire mais agit aussi en diminuant I’apoptose (Mdller
et al. 2019 ; Li et al. 2005). De plus, I'utilisation de souris déficientes dans I'activité de CREB
montre que le GLP-1 active CREB, favorisant I’expression et "activation d’IRS2 par des facteurs
de croissance et une augmentation de la survie des cellules (Jhala 2003; Mller et al. 2019).
Cette incrétine initie également la voie ERK1/2 permettant la phosphorylation et I'activation de
la kinase RSK (Ribosomal S6 Kinase) induisant la phosphorylation et I'inactivation de Bad et
FoxO1, deux protéines pro-apoptotiques. L'inactivation de ces deux protéines montre donc
I'effet anti-apoptotique du GLP-1 (Quoyer et al. 2010 ; Kapodistria et al. 2018 ; Muller et al.
2019). La réduction de I'apoptose est également permise par la diminution de I'expression de
TXNIP, facteur pro-apoptotique, entrainant la mort des cellules par une augmentation du stress
oxydant (Chen et al. 2006). La prolifération des cellules B stimulées par le GLP-1 est permise
non seulement par PDX-1 et la voie des MAPKs mais également par d’autres facteurs tels que
les cyclines D1 et D2, la PI3K, Epacl ou encore IRS2 (Lee et Jun 2013). Il a été montré que le
GLP-1 a la capacité de faire surexprimer la cycline D2 dans le pancréas de rat rendu diabétique
par un traitement a la streptozotocine et entraine une augmentation des cellules progénitrices
pancréatiques. Ces dernieres expriment de nombreux génes et sont capables de se différencier
en flots matures (Chen et al. 2012). Ces résultats montrent les effets du GLP-1 sur la
différenciation et la néogenese des cellules B pancréatiques chez les rongeurs. Cependant, il
semblerait que ces résultats ne se retrouvent pas chez ’'Homme (Lee et Jun 2014).

Récemment, il a été montré in vitro et in vivo, par |'utilisation de souris diabétiques
induites par la streptozotocine, que le GLP-1 entraine la transdifférenciation de cellules a
pancréatiques en cellules B pancréatiques fonctionnelles permettant I'augmentation de la
masse B cellulaire. Ces études montrent que la transdifférenciation induite par le GLP-1
pourrait étre médiée, en partie, par le facteur de croissance FGF21 (Lee et al. 2018) mais

également par la voie PI3K/AKT/FOXO1 qui provoque une augmentation de |'expression
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d’ARNm de Pdx1 et MafA (Zhang et al. 2019). A nouveau ces mécanismes dans les cellules

humaines restent a établir.

d) Autres récepteurs couplés aux protéines G

Il a été montré que plus de 30 RCPGs sont impliqués dans la régulation de la fonction
cellulaire (Riddy et al. 2018). En annexe de ce manuscrit, une revue dont je suis co-auteure
résume les connaissances accumulées ces deux dernieres années sur les RCPGs présents dans
les cellules B pancréatiques et qui pourraient étre utilisés comme cibles thérapeutiques dans le
DT2 (Delobel et Dalle 2020) (Table 2). Leurs multiples actions et voies de signalisations font des

RCPGs des cibles intéressantes et sont sources d’études approfondies.

Stimulation de la sécrétion d’insuline Inhibition de la sécrétion d’insuline

Gas Gaq Gai
B2 Noradrénaline AT1 Angiotensine I! A2 Noradrénaline
Gegr Glucagon CCK1 CccK CBIR Cannabinoides
GIPR GIP FZD Carbamazépine GHS-R Ghréline
GLP-1R GLP-1RA GPR39 Obestatine/Zn?* GPR44 Prostaglandine D2
GPR30 Estrogéne GPR40 Acide gras NPYR Peptide YY
GPR39 Obestatine/Zn?* GPR43 Acide gras SSTR2 Somatostatine
GPR56 Collagéne Il GPR54 Kisspeptine Y1 Neuropeptide Y
GPR119 Acides gras GPR55 Cannabinoides
GPR120 Acides gras GPR142 Rhodopsine
TGR5 Acide oléanique IL-6R IL-6
TAAR1 Trace amine M3R Acétylcholine
PAC1 PACAP OLFR15 Acide octanoique
P2y ATP/ADP HTR2B Sérotonine
VPAC2 VIP/PACAP V1B Vasopressine

Table 2 : RCPGs dans la cellule B pancréatique. Tiré et adapté de la revue Delobel et Dalle, 2020.

5. Modulation de la réponse au glucose par les récepteurs a activité tyrosine kinase
a) Généralités
Il existe 20 familles de récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKs), qui les différencient
selon leur structure. Les RTKs sont des glycoprotéines transmembranaires qui possedent une
région cytoplasmique a activité tyrosine kinase trés conservée entre eux. Facteurs de

croissances, cytokines, hormones ou encore facteurs neurotrophiques sont des molécules
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pouvant activer les RTKs. Lorsqu’un ligand se fixe a son récepteur, celui-ci se dimérise et
s’autophosphoryle entrainant son activation. Un méme ligand peut activer plusieurs RTKs. Un
RTK peut engager les voies des MAPKs, de la PI3K ou encore de SCR (sarcome prot-oncogene)
(Regad 2015). L'activation de ces voies impacte différents processus tels que la survie, la

prolifération ou la différenciation cellulaire (Lemmon et Schlessinger 2010).

b) Effets du récepteur de I'insuline sur la fonction et la masse des cellules 8

Seul le récepteur de I'insuline (IR) est décrit plus précisément dans cette partie car ses
réles importants dans I'insulinorésistance, le développement et la fonction des cellules B
pancréatiques, font de ce récepteur, I'un des plus étudiés. Sous I'effet de I'insuline, les sous-
unités a de I'IR autophosphorylent les sous-unités B sur des résidus tyrosines. Cela permet la
phosphorylation des substrats du récepteurs, appelés IRS (Insulin Receptor Substrates). Ces
derniers activent la voie PKB/Akt via la PI3K, qui entraine I'augmentation du transporteur GLUT
a la membrane amenant a la stimulation du transport du glucose. Une courte stimulation a
I'insuline, entraine sur ses tissus cibles, la phosphorylation en Ser-612 et Ser-632 d’IRS et
dépend de 'action des MAPKs. Une stimulation de longue durée permet la phosphorylation en
Ser-307 d’IRS et dépend de I'action de PI3K/mTOR (Gual et al. 2003). Il existe une voie
régulatrice négative de I'insuline qui passe par les RTKs. Une dérégulation de cette voie peut
amener a linsulinorésistance et au diabéte. Par exemple, |'activation chronique de mTOR
entraine une insulinorésistance (Tanti et Jager 2009). C'est le cas également de I'hyperglycémie
chronigue qui entraine une régulation négative de IRS (Tanti et al. 2004) par sa phosphorylation
exacerbée en Ser-307 favorisant le développement d’une insulinorésistance. Le role des RTKs
et notamment de I'IR, a été étudié dans le développement et la fonction de la cellule B ainsi
que dans I'exocytose d’insuline. Il a été montré que la B-arrestine 2 joue un réle dans la
plasticité de la masse cellulaire des ilots pancréatiques (Ravier et al. 2014). IR et IRS permettent
de moduler le flux calcique et d’induire des effets autocrines de l'insuline (Oakie et Wang 2018).
Il est important de noter que linsuline peut exercer des effets autocrines sur sa propre
sécrétion. De plus, pour avoir les effets positifs du GLP-1 sur la prolifération, la survie des
cellules B et la sécrétion d’insuline, il est nécessaire d’avoir une fonction intégrale du récepteur
a linsuline (Caporarello et al. 2017). Ceci montre que les RTKs entretiennent des relations avec

les autres récepteurs importants dans la fonction et la survie des cellules B pancréatiques.
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c) Autres récepteurs g activité tyrosine kinase

Dans la cellule B pancréatique, certains RTKs ont montré des roles importants dans la
survie et la fonction. Par exemple, il a été montré que le RTK de I'EGFR (epidermal growth factor
receptor) joue un role dans le développement du pancréas et dans la prolifération des cellules
B pancréatiques, via les voies des MAPKs et de la PI3K. De plus, ce récepteur a été montré
comme indispensable dans le mécanisme de transdifférenciation de cellules acineuses en flots
pancréatiques fonctionnels, processus qui favorise I'augmentation de la masse B cellulaire
(Miettinen et al. 2008). C-Kit, un autre RTK, se trouve dans une sous-population de cellules
endocrines précoces du pancréas possédant une haute capacité proliférative. Il a été suggéré
que c-Kit joue un réle dans la maturation des cellules endocrines de I'llot pancréatique humain
en développement. Chez le rongeur, I'activation de c-Kit entraine la transcription de genes et
la prolifération cellulaire, en partie par la stimulation de la PI3K. De plus, c-Kit peut interagir
avec d’autres RTKs tels que le récepteur de l'insuline ou celui du VEGF-A au sein de [|'llot
pancréatique et réguler la prolifération, la survie et la fonction de celui-ci (Feng et al. 2015 ;
Oakie et Wang 2018). Il a été montré que HGF/c-Met est impliqué dans la protection et la survie
des cellules B puisque son absence in vivo entraine une sensibilité ac+crue au diabete induit
par la streptozotocine avec une augmentation de la glycémie et une diminution de la masse
des cellules. A l'inverse, la présence de HGF/c-Met permet une atténuation de la signalisation
de NFKB et de la survie des cellules B (Mellado-Gil et al. 2011). Le récepteur de I'IGF-1 est un
RTK assez étudié dans la cellule B pancréatique et a montré son réle important dans la sécrétion
d’insuline stimulée par le glucose a travers le maintien de I'expression de GLUT2 (Oakie et Wang

2018).
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CHAPITRE 2 : Physiopathologie de la cellule 8 pancréatique
— Le diabete -

|. Le diabete : une véritable pandémie

463 millions de personnes (entre 20 et 79 ans) sont atteintes de diabéete dans le monde
en 2019, soit 9,3% de la population. D’ici 2045, une augmentation de 51% de ce chiffre est
estimée, avec plus de 700 millions de personnes concernées par cette pathologie. Ce probleme
de santé majeur touche I'ensemble du monde et est considéré comme I'une des urgences
sanitaires mondiales du 21°M¢ sigcle (Atlas du diabéte. 2019) (Figure 14). Le diabéte est une
maladie chronique définie par une glycémie a jeun supérieure a 1.26 g/L ne pouvant étre
régulée par I'insuline du fait de son absence, sa sensibilité et/ou de la résistance de ses tissus
cibles (Kerner et Briickel 2014). A long terme, cela peut entrainer des complications telles que
des neuropathies, néphropathies, cécité ainsi que des problemes cardiovasculaires. Il existe
plusieurs formes de diabetes dont les plus connues sont le diabete de type 1 (DT1) et le diabete
de type 2 (DT2) qui représentent respectivement environ 10% et 90% de la population
diabétique (Atlas du diabete. 2019).

Diabéte dans le monde
® Pacifique Occidental
B Asie du Sud-Est
B Europe
m Moyen Orient et Afrique du Nord
B Amérique du Nord et Caraibes

mAmérique Centrale et Sud

mAfrique

Figure 14 : Répartition mondiale du diabete (tous diabétes confondus). L'intégralité des continents sont
touchés et la croissance exponentielle du nombre de cas, font du diabéte une véritable pandémie.

1. Diabete de type 1
Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune entrainant la destruction massive
des cellules B pancréatiques par le systeme immunitaire. Il représente environ 10% des cas
diabétiques et se développe généralement chez les enfants et les jeunes, dans un cas sur deux

la maladie est observée avant I'age de 20 ans. Cette pathologie est causée par des facteurs
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génétiques et environnementaux. Les symptémes (polydipsie, vision floue, énurésie nocturne,
polyurie, asthénie, sensation constante de faim et perte soudaine de poids (Atlas du diabete.
2019)) apparaissent lorsque 80% des flots pancréatiques sont détruits via une infiltration de
monocytes et lymphocytes T (Willcox et al. 2009 ; Boitard 2012). A ce jour, le DT1 ne connait
pas de traitement préventif et curatif. Les personnes présentant un DT1 doivent compenser
leur défaut de production d’insuline par des injections d’insuline plusieurs fois par jour, soit par
injections sous-cutanées soit via une pompe a insuline. Cette maladie n"empéche pas a la
personne de mener une vie active et autonome. Cependant, elle nécessite une surveillance
accrue afin d’empécher le développement de complications macro- et micro-vasculaires (Atlas

du diabete. 2019).

2. Diabete de type 2

Le diabete de type 2 est une maladie métabolique et multifactorielle entrainant une
perte progressive de la masse fonctionnelle des cellules B pancréatiques associée a une
insulinorésistance des tissus cibles. Ce diabete est le plus répandu et touche environ 90% des
personnes diabétiques. Les personnes agées, en surpoids ou obéses sont plus a risque de
développer un DT2 d0 a un mode de vie sédentaire et une mauvaise alimentation. La génétique
de l'individu ainsi que son environnement sont déterminants dans l"apparition d’un DT2
(Pfeiffer et Klein 2014). Apres ré-adaptation de leur mode de vie, les patients DT2 sont traités
selon une médecine personnalisée, c’est-a-dire selon les caractéristiques du patient et de son
diabete : age, ancienneté du diabéte, IMC, comorbidité, HbAlc, bilan lipidique etc. Un mode
de vie sain associé a un traitement adéquat permet aux patients DT2 de limiter les comorbidités
associées a cette pathologie (Pfeiffer et Klein 2014). Cette maladie sera développée plus en
détail dans la partie Il de ce chapitre. Il est cependant, intéressant de noter qu’avant I'apparition
d’'un DT2, il existe une phase appelée glucolipoadaptation en amont des effets déléteres. Ce
terme désigne le maintien plus ou moins long de I'homéostasie glucidique face a
I'insulinorésistance qui est génétiqguement déterminée (Nolan et al. 2006 ; Poitout et al. 2010 ;
Barlow et Affourtit 2013). Cette phase de compensation est permise par une augmentation de
I'expression du gene de l'insuline, de la sécrétion d’insuline et de la masse des cellules B. La
phase suivante correspond a une phase de décompensation du pancréas qui représente une
diminution progressive de I'expression du gene de l'insuline ainsi que de sa sécrétion et de la

masse cellulaire. Enfin, il y a une défaillance du systeme avec la perte de la sécrétion d’insuline
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et la mort cellulaire, accompagnée par une hyperglycémie et une hyperlipidémie chronique

amenant au DT2 (Poitout et al. 2010) (Figure 15).

Lipidémie

Sensibilitdde I'insuline |

Compensation |Décompensation DT2

Figure 15 : Systemes de compensation et décompensation du pancréas. Tiré et adapté de Poitout et
al. 2010.

3. Autres diabetes

a) Diabete monogénique

Le diabéte monogénique, aussi connu sous le nom de diabéte MODY (Maturity Onset
Diabetes of the Young) est de forme autosomique dominante. Il représente 1,5 a 2% des cas
diabétiques et est souvent confondu avec un DT1 ou DT2 (Atlas du diabéte. 2019). Il apparait
pendant I'enfance et est causé par la mutation d’un seul géne ou d’un facteur de transcription
(dans 66% des cas). Cela peut étre une mutation de HNFla (pour 61% des cas — MODY3), de |a
glucokinase (pour 22% des cas — MODY2), de HNF4a (pour 4% des cas — MODY1) ou encore de
HNF1B (pour 2% des cas — MODY5) qui sont impliqués dans le développement précoce du
pancréas (Heuvel-Borsboom et al. 2016). Au total, 14 sous-types de diabetes MODY sont
identifiés qui nécessitent des prises en charge différentes (Flannick et al. 2016 ; Atlas du

diabete. 2019).
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b) Diabete néonatal (<6mois)

Ce diabete touche les nourrissons de moins de 6 mois (Aguilar-Bryan et Bryan 2008). Il
peut étre soit transitoire (dans 45% des cas) soit permanent. Le premier se traite par des
injections d’insuline et se soigne rapidement. Apres quelques mois, I'individu est capable de
sécréter lui-méme de I'insuline mais il est possible qu’un DT2 se mette en place a I’age adulte
(Tenoutasse et Dorchy 2010). La forme permanente de ce diabéte est causée par une mutation
de canaux potassiques (Ki) entrainant une difficulté dans I'ouverture et la fermeture de ces
canauy, indispensable pour le bon fonctionnement de la cellule B (Vaxillaire et al. 2012). Pour
ce diabete, il est possible d’utiliser une sulfonylurée comme traitement (Tenoutasse et Dorchy

2010).

c) Diabete gestationnel

Comme son nom l'indique, ce diabéte apparait lors de la gestation. Il est caractérisé par
une hyperglycémie pendant la grossesse (apres 24 semaines d’aménorrhée) chez une femme
n’ayant pas de diabéte connu (Song et al. 2018). Il semblerait que 3 a 8 % des grossesses soient
touchées par ce diabéte. En général, ce diabete est transitoire et s’estompe suite a
I’'accouchement. Cependant, il se peut que la femme développe un DT2 3 a 6 ans apres un
diabete gestationnel. De nombreux facteurs de risques sont identifiés dont les plus connus sont
un surpoids, une obésité et/ou une prise excessive de poids pendant la grossesse, associés a
des antécédents familiaux de diabetes (American diabetes association. 2003 ; Atlas du diabéte.
2019). Un dépistage est recommandé a chaque grossesse pour déceler ce type de diabete le
plus tot possible afin de réguler au plus vite la glycémie si nécessaire. Chez les femmes atteintes
de diabéte gestationnel, il est important de garder une alimentation saine, une activité
physique modérée et de surveiller leur glycémie quotidiennement. Les conséquences de cette
maladie peuvent étre potentiellement graves avec une hypertension artérielle, des
complications lors de la naissance associées a un danger pour le bébé, il est donc important de

réduire I'hyperglycémie pour réduire le risque de complications (Hod et al. 2015).
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Il.  Le diabete de type 2: facteurs favorisants et mécanismes

impligués

1. Définition

Le diabete de type 2 est une maladie métabolique, caractérisée par une hyperglycémie
chronique, résultant d’une résistance a I'insuline (insulino-résistance) et d’une défaillance dans
le mécanisme de sécrétion d’insuline associée a une perte de masse des cellules B
pancréatiques (Kerner et Brickel 2014). Les individus diabétiques de type 2 possedent tout
d’abord une sécrétion d’insuline normale, cependant, des facteurs vont amener les tissus cibles
a une résistance a I'insuline (Himsworth 2013). Cette derniere est aggravée par la sédentarité,
I'obésité, les déséquilibres nutritionnels et I"hyperglycémie (Kahn et Flier 2000) (Figure 16).
L'insulino-résistance des tissus conduit a une compensation du pancréas qui correspond a la
surproduction d’insuline par les cellules B qui s’épuisent et finissent par ne plus produire

suffisamment d’insuline, conduisant a un DT2.

2. Facteurs de risque et comorbidités

Cette maladie chronique et hétérogene est dite multifactorielle. Elle est causée par des
facteurs génétiques et des facteurs environnementaux (Dendup et al. 2018). L'obésité et la
sédentarité sont les deux facteurs majeurs amenant a un DT2. L'hérédité (Baig et al. 2020),
I'dage (>45ans) (Awad et al. 2018), la présence d’un syndrome métabolique tel qu’un diabete
gestationnel pour les femmes ayant donné naissance a un bébé de plus de 4kg, la dyslipidémie,
une hypertension artérielle et une glycémie a jeun >1.1g/L sont des exemples de facteurs
favorisant I'apparition d’'un DT2 (Dendup et al. 2018). Pendant plusieurs années, les patients
DT2 ont une période asymptomatique et sont plus a risque de développer des complications
micro- et macro-vasculaires tels qu’une rétinopathie qui est la premiére cause de cécité chez
I"adulte, un AVC (accident vasculaire cérébral), des maladies cardiovasculaires, une neuropathie
diabétique amenant a un trouble de la sensibilité des membres inférieurs ainsi qu’une

néphropathie (Schlienger 2013).
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Figure 16 : Régulation de la glycémie : mécanismes physiologique et physiopathologique. L'insuline et le
glucagon, deux hormones pancréatiques maintiennent I'équilibre glycémique en agissant sur leurs tissus
cibles. Une dérégulation de ce systeme entraine la perturbation de nombreux mécanismes menant au
diabete.

3. Mécanismes impliqués
L’hyperglycémie chronique présente dans le DT2 est entretenue par de nombreux
meécanismes réduisant la fonction et la survie des cellules B pancréatiques. Parmi ceux-13, la
protéotoxicité, la glucolipotixicité, I'inflammation, le stress du réticulum, le stress oxydant et la
perturbation du flux autophagique menent a I'apoptose et a la dysfonction des cellules

(Bensellam et al. 2012).
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a) L’apoptose

'apoptose est un processus physiologique de mort cellulaire programmée permettant
de dégrader les cellules infectées ou endommagées. Ce processus est impliqué dans de
nombreux mécanismes physiologiques, notamment au cours du développement feetal.
Cependant, I'exacerbation de cette voie est responsable de pathologies via une augmentation
des facteurs pro-apoptotique entrainant, par différents mécanismes moléculaires (Federici et
al. 2001 ; White et al. 2020 ; Aharoni-Simon et al. 2016 ; Lambelet et al. 2018) une

augmentation de I'expression des caspases (protéases intracellulaires) (Reed 2000).

Dans le cadre du DT2, I'apoptose est largement décrite comme étant le mécanisme
principal entrainant la mort des cellules B pancréatiques suite au dysfonctionnement et a
I"épuisement de ces cellules (Tomita 2016). De nombreux évenements peuvent induire cette
voie apoptotique telles que linflammation ou [I'hyperglycémie. En effet, le glucose
supraphysiologique est capable d’induire cette voie dans les cellules B pancréatiques
(Bensellam et al. 2012). Ce processus d’apoptose entraine une modification morphologique de
la cellule avec notamment une condensation de la chromatine ainsi qu’une fragmentation

nucléaire.

Le mécanisme d’apoptose est régulé par de nombreux facteurs dont ceux de la famille
Bcl-2 contenant des facteurs pro-apoptotiques (Bad, Bak, Bcl-rambo, Bcl-xS, Bid, Bik, Bim, BIk,
BNIP3, Bok/Mtd, Hrk, Nip3) et anti-apoptotiques (A1/Bfl1, Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, Boo/Diva, Mcl-
1, NR-13, Nrf3). Lorsque la balance entre ces facteurs est en faveur des molécules pro-
apoptotiques, le mécanisme d’apoptose se déclenche et engendre |'activation d’'une cascade
de caspases (Cysteine Aspartyl specific proteases) (Stevens et Oltean 2019). Ce sont des
protéases qui ont pour fonction d’activer des protéines par clivage. Cette famille comprenant
14 membres chez 'Homme et la souris, est subdivisée en deux groupes de par leur voie
d’activation : la voie intrinseéque et la voie extrinseque qui dépend du stress subit par la cellule

(Fan et al. 2005) (Figure 17).
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Figure 17 : Mécanisme d’apoptose : voies intrinseque et extrinséque.

La voie extrinseque prend effet au niveau de la membrane plasmique grace a |'activation
de récepteurs transmembranaires par leur liaison aux ligands FasL ou cytokines (TNF) qui
permet le recrutement du complexe DISC (Death-inducing signaling complex) par I'agrégation
des molécules FADD (Fas-associated death domain) liées aux pro-caspases 8 ou 10 ; ou bien par
I'agrégation de molécules TRADD (TNFR-associated death domain). La libération de ces
caspases permet leur activation et le clivage de la caspase 3.

La voie intrinseque se déroule plus bas dans la cellule, au niveau de la mitochondrie.
Lors d’un stress cellulaire, la mitochondrie libére le cytochrome C qui se lie a Apafl et pro-
caspase 9 formant ensemble I'apoptosome. Cela permet le clivage de cette derniére et la
libération de la caspase 9 pouvant agir directement sur la caspase 3.

’activation de la caspase 3 permet le clivage des caspases 6 et 7, qui toutes trois
peuvent agir sur des substrats apoptotiques tels que PARP (Poly(ADP-ribose)polymerase), ICAD

(inhibitor of capase-activated deoxyribonuclease) et Lamine A, jouant respectivement un réle
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dans la réparation et la dégradation de I’ADN ainsi que dans la condensation de la chromatine

entrainant alors la mort de la cellule (Reed 2000 ; Emamaullee et Shapiro 2006).

b) La glucolipotoxicité ou « nutri-stress »

La glucolipotoxicité a été décrite comme un phénomene délétére entrainant la
dysfonction et la mort des cellules B pancréatiques. C'est la combinaison des effets de la
glucotoxicité et la lipotoxicité qui désignent les effets néfastes produits par I'hyperglycémie et
I"'accumulation d’acides gras (hyperlipidémie) (Poitout 2008 ; Poitout et al. 2010). Ce terme de
glucolipotoxicité est toujours débattu et il semblerait plus adapté d’évoquer ce stress sous le

terme de stress induit par des nutriments (ou « nutri-stress ») (Weir 2020 ; Prentki et al. 2020).

La glucotoxicité est un concept dans lequel le glucose, a une concentration excessive de
maniere prolongée ou répétée, entraine des effets déléteres sur la fonction et la masse des
cellules (Moran et al. 1997 ; Poitout et Robertson 2002). La concentration de glucose dite
excessive differe en fonction du modele d’étude. En effet, une concentration de glucose de
11mM est la concentration optimale pour des cellules B INS-1E (lignée cellulaire de rat)
(Bensellam et al. 2009) et est cependant trop importante pour une culture d’ilots pancréatiques
humains (5.6mM) (Maedler et al. 2001) et trop faible pour la culture de cellules § MING (lignée
cellulaire de souris cultivée a 25mM de glucose). La glucotoxicité est entretenue par de
nombreux mécanismes tels que le stress oxydant, le stress du réticulum endoplasmique,
I'inflammation, la glycation protéique, les dépdts amyloides ou encore I’hypoxie (Bensellam et
al. 2012). Certains de ces mécanismes sont décrits plus en détail par la suite. L'hyperglycémie
chronique n’affecte pas uniqguement la cellule B mais agit sur I'ensemble de I'llot pancréatique
en modifiant notamment sa morphologie et son identité par la modulation de marqueurs clefs
(Brereton et al. 2014). De nombreuses études démontrent que |'excés de glucose de maniére
chronigue entraine la dysfonction et la mort des cellules B pancréatiques (Weir 2020 ; Prentki

et al. 2020).

La lipotoxicité désigne un environnement délétére induit par une quantité élevée et/ou
une exposition chronique aux acides gras aboutissant a une dysfonction et une mort des
cellules B par apoptose (McGarry et Dobbins 1999). Cependant, ce phénomene de lipotoxicité

dans le diabéete est trés controversé. Alors que certaines équipes montrent son implication dans
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la perte des cellules B, d’autres montrent tout a fait I'inverse. Il semblerait que des études
complémentaires avec des doses d’acides gras représentatives d’un patient diabétique doivent
étre menées (Weir 2020). Il est intéressant de noter qu’une concentration élevée de glucose
est nécessaire dans ces conditions, pour que I'expression du gene de I'insuline soit diminuée

dans les Tlots isolés lors d’une exposition chronique au palmitate (Poitout et Robertson 2002).

De nombreux mécanismes sous-jacents au nutri-stress entrainent une dysfonction et
une mort des cellules B. Parmi ces mécanismes se trouvent : I'inflammation, le stress du
réticulum, la protéotoxicité, le stress oxydant mais également une dysfonction mitochondriale
ainsi qu’une perturbation du flux autophagique (Poitout et al. 2010 ; Lytrivi et al. 2020 ; Costes
et al. 2021 ; Alnahdi et al. 2020) (Figure 18).
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Figure 18 : Mécanismes impliqués dans la mort des cellules B pancréatiques. Tiré de la revue Costes
et al. 2021.

Le palmitate est I'acide gras le plus utilisé dans les études in vitro car c’est |'acide gras le plus
courant et le plus utilisé pour la synthése d’ATP chez I'Homme. Le palmitate associé au glucose
en exces entraine la dysfonction des cellules par son action sur la biosynthése d’insuline a
différents niveaux: il réduit I'activité du promoteur du géne de l'insuline, sa production
d’ARNm, perturbe I'expression du gene de l'insuline et inhibe I'effet stimulant du glucose sur

la sécrétion d’insuline (Poitout 2008). Au-dela de ces effets sur I'insuline, le palmitate agit sur

48



la mitochondrie en diminuant I'efficacité du couplage et la synthése d’ATP, en augmentant la
production de ROS et de NAPDH et en diminuant la sensibilité au glucose de la respiration
mitochondriale (Barlow et Affourtit 2013 ; Oberhauser et al. 2020 ; Alnahdi et al. 2020). C'est
I'inhibition de I'enzyme de transport des acides gras du cytosol a la mitochondrie qui
entrainerait I'accumulation des acides gras dans le cytosol (Poitout et Robertson 2002).
L'ensemble de ces phénoménes menant a de I'apoptose entraine une diminution de la viabilité

cellulaire (Poitout 2008 ; Barlow et Affourtit 2013 ; Alnahdi et al. 2020).

c) Le stress inflammatoire

Le role des macrophages dans l'inflammation est bien connu. Cependant, ils semblent
également jouer un réle dans la protection anti-inflammatoire par efferocytose qui désigne le
processus par lequel les cellules apoptotiques sont phagocytées. C'est donc dans un contexte
diabétogene, comprenant hyperglycémie chronique et hyperlipidémie, que I'accumulation de
cellules apoptotiques entraine une reprogrammation des macrophages. Ce processus amene a
la génération des ROS (Reactive Oxygen Species) conduisant a l'activation de I'inflammasome,
désigné comme étant un complexe multiprotéique, et a la sécrétion de cytokines et chimiokines
(TNFa, IL-1B, IL-8, INFy et MCP-1) impliqués dans I'inflammation (Donath 2013 ; Donath 2014 ;
Ward et al. 2018). Dans les flots de patients obeses, une augmentation d’IL-1p (interleukine-
1B) et NOS2 (Nitric Oxid Synthase 2) est observée. Ces marqueurs de polarisation des
macrophages conduisent a un environnement inflammatoire. || semblerait que ces molécules

contribuent a une plus grande sensibilité au DT2 chez les personnes obeses (He et al. 2019).

L'inflammation résulterait donc d’une infiltration de cellules inflammatoires
(macrophages, lymphocytes) entrainant une augmentation de la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-1B, I'INF-y (interferon-y) ou le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a),
causée par un environnement diabétogeéne. Ces trois cytokines sont largement connues dans
I'llot pancréatique et la cellule B, et leurs effets sont d’autant plus déléteres si les trois cytokines
sont présentes simultanément (Varin et al. 2016). Il est intéressant de noter que dans I'flot ce
sont les cellules B qui sont la principale source d’IL-1 et que cette cytokine exerce une action
négative sur la masse fonctionnelle des cellules pancréatiques de maniere plus importante que

I'IL-1B plasmatique (Boni-Schnetzler et al. 2018).
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De nombreuses équipes étudient le réle de I'inflammasome dans la dysfonction et |a
mort des cellules B et les résultats sont controversés. Tout d’abord, il faut savoir qu’il existe
plusieurs inflammasomes : NLRP1, NLRP3, IPAF et AIM2 et leur activation dépend de
I'environnement inflammatoire.

Plusieurs équipes montrent que l'inflammasome NLRP3 est responsable du
dysfonctionnement et de la mort des cellules B pancréatiques dans le DT2 et peut étre activé
par du stress du réticulum, du stress oxydant ou de la protéotoxicité (Yang et al. 2012). Il a été
montré qu’une augmentation des protéines NLRP3 et ASC, associée a |'activation de la caspase-
1 et la maturation de I'lL-1B, conduisent a une diminution de la masse des filots, une
hyperglycémie et une insulinorésistance par dérégulation de I'inflammasome (Lee et al. 2013 ;
Schroder et Tschopp 2010). L'inflammasome NLRP3 agit comme un médiateur de I'hypoxie, du
stress oxydant et de I'inflammation et son inhibition améliore la fonction et |a survie des cellules

B pancréatiques (Figure 19).
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Figure 19 : Relation entre macrophage et cellule f pancréatique, par le biais de I'inflammasome et de Ia
production d’IL-1B. Un environnement diabétogéne induit par de la glucotoxicité et/ou la lipotoxicité
entraine une infiltration de macrophages au sein de lllot pancréatique. Les conséquences de
I"hyperglycémie chronique, telle que la présence d’IAPP, entrainent I'activation de I'inflammasome
NLRP3 permettant la production de cytokines IL-18. Au sein de la cellule B pancréatique,
I'inflammasome est activé directement par I'hyperglycémie mais également par le stress du réticulum
endoplasmique et les ROS via la voie TXNIP. Cela entraine également la production d’IL-1p.



L'inflammasome NLRP3 apparait donc comme une nouvelle cible thérapeutique dans
le contexte du DT2 (He et al. 2018 ; Sokolova et al. 2018) et est d’ores et déja étudié dans le
contexte d’essais cliniques dans certaines pathologies telles que I'arthrite rhumatoide ou
I'athérosclérose (Yang et al. 2012). En revanche, plusieurs équipes montrent que malgré son
réle dans la production d’IL-18, NLRP3 ne joue pas un réle crucial dans la pathogenése du DT2
chez les souris db/db et que l'inflammasome NLRP3 n'est pas responsable du
dysfonctionnement de la sécrétion d'insuline (Kammoun et al. 2018) et de la perte de la masse
des cellules B (Wali et al. 2014 ; Lebreton et al. 2018).

Malgré les avis divergents concernant l'implication de I'inflammasome dans la mort
et la dysfonction des cellules B, il est clairement démontré que l'inflammasome NLRP3
communique avec l'llot. En effet, I'environnement inflammatoire déclenche une dérégulation
de l'inflammasome NLRP3 qui induit la production de cytokines pro-inflammatoires maintenant

cet état d’inflammation sous forme de cercle vicieux.

d) La protéotoxicité

Protéotoxicité est le terme couramment utilisé pour définir un stress toxique pour les
cellules lié a des protéines. Ces protéines forment des agrégats entrainant une dysfonction et
une mort cellulaire par apoptose (Figure 20). Ce stress est principalement connu dans les
maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson sous
forme de plagues amyloides. Cependant, des évenements similaires se retrouvent dans des
maladies métaboliques et inflammatoires tel que le DT2 (Abedini et al. 2018). Le polypeptide
amyloide de I'llot pancréatique (IAPP) est une hormone co-produite et co-sécrétée avec
I'insuline par les cellules B. En condition physiologique, elle régule la satiété, I'adiposité et le
meétabolisme (Lutz 2010a ; 2010b). Cependant, I'agrégat d’oligomeéres cytotoxiques forme des
fibrilles amyloides dans I'llot et est responsable de I'amyloidose des ilots pancréatiques activant
des mécanismes de stress amenant a la dysfonction et la mort des cellules B (Masters et al.
2010 ; Subramanian et al. 2012). 90% des patients diabétiques possedent des plaques
amyloides dans les flots pancréatiques (Clark et Nilsson 2004). La cytotoxicité des cellules peut
étre causée par une modification conformationnelle des oligomeres (Godin et al. 2019), une
augmentation de pro-IAPP, un défaut dans I'UPR (Unfolded protein response) ou un exces de

protéines mal repliées dues a un processus post-translationnel défectueux de pro-IAPP via un
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site de clivage incorrect ou incomplet (Abedini et al. 2018). Le niveau d’apoptose des cellules
pancréatiques est lié a I'amyloidose.

La glycation protéique résulte d’une production de molécules AGEs (Advanced
Glycation End products) qui s"accumulent dans le cytoplasme et engendrent des modifications
de la matrice extra-cellulaire. Ce phénomene active des cascades de signalisation comprenant
NFkB et induit du stress oxydant et de I'inflammation. Les AGEs diminuent I'expression de PDX-
1, ce qui altére I’expression du gene de I'insuline et donc la fonction de la cellule B, et entrainent
une perte de masse des cellules pancréatiques par l'altération de la survie et de la

différenciation des cellules (Bensellam et al. 2012 ; Cignarelli et al. 2018).
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Figure 20 : Effets physiologiques et physiopathologique de I'lAPP. Alors qu’une quantité physiologique
d’IAPP permet un bon fonctionnement métabolique. Un environnement diabétogene tel que
I"hyperglycémie chronique entraine une surexpression d’IAPP amenant a de ['‘apoptose par
protéotoxicité, notamment par la création de fibres amyloides, largement retrouvées chez les patients
diabétiques. L'hyperglycémie entraine également la production d’AGEs qui méne a la production de
ROS et d’IL-1B, molécules impliquées dans la mort et la dysfonction des cellules .

De plus en plus d’équipes se tournent vers I’étude des protéines amyloides dans le cadre
du DT2. De nouvelles stratégies ont été suggérées afin de réduire la toxicité et le
dysfonctionnement des cellules de Illot pancréatique dans un contexte de maladies

meétaboliques, notamment par le développement d’inhibiteur de la formation amyloide
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(Kapurniotu et al. 2002) ou par le ciblage de I’axe IAPP/RAGE (Receptor Advanced Glycation
end-products) afin de diminuer la liaison des récepteurs RAGEs a ses ligands pour réduire

I'inflammation, la toxicité et I'apoptose des cellules (Abedini et al. 2018).

e) Le stress du réticulum

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite ou se déroule la syntheése, le
transport (Schwarz et Blower 2016) et le processus de repliement des protéines dans la cellule.
Au-dela de cette fonction, le RE est également considéré comme un « réservoir » calcique. En
effet, il contient une grande quantité de calcium qui peut étre déversée dans la cellule, via
différents canaux (Récepteur a la ryanodine RyR et IP3R) lorsque la concentration calcique
intracellulaire est basse (Clapham 2007).

Le stress du réticulum est causé par une accumulation de protéines non- ou mal-
repliées. Dans ces conditions, I'UPR est activé et régule I'expression de nombreux génes afin de
maintenir I'homéostasie ou d’induire I'apoptose si le stress est prolongé (Walter et Ron 2011).
Il se déroule en plusieurs étapes : dans un premier temps, il y a une expansion du RE associée
a une augmentation de la machinerie permettant le repliement des protéines mal-formées.
Puis plusieurs voies activent ensuite les genes UPR entrainant la production de facteurs de
transcription tels qu’IRE1, PERK ou ATF6 (Figure 21) (Tabas et Ron 2011 ; Schwarz et Blower
2016).

e Facteurs de transcription impliqués

IRE1 (Inositol Requiring 1) est une endoribonucléase transmembranaire agissant dans la
dégradation d’ARN et dans 'épissage post-transcriptionnel d’XBP1 (X-box binding protein-1),
régulateur négatif de la réponse UPR. Ce processus, connu sous le nom de désintégration
dépendante de I'IRE1 (RIDD), permet de réguler les génes nécessaires dans la réponse au stress
(Schwarz et Blower 2016 ; Tabas et Ron 2011).

PERK (pancreatic ER kinase) est une kinase phosphorylant les sous-unités a d’elF2
(eukaryotic translation initiation factor-2) (Schwarz et Blower 2016) permettant une
augmentation d’ATF4 et CHOP (Tabas et Ron 2011), connus pour étre activés dans un contexte

de mort cellulaire liée au stress du réticulum (Cnop et al. 2017 ; Bugliani et al. 2019).
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ATF6 (activating transcription factor-6) possede de nombreux réles: il régule la
protéolyse (Schwarz et Blower 2016), induit les protéines chaperonnes et la transcription de
CHOP et est capable de lier et séquestrer CREB (Tabas et Ron 2011).

Dans le cas d’un stress prolongé, 'ensemble de ces mécanismes entrainent une perte
de masse cellulaire (Tabas et Ron 2011 ; Schwarz et Blower 2016). Parmi les voies de
signalisation connues amenant a une mort cellulaire par apoptose causée par un stress du
réticulum, il existe la voie pro-apoptotique IRE1-TRAF2-JNK et UPR associés a I'augmentation

de nombreuses protéines telles que CHOP, PERK, XBP-1, p-elF2a (Tabas et Ron 2011 ; Bugliani

et al. 2019).
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Figure 21 : Voies du stress du réticulum endoplasmique. BIP est une protéine chaperonne, son absence
permet |'activation des récepteurs PERK, IRE1 et ATF6, entrainant plusieurs voies de signalisation.

e Voie IRE1-ASK-JNK/p38
La phosphorylation d’IRE1 permet 'activation du complexe TRAF2-ASK1 qui activent les MAPKs
IJNK et p38, impliquées dans la mort des cellules par apoptose (Bensellam et al. 2012). La famille

ASK (Apoptosis Signal-regulating Kinase-1, MAP3K5) est constituée d’ASK-1, ASK-2 et ASK-3. En
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physiologie, ces protéines sont inactives. Cependant, lorsqu’elles sont activées par des
cytokines pro-inflammatoires, elles activent les cascades SEK1-JNK et MKK3/6-p38 entrainant
la mort des cellules par apoptose (Ichijo 1997 ; Okazaki 2017). Une revue récente a mis en
évidence par I'analyse de nombreuses études pré-cliniques et cliniques |'efficacité de bloquer
la MAP3K ASK-1 dans les maladies rénales en diminuant I'inflammation. A la différence d’autres
MAP3Ks étudiées en clinique, ASK-1 ne joue pas de rdle dans les fonctions homéostatiques
(Tesch et al. 2020). Enfin, des études montrent le réle d’ASK-1 dans le stress mitochondrial lié
a 'amyline humaine dans les cellules  pancréatiques, impliquée dans la progression du diabete

(Singh et al. 2018).

La sous-famille des kinases JNK (c-Jun N-terminal kinase) est composée de JNK1
(MAPKS8), JNK2 (MAPK9) et JNK3 (MAPK10) issus de trois genes différents et proposant plus
d’une dizaine d’isoformes (Zeke et al. 2016). L’activation des kinases JNK dépend au moins de
I'activation de MKK4 et MKK7, deux MAP2K phosphorylées et activées par ASK-1 et MLK3
(MAP3Ks) en réponse a de I'inflammation, du stress oxydant ou encore du stress du réticulum
(Fleming et al. 2000 ; Sidarala et Kowluru 2017). Il a été mis en évidence I'importance de JNK1/2
chez la souris, puisque seules les souris double KO pour ces genes ne sont pas viables (Kuan et
al. 1999). Contrairement a JNK1/2, JNK3 n’est pas ubiquitaire et son roéle semble moindre mais
néanmoins nécessaire quant a |'effet cytoprotecteur de I'exendine-4, agoniste du récepteur
GLP-1 (Ezanno et al. 2014). Dans la cellule B pancréatique, JNK1/2 et JNK3 se différencient en
plusieurs points. JNK1/2 sont cytoplasmiques alors que JNK3 est nucléaire et leurs roles
semblent opposé. En effet, alors que I'activation de JNK3 semble procurer des effets bénéfiques
dans la cellule, I'activation de JNK1/2 est impliquée dans la mort des cellules par apoptose en
réponse a un environnement stressant (Abdelli et al. 2009 ; Cheon et al. 2010). JNK1/2 ne sont
pas seulement impliquées dans la régulation de la masse des cellules B pancréatiques mais
également dans la régulation de leur fonction (Fornoni et al. 2008). Plusieurs études montrent
I'implication de JNK dans les maladies métaboliques (Solinas et Becattini 2017 ; Sidarala et
Kowluru 2017 ; Kassouf et Sumara 2020). /In vivo, I’activation de JNK dans les cellules B mene a
une intolérance au glucose causée par la diminution de la capacité a augmenter I'insulinémie
en réponse a l'hyperglycémie. Les mécanismes impliqués sont I'inhibition de la phosphorylation
d’Akt et de la transcription des genes cibles de I'insuline associés a I'inactivation de PDX-1 par

sa translocation du noyau vers le cytoplasme (Kawamori et al. 2003). A l'inverse, les souris
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db/db KO pour Jnk1l montrent une amélioration de la tolérance au glucose associée a la
réduction de la perte de la masse fonctionnelle des cellules  causée par ce modele de souris
obése et diabétique (Mazzoli et al. 2021). Enfin, il a été montré que I'exendine-4 permettait la
protection des cellules contre I'apoptose par une diminution de 'activation de JNK (Kim et al.
2010 ; Natalicchio et al. 2010) suggérant le croisement des voies de signalisation entre la voie

du GLP-1 et celle des MAPKs.

La famille des MAPKs p38 est constituée de quatre isoformes : p38a (MAPK14), p38
(MAPK11), p38y (MAPK12) et p386 (MAPK13) issus de quatre genes différents. Seuls les
isoformes p38a et p38 sont ubiquitaires (Pearson et al. 2001). L’activation de p38 dépend de
I"activation de MAP2Ks : MKK3 et MKK6, elles-mémes dépendantes de I'activation de MAP3Ks :
ASK1, MLK-3 et TAK1. Ces dernieres sont activées par différents stimuli qui peuvent étre liés a
de l'inflammation (Liu et al. 2017), du stress oxydant (Hou et al. 2008) et du stress du RE
(Yamaguchi et al. 2013 ; Sidarala et Kowluru 2017). p38 est connue pour jouer un role dans la
prolifération et la différenciation des cellules (Burns et al. 2000). Il semblerait que les isoformes
de p38 peuvent avoir des fonctions différentes dans les tissus cibles de I'insuline et dans le
pancréas. En effet, p38a permet d’augmenter "absorption du glucose alors que p38y et p386
entraine la suppression de la sécrétion d’insuline, cependant elles sont toutes impliquées dans
la mort des cellules B pancréatiques par apoptose (Song et al. 2019 ; Kassouf et Sumara
2020). Enfin, une étude in vivo a mis en évidence les fonctions de p38 dans les maladies
métaboliques par "utilisation d’un inhibiteur spécifique dans un modele db/db. Ces résultats
montrent que le traitement entraine une diminution de la glycémie par une amélioration de la
sécrétion d’insuline et une diminution de la résistance a l'insuline associée, in vitro, a une
diminution de I'expression d’ARNm des marqueurs du stress du RE dans I'llot et de I'apoptose

des cellules B pancréatiques (Wei et al. 2018).

f) Le stress oxydant

En condition physiologique, les ROS et les antioxydants forment un équilibre qui permet
le bon fonctionnement de la cellule (Hoarau et al. 2014). Parmi les ROS se trouvent I'anion
superoxyde (027), le péroxyde d’hydrogene (H,0:) et I'anion hydroxyde (OHY). Les
antioxydants tels que les superoxydes dismutases (CuZnSOD et MnSOD), |a catalase (CAT), les

glutathions péroxydases (GPx), la NADPH quinone déshydrogénase-1 (NQO-1) et I’heme
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oxygénase-1 (HO-1) dégradent ces ROS. Lorsque cet équilibre entre ROS et antioxydants est

perturbé, il est question de stress oxydant.

Le stress oxydant a tout d’abord été défini comme un déséquilibre de la balance entre
pro-oxydants et antioxydants, en faveur des pro-oxydants provoquant des dommages
cellulaires (Sies 1997). Cependant, il est également défini comme le résultat d’une quantité
excessive de ROS dans la cellule causé par une perturbation entre production et destruction
des ROS ainsi qu’une dysfonction mitochondriale pouvant entrainer des dommages liés aux
lipides, aux protéines et a I'’ADN amenant a une diminution de la prolifération et une

augmentation de mort cellulaire (Poljsak et al. 2013 ; Halim et Halim 2019).

Dans des conditions diabétogenes telles que des conditions inflammatoires,
glucotoxiques ou glucolipotoxiques, cet équilibre est perdu. L'augmentation des ROS et
notamment de 'O, entraine la diminution des défenses antioxydantes et I'apparition d’un
stress oxydant qui est impliqué dans les complications liées au diabéte (Ighodaro 2018). La
formation des ROS se fait a partir de la respiration mitochondriale et est stimulée par le glucose
et les acides gras (Gerber et Rutter 2017). De par leur faible expression en enzymes
antioxydantes (SOD1-2, GPX1, CAT), les cellules B pancréatiques sont relativement vulnérables
au stress oxydant (Lenzen et al. 1996 ; Bensellam et al. 2012), mécanisme qui semble impliqué
dans la glucotoxicité des cellules (Kaneto et Matsuoka 2012) et dans le développement du DT2
(Wang et Wang 2017). La surexpression de la protéine de découplage mitochondriale UCP2
(Uncoupling protein 2) in vivo spécifiguement dans les cellules B pancréatiques de souris
permet de protéger les cellules B du stress oxydant et des effets déléteres causés par la
glucotoxicité (Li et al. 2017). Il a été montré que le stress lié aux ROS entraine une
reprogrammation de la voie métabolique de la glycolyse et de |'oxydation des lipides
provoquant la résistance a l'insuline chez les rats diabétiques induits par la streptozotocine

(Dong et al. 2016).

D’un point de vue mécanistique, les ROS agissent sur PDX-1 et MafA, empéchant leur
translocation dans le noyau et par conséquent, entrainent une diminution de |'expression de
I'insuline (Newsholme et al. 2019). Il a été montré qu’une hyperlipidémie et/ou une

hyperglycémie entraine une augmentation d’ICER (Inductible cAMP early repressor) (Allagnat
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et al. 2008 ; Haefliger et al. 2013 ; Abderrahmani et al. 2006) qui est un répresseur
transcriptionnel de genes de l'insuline et de protéines clefs de I’exocytose, sa modulation a
donc un impact sur la fonction des cellules B (Abderrahmani et al. 2006 ; Salvi et Abderrahmani
2014). L'ensemble de ces mécanismes entrainent la diminution de la sécrétion d’insuline et de
la sensibilité a I'insuline des tissus cibles, en modulant négativement la signalisation Akt
(Yaribeygi et al. 2020). Cependant, une récente revue met en évidence la subtilité de la
signalisation redox dans les cellules B et indiquent que la suppression des ROS comme
traitement anti-diabétique ne peut étre envisagée en raison de leurs effets bénéfiques sur la
sécrétion d’insuline dans certaines conditions. Il est nécessaire d’étudier la signalisation redox

dans les différents organites de la cellule (Roma et Jonas 2020).

Il a été montré I'existence d’un lien entre réponses antioxydantes et autophagie dans
les cellules B pancréatiques. Il semblerait que l'activation aiglie de la signalisation d’IL-6
entraine l'augmentation de NRF2 mitochondriale (facteur antioxydant) permettant la
stimulation de la mitophagie et de I'lautophagie. L’apoptose serait réduite par une adaptation
au stress via un couplage entre réponse antioxydante et autophagie jouant un role dans la

protection contre le développement du diabéte (Marasco et al. 2018).

g) La perturbation du flux autophagique

L’autophagie est un processus physiologique jouant un réle dans I'homéostasie
intracellulaire par sa capacité a nettoyer les cellules par un mécanisme de dégradation
protéique. Il existe plusieurs types d’autophagie, ici, seule la macroautophagie est décrite. C'est
un phénomene permettant la dégradation de matériels cellulaires par la formation
d’autophagosome. C’est |la protéine adaptatrice p62 qui permet I'attachement des protéines a
dégrader a I'autophagosome. La fusion entre un autophagosome et un lysosome permet la
formation d’autolysosome qui permet alors la dégradation des protéines par les enzymes

lysosomales (Lee et al. 2019).

Au-dela de cette fonction de nettoyage, l'autophagie est connue pour étre
indispensable dans le maintien de la fonction et de la masse des flots pancréatiques. En effet,
I'autophagie est également décrite comme un processus de défense contre les dommages

cellulaires liés aux maladies métaboliques telles que le diabete (Kaniuk et al. 2007 ; Choi et al.
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2009). Il a été montré que l'inhibition du flux autophagique, par un inhibiteur empéchant la
fusion entre autophagosome et lysosome, entraine une augmentation des marqueurs de
I"'apoptose (Caspase 3 clivée et PARP clivée) dans les cellules B induite par glucolipotoxicité (25
mM de glucose + palmitate) (Choi et al. 2009). Cependant, il a été également montré dans le
cadre du DT2, que la glucolipotoxicité entraine une diminution de la fusion entre
autophagosome et lysosome, amenant a une altération du flux autophagique, soulignée par
une accumulation de p62 indiquant un défaut de dégradation lysosomale (Zummo et al. 2017).
L"utilisation de rapamycine sur des flots humains diabétiques permet de réduire la quantité de
p62 et d’améliorer la sécrétion d’insuline, mais également de réduire 'apoptose et préserver
les mitochondries et I'ultrastructure du RE. Ce résultat suggére I'importance de I'autophagie
dans le bon fonctionnement de la cellule § (Bugliani et al. 2019). De plus, plusieurs équipes ont
montré que I'ablation génétique d’Atg7 (composant essentiel de la voie autophagique) dans la
cellule B pancréatique entraine une dégénérescence de I'flot associée a une altération de la
tolérance au glucose ainsi qu’une diminution de la sécrétion d’insuline (Ebato et al. 2008 ; Jung
et al. 2008 ; Sheng et al. 2017). Des études in vivo ont montré sur des souris exprimant I'IAPP
humain, une augmentation des dommages oxydatifs suite a une perte d’autophagie dans les
cellules B, entrainant une perte de protection par les antioxydants et une augmentation de
I'apoptose. L'accumulation d’oligoméres IAPP toxiques humains et la perte des cellules B
pancréatiques entrainent ici un diabete, indiquant le rbéle de l'autophagie contre la
protéotoxicité des cellules (Rivera et al. 2014). D’autres études in vivo ont montré que
I'inhibition a court terme de la dégradation lysosomale augmente le taux de pro-insuline a I’état
d’équilibre ainsi que le taux peptide C montrant une conversion de la pro-insuline en insuline.
Ceci indique que le taux de pro-insuline et la sécrétion d’insuline sont également régulés par
I'autophagie (Riahi et al. 2016). L'ensemble de ces données montrent la complexité de ces
mécanismes par leurs interactions et indiquent que I'autophagie influence la fonction et la

survie des cellules B pancréatiques.
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lIl.  Stratégies thérapeutiques contre le diabete de type 2

Les patients atteints de DT2 ont une prise en charge particuliére et sont soumis a une
médecine personnalisée. Le premier pointimportant pour un patient DT2 est d’avoir une bonne
hygiene de vie impliquant une alimentation saine, une activité physique réguliére ainsi qu’un
maintien d’un poids sain (Atlas du diabete 2019). La modification du mode de vie n’est pas
suffisante pour réguler la glycémie et est donc associée a différents traitements. Au-dela de ces
traitements contrélant la glycémie, les personnes DT2 devront effectuer des examens
complémentaires pour vérifier qu’ils ne développent pas de comorbidités (Coulomb et al.
2011).

De nos jours, plusieurs stratégies thérapeutiques sont utilisées contre le DT2, avec
notamment I"utilisation de metformine qui est un insulino-sensibilisant, les sulfonylurées et les
glinides qui agissent sur la sécrétion d’insuline puis les inhibiteurs DPP-4 (iDPP-4), les inhibiteurs
du co-transporteur sodium/glucose de type 2 (iSGLT2) et les agonistes du récepteur GLP-1
(GLP-1RAs) qui permettent de préserver la fonction et potentiellement la survie des cellules 8

pancréatiques.

1. Action sur l'insulinorésistance : la metformine

La metformine est mise en premiére intention lorsque I'exercice physique et le régime
alimentaire sont insuffisants pour rétablir I'équilibre glycémique et retarder ou prévenir
I"apparition du diabéete (Hostalek et al. 2015). Elle possede des effets bénéfiques sur la glycémie
mais aussi sur certains lipides, sur des marqueurs de l'inflammation et sur les problémes
cardiovasculaires (Sanchez-Rangel et Inzucchi 2017). Cette molécule agit au niveau du foie et
du muscle. La metformine serait un activateur de I'AMP kinase (AMPK) qui est connue pour
étre activée par l'augmentation du rapport AMP/ATP. La metformine stimule les voies
cataboliques impliquées dans la synthése d'ATP (oxydation des acides gras et glycolyse) et
inhibe les voies anaboliques ou consommatrices d'ATP (synthése protéique du cholestérol et
des acides gras). Dans le muscle, la metformine permet d’augmenter la captation du glucose
(Pernicova et Korbonits 2014). Dans le foie, elle augmente la sensibilité a I'insuline et diminue

la néoglucogéneése, la glycogénolyse, la synthese des triglycérides et la stéatose hépatique.
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Cette molécule peut étre utilisée seule ou bien en combinaison avec d’autres molécules

(Sanchez-Rangel et Inzucchi 2017).

2. Action sur la sécrétion d’insuline et effets trophiques

a) Les sulfamides hypoglycémiants

Il existe douze molécules différentes de Sulfonylurées réparties en deux groupes selon
leur structure. Ces sulfamides hypoglycémiants sont pris par voie orale et peuvent étre mis en
premiere intention lorsque le régime alimentaire, I'exercice physique et la réduction pondérale
seuls ne sont pas suffisants pour obtenir I'équilibre glycémique (Lv et al. 2020). Les sulfamides
interagissent avec les canaux Karp entrainant leur fermeture et donc la dépolarisation
membranaire. Ceci favorise I'ouverture des canaux calciques dépendant du voltage permettant
I'augmentation du calcium intracellulaire qui stimule la sécrétion d’insuline des cellules
pancréatiques. Alors que certaines équipes pensent que |'utilisation des sulfonylurées pour le
traitement du DT2 est nécessaire malgré les risques d’hypoglycémies avérées (Lv et al. 2020),
d’autres pensent que ce traitement est inapproprié et son utilisation peut étre dangereuse

pour les patients atteints de DT2 qui sont généralement agés (Sveceny et al. 2020).

b) _Les glinides

Tout comme les sulfamides hypoglycémiants, les glinides agissent sur la cellule B en
fermant les canaux Karp. Comme leur temps d’efficacité est relativement court et engendre des
hypoglycémies plus modérées que les sulfonylurées, ces médicaments sont prescrits pour des
patients DT2 qui n’ont pas de repas réguliers et qui sont atteints de probléemes rénaux (Lv et al.
2020). Les glinides permettent une réduction des ROS dans les cellules du cceur, du poumon et
du pancréas endocrine, ce qui favorise leur fonction et leur survie. Le Mitiglinide, un glinide de
3éme génération, stimule la sécrétion d’insuline et réduit la glycémie chez les patients DT2 de

maniere plus stable que le Repaglinide et le Nateglinide (Yu et al. 2019).

c) Les inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase-4

Il existe trois classes d’inhibiteurs DPP-4 (iDPP-4) définies selon leur mode de liaison a
la molécule DPP-4, qui regroupent au total six inhibiteurs utilisés en Europe et aux Etats-Unis :

- Vildagliptine et Saxagliptine qui sont des inhibiteurs compétitifs et réversibles
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- Alogliptine et Linagliptine qui sont des inhibiteurs induisant une modification
conformationnelle suite a leur liaison

- Sitagliptine et Teneligliptine qui sont les plus puissants des inhibiteurs

Ces inhibiteurs semblent avoir une action rénoprotectrice, mais des études
complémentaires doivent étre faites pour I'affirmer (Mikov et al. 2020). Les effets bénéfiques
avérés des iDPP-4 sont la réduction de la glycémie, des problemes cardiaques et des cytokines
inflammatoires du pancréas associés a une augmentation des taux de GLP-1 et d’insuline, avec
peu d’effets secondaires (Alves et al. 2019). Les iDPP-4 ont peu d’effets sur le poids et
possedent une diminution de I’'hémoglobine glyquée moins importante qu’avec des agonistes
du récepteur du GLP-1. Pour exemple, la Sitagliptine permet d’inhiber plus de 80% de I'activité
de la DPP-4. Cela permet une augmentation de deux fois des niveaux actifs du GLP-1, entrainant
une stimulation de la sécrétion d’insuline avec un faible risque d’hypoglycémie en raison de
leur mécanisme dépendant du glucose médié par 'action du GLP-1 (Zerilli et Pyon 2007 ; Gilbert
et Pratley 2020).

D’un point de vue mécanistique, des études ont montré sur la lignée humaine EndoC-
BH1 et des Tlots humains non diabétiques soumis a de I'inflammation, que I'inhibiteur DPP-4
(MK-0626) permet une récupération de la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose et une
diminution de I'apoptose, au moins en partie par la modulation du gene Nfkb1, surexprimé sous
cytokines. Au-dela de ses actions sur I'amélioration de la fonction et de la survie des cellules B3,
I'iDPP-4 permet également d’améliorer |'ultrastructure des cellules B humaines issues de
patients diabétiques de type 2 par une diminution de la densité volumique des mitochondries

et du réticulum endoplasmique (Bugliani et al. 2018).

d) Les inhibiteurs du co-transporteur sodium-glucose de type 2

Il existe également trois classes d’inhibiteurs du co-transporteur sodium-glucose de type
2 (iSGLT2) utilisées pour le traitement du DT2: la canagliflozine, la dapagliflozine et
I'empagliflozine (Schernthaner et al. 2019). Les iSGLT2 possedent de nombreux avantages. En
plus de leurs effets sur le controle de la glycémie, sur la perte de poids (pour les patients obeses
et diabétique) et sur la pression artérielle, ces molécules permettent de réduire les
complications rénales et cardiovasculaires. Les iSGLT2 agissent en bloquant la réabsorption du

glucose par le rein, induisant une glycosurie et se faisant réduisent la glycémie. Plusieurs effets
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indésirables sont connus dont les principaux sont la déshydratation et les infections urinaires.
D’autres études doivent étre menées sur ces molécules relativement nouvelles (Lupsa et

Inzucchi 2018).

e) Les agonistes du récepteur GLP-1

Il existe plusieurs analogues du récepteur GLP-1 (GLP-1RA) utilisés comme agents
thérapeutiques contre le DT2 et sont quasiment tous administrés par voie sous-cutanée.
Récemment, une étude de phase 1 a montré que le danuglipron, un GLP-1RA pris oralement,
possede une efficacité comparable aux agonistes injectables avec une bonne tolérance de cette
molécule par les patients DT2 (Saxena et al. 2021). Les GLP-1RAs ont un fort pourcentage
d’homologie avec le GLP-1, ce qui permet d’avoir une action similaire a la molécule native tout
en prolongeant sa demi-vie et donc la durée de ses effets, puisque ces molécules sont
résistantes a la dégradation par I'enzyme DPP-4. L’ensemble des GLP-1RAs permettent un bon
controle glycémique associée a une perte de poids (plus ou moins importante selon les
molécules) sans engendrer d’hypoglycémies. Les effets secondaires majoritaires de ces
médicaments ont un impact gastro-intestinal puisqu’ils peuvent entrainer nausées,
vomissement et diarrhées (Diamant et al. 2014). Certains agonistes ont une action de courte
durée (exénatide et lixisénatide), d’autres une durée d’action prolongée (liraglutide,
sémaglutide, dulaglutide et une forme d’exénatide) qui ont pour avantage de diminuer le
nombre d’injections chez les patients mais pas uniquement. En effet, une revue récente, qui
recense et compare les GLP-1RAs a courte durée et a durée prolongée, montre que les GLP-
1RAs a durée prolongée ont également une amélioration des profils de tolérance gastro-
intestinale et des fluctuations des concentrations plasmatiques du médicaments plus faibles,
ce qui pourrait jouer sur la persistance du traitement (Gentilella et al. 2019). Enfin, parmi les
GLP-1RAs a durée prolongée, des comparaisons entre le sémaglutide, le dulaglutide et
I'exénatide, montrent un effet plus important du sémaglutide sur le poids et sur la réduction
de I'"hémoglobine glyquée par rapport aux deux autres molécules (Ahmann et al. 2018).

Dans les cellules B pancréatiques issues d'flots de souris, les GLP-1RAs agissent
également sur le RE, les mitochondries et I’ADN, ce qui permettrait une augmentation de la
fonction et la survie de ces cellules. En effet, les GLP-1RAs pourraient permettre une
augmentation des pompes SERCA du RE pour maintenir sa stabilité et réduire la libération du

calcium. De plus, I'expression d’une série de génes pro-apoptotique tels que XBP1, SOD2 et

63



catalase est réduite dans les mitochondries. Enfin, les GLP-1RAs favorisent la néogenese, la
prolifération et la différenciation via la voie des MAPKs et de la PI3K permettant une meilleure
survie des cellules B (Yu et al. 2019). Dans un modele in vivo de souris db/db, il a été montré
gu’apres deux semaines de traitement au liraglutide, malgré I'absence d’effets sur la glycémie,
les flots pancréatiques possedent une amélioration architecturale ainsi qu’une réduction de
I'apoptose. Les expérimentations in vitro associées a cette étude montrent que I'action du
liraglutide passe par la signalisation d’Akt dépendante de la PI3K, amenant a une inhibition de

Bad et FoxO1, tous deux impliqués dans les mécanismes d’apoptose (Kapodistria et al. 2017).

3. Combinaisons thérapeutiques

a) Accumulation de molécules

L'ensemble de ces molécules précédemment citées (Figure 22) sont complémentaires
et sont ajoutées au fur et a mesure du développement du DT2 lorsque les premiéres molécules
ne suffisent plus. La combinaison d’un iDPP-4 avec un GLP-1RA pour traiter des patients DT2
est toutefois discutée. Alors que certaines équipes montrent que cette combinaison n’a pas
d’effets sur la glycémie aprés un repas suite a 12 semaines de traitement aux GLP-1RAs avec
une unique dose d’iDPP-4, ils suggérent que des essais cliniques a plus long terme sont
nécessaires pour conclure sur cette stratégie (Zerilli et Pyon 2007). D’autres équipes montrent
gue cette combinaison améliore le contréle glycémique en utilisant cette combinaison sur 20

semaines (Gilbert et Pratley 2020).
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Méme si I'on peut retarder le développement du DT2, les traitements actuels ne sont
pas completement efficaces, c’est pourquoi il estimportant d’envisager de nouvelles stratégies

thérapeutiques permettant d’améliorer les effets des traitements actuels contre le DT2.

b) Les multiagonistes

De plus en plus d’études, se concentrent sur |'utilisation de multiagonistes comme
solution thérapeutique contre le DT2. Plusieurs essais cliniques ont montré que certains double
agonistes n’ont pas d’effets indésirables sur les sujets sains et permettent donc la poursuite de
I"’étude de ces molécules sur des patients atteints de DT2 (Portron et al. 2017 ; Ambery et al.
2018). MEDI0382, un double agoniste des récepteurs du GLP-1 et du glucagon a déja fait ses
preuves dans des essais cliniques en phase 2, montrant une réduction de la glycémie associée
a une perte de poids chez les personnes obéses et diabétiques (Ambery et al. 2018). Le
Tirzépatide (LY3298176), un double agoniste des récepteurs du GIP et du GLP-1, possede
également ces effets et montre méme des effets bénéfiques plus importants sur ses
parametres que le dulaglutide, actuellement utilisé en thérapeutique (Frias et al. 2018). Enfin,
des études in vivo sont menées sur des souris afin de déterminer les effets de triagonistes tels
que le peptide hybride combinant Exendine-4/Gastrine/Xénine-8-GIn et montrent une
amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline chez des souris ayant été
nourri a un régime gras (Hasib et al. 2019). Les multiagonistes, qu’ils soient double agonistes
ou triagonistes, semblent étre une thérapie future pour le traitement de DT2 en raison de leurs

effets plus importants que ceux des agonistes du récepteur GLP-1.
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CHAPITRE 3 : Inhibition de TPL2 : une nouvelle piste

thérapeutique

L'implication des MAPKs dans la pathologie du diabéte n’est plus a démontrer. Les
MAPKs largement détaillées en physiologie et en physiopathologie semblent étre un sujet
d’étude pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Depuis plusieurs
années, la MAP3K8 TPL2 est étudiée et plus particulierement dans le cadre de I'inflammation,

des cancers et des maladies métaboliques.

Généralités et description de TPL2

La MAP3K8 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8) aussi appelée TPL2
(Tumor progression locus 2) ou COT (Cancer osaka thyroide) est un oncogene situé sur le
chromosome 10. C'est une protéine cytoplasmique qui possede 2 isoformes : une forme longue
a 58kDa (TPL2L) et une forme courte a 52kDa (TPL2s) en raison de ses 2 sites alternatifs
d’initiation de la traduction en Méthionine 1 et 30. TPL2. a une demi-vie plus courte que TPL2s,
avec 10 min pour TPL2. et 30 min pour TPL2s (Aoki et al. 1993).

La structure de cette protéine est composée de plusieurs domaines :
- Un domaine C-terminal qui permet la régulation de I'activité catalytique en p-Thr290

mais aussi la stabilité de la protéine (Gandara et al. 2003).

- Un domaine a activité kinase qui permet l'interaction avec I’ATP nécessaire pour la
phosphorylation des substrats de TPL2.
- Un domaine Degron permettant sa liaison avec le protéasome 20S qui entraine sa

dégradation (Aoki et al. 1993).

TPL2 est exprimée de maniere hétérogene dans de nombreux tissus (cerveau, glandes
submandibulaires, coeur, poumon, foie, tractus digestif, thymus, rein, muscles squelettiques et
ovaires) (Ohara et al. 1993) et types cellulaires tels que les fibroblastes, les macrophages, les

adipocytes, neutrophiles, cellules dendritiques et les cellules B pancréatiques (Xu et al. 2018).
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I. Mécanisme d’activation de TPL2

TPL2 est stable lorsque cette protéine est complexée avec les protéines p105 et ABIN2
(A20-Binding Inhibitor of NFkB2) et est cependant inactive sous cette forme (Babu et al. 2006a).
p105 est une protéine inhibitrice de NFkB qui bloque I'accés de TPL2 a son substrat en liant son
domaine de mort a celui portant 'activité kinase de TPL2 (Xu et al. 2018). ABIN2 est |a protéine
de liaison a I'ubiquitine, son expression génique est régulée par I'activité kinase de TPL2 (Njunge
etal. 2020). Suite a une stimulation, le complexe IKKB phosphoryle la protéine p105 permettant
son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. TPL2 libérée et activée, peut engendrer
les cascades de signalisation situées en aval (Gantke et al. 2011) (Figure 23). TPL2 nécessite une
phosphorylation pour étre activée et c’est en Thr-290, au niveau du domaine kinase, que cette
phosphorylation est importante (Luciano et al. 2004). Certains sites de phosphorylations de
TPL2 tels que Thr-80, Ser-125 et Ser-141 ne sont pas essentiels pour 'activité de la protéine
TPL2 et leur fonction exacte est encore inconnue (Xu et al. 2018). Cependant, pour que l'activité

de TPL2 soit maximale, une autophosphorylation en Ser-62 est nécessaire (Stafford et al. 2006).
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Figure 23 : Mécanisme d’activation de TPL2. Le complexe TPL2-p105-ABIN2 est désolidarisé par
phosphorylation de ces composants suite a une activation des récepteurs de type TLR, TNFR ou IL-1R.
La phosphorylation de TPL2 entraine son activation et permet I'engagement de diverses voies de
signalisation.

’activation de TPL2 par des lipopolysaccharides (LPS), des RCPGs ou des cytokines tels
que I11-B ou TNF-a, entraine la phosphorylation de MAP2Ks qui elles-mémes phosphorylent des
MAPKs tels que ERK1/2, p38 ou JNK qui sont des protéines impliquées dans le contrble de la
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survie et de la mort cellulaire (Xu et al. 2018). Le déclenchement de 'une de ses voies de
signalisation dépend du stimulus par lequel TPL2 est activée, de son site de phosphorylation et
de la chronicité de I'exposition (Das et al. 2005 ; Roget et al. 2012). Alors que certaines équipes
pensent que lors d’une stimulation par des LPS, IKK-2 phosphoryle p105 permettant la
libération et la phosphorylation de TPL2 en Ser-400 en C-terminal, entrainant alors la voie de
signalisation activant ERK1/2 (Roget et al. 2012), d’autres stipulent qu’IKK ne contribue pas a la
phosphorylation de p105 puisque I'utilisation d’un inhibiteur n’affecte pas I'activité spécifique
de la kinase. Cependant ces équipes suggerent que p105 agit comme un inhibiteur compétitif
de TPL2 empéchant TPL2 de phosphoryler MEK1 (Babu et al. 2006). Dans le cas d’une exposition
chronigue a un environnement stressant, TPL2 est surexprimée et engendre |'activation de JNK
et p38 amenant a un processus inflammatoire et/ou apoptotique. La relation entre TPL2 et p38
semble plus complexe qu’une simple activation. En effet, I’'étude de I'inflammation passant par
TPL2 semble indiquer au moins deux rétrocontréles des isoformes de p38 sur la signalisation
de TPL2. Avec un rétrocontrdle positif de p38a/B sur la phosphorylation de TAB1/2 qui,
complexé a TAK1, permet I'activation d’IKK et donc la séparation du complexe TPL2-p105-
ABIN2. Puis un rétrocontrole négatif directement de p38y/& sur TPL2 (Figure 24) (Menon et
Gaestel et al. 2016).
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Figure 24 : Boucle de régulation de I'expression de TPL2 par p38. Tiré de Menon et Gaestel. 2016.
Récemment, TPL2 a été décrite comme étant une protéine navette
nucléocytoplasmique. Sa dégradation est principalement nucléaire et est stabilisée par BCL-3

(protéine IKB nucléaire régulant également NFkB) qui favorise sa localisation dans le noyau et

donc sa dégradation (Collins et al. 2019).
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lIl.  Réles de la protéine TPL2

Les voies de signalisation de TPL2 sont largement étudiées dans plusieurs pathologies
telles que les cancers et les maladies inflammatoires. Certains inhibiteurs sont prometteurs
quant a leur utilisation pour traiter des maladies associées a une dérégulation de la signalisation

de I'inflammation et de I'inflammation chronique (Zarrin et al. 2021).

1. Dans les cancers

Il a été montré dans différentes études que la MAP3K8 TPL2 est surexprimée dans de
nombreux cancers, cependant l'implication de TPL2 dans la tumorigénése semble étre
controversée (Khanal et al. 2009 ; Virla et al. 2016 ; Njunge et al. 2020).

D'une part, une revue récente répertorie plusieurs études menées sur différents
cancers (cancer de la prostate, des ovaires, du sein, de la peau et de I'intestin) dans lesquelles
TPL2 a pu étre étudiée en précisant les modeles utilisés et les mécanismes potentiels par
lesquels TPL2 serait impliquée (Webb et al. 2019). Dans |'adénocarcinome canalaire
pancréatique, les études in vivo et ex vivo montrent qu’il existe des mutations ponctuelles de
TPL2 qui empéchent sa dégradation et entrainent une hyperactivation des cascades MAPKs et
NFKB. Ceci suggere |'implication de cette signalisation dans la pathogeneése de ce cancer
(Dodhiawala et al. 2020). De plus, il a été mis en évidence la capacité de liaison de TPL2 au
niveau du C-ter avec le site DD de p53 qui est un suppresseur de tumeur. Cette interaction
entraine une diminution de l'activité anti-tumorale de p53, ce qui plaide en faveur d’une
délétion de TPL2 comme stratégie contre les cancers (Khanal et al. 2009 ; Njunge et al. 2020).

D’autre part, il a été mis en évidence I'implication de la signalisation p105-TPL2 dans
I"noméostasie pulmonaire en indiquant le role de la voie NFkB1 dépendante de TPL2 dans la
suppression des tumeurs pulmonaires (Sun et al. 2016). Une étude effectuée sur 18 mois
montre également que TPL2 n’est pas responsable de la tumorigénese puisqu’il n’y a pas
d’augmentation de ce facteur au cours du vieillissement chez des souris KO pour ce gene (Wu
etal. 2021).

Finalement, en fonction du type de cancer, la tumorigénése peut dépendre de la
surexpression ou de la sous expression du gene Tp/2. Alors que dans le cancer du sein, TPL2 est

surexprimée de 40% avec une altération du métabolisme des adipocytes entourant la tumeur
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(Wu et al. 2019), dans un modele de souris possédant un cancer de la peau induite
chimiguement, il a été montré que I'absence de Tp/2 augmente le développement et la
progression des tumeurs malignes. In vitro, 'absence de Tp/2 dans les myofibroblastes
intestinaux entraine une augmentation du nombre et de la taille des cancers du célon (Lee et
al. 2015). Pour étre plus précis sur les mécanismes et roles de TPL2, cette protéine agit sur des
acteurs clefs du cycle cellulaire (Cycline D1, p53, p51) et de la dynamique d’adhésion (Akt,
eNOS, ATF-2) permettant le contréle de la prolifération et de la migration cellulaire. Ces réles
ont été rapportés par différentes équipes travaillant notamment sur les carcinomes ovariens
(Gruosso et al. 2015) et les cellules endothéliales composant la moelle épiniere (Fearnley et al.
2020). TPL2 peut également jouer directement sur histone H3 en la phosphorylant en Ser-10,
cette action est requise pour la transformation cellulaire induite par TPL2 puisqu’elle permet la
condensation et le remodelage de la chromatine et la mitose cellulaire. Une exposition aux UV
entraine une activation de TPL2 qui est transloquée dans le noyau, puis recrutée par I’histone
H3 associée au promoteur c-Fos permettant 'augmentation d’AP-1, facteur de transcription
impliqué dans la prolifération, la différentiation et I'apoptose des cellules (Choi et al. 2008).
TPL2 est désignée comme une molécule clef reliant tumorigenése, immunité tumorale et
inflammation, puisque sa signalisation dans l'inflammation favorise le développement des

tumeurs (Njunge et al. 2020).

2. Dans l'inflammation

'utilisation de modele de souris KO pour Tp/2 a permis a de nombreuses équipes de
montrer 'implication de TPL2 dans l'inflammation. TPL2 régule et amplifie I'expression de
plusieurs cytokines inflammatoires (TNFa, IL-18, IL-6 et IL-8) (Vougioukalaki et al. 2011). Il a été
expliqué auparavant que ABIN2 régule le facteur NFkB impliqué dans la production de cytokines
et donc de I'inflammation. Récemment, il a été mis en évidence par l"utilisation de souris KO
pour Tpl2, la régulation d’ABIN2 par TPL2 puisque son absence entraine une diminution
d’ABIN2 et par conséquent une augmentation de l'inflammation (Webb et al. 2019). Au-dela
de cette voie, TPL2 régule la différenciation de Th1 (Lymphocyte T) in vivo, connu pour produire
I"IFN-y. L'inhibition de TPL2 permet de lutter contre I'inflammation induite par Th1 en réduisant
la sécrétion de cytokines inflammatoires (Acuff et al. 2015). TPL2 joue également sur d’autres
cellules de I'immunité innée, notamment les cellules Th2 et Th17 qui sécretent toutes deusx,

plusieurs formes d’interleukines, faisant de TPL2 un régulateur de cytokines pro-inflammatoires
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(Yan et al. 2019). Chez des personnes obéses (IMC > 30), il a été montré une expression accrue
d’ARNm de Tp/2 dans le tissu adipeux corrélée avec ceux de cytokines pro-inflammatoires (IL-
1B, IL-6 et 1I-8), il n'a cependant pas été trouvé d’association avec le taux plasmatique de
I'insuline ou du glucose. Les données de cette étude mettent en évidence I'implication de TPL2
dans l'inflammation du tissu adipeux sans avoir d’effets systémiques sur la résistance a
I'insuline (Ballak et al. 2014). Dans les macrophages, TPL2 est indispensable pour I'expression
d’ARNm et de protéines d’IL-1f et IL-10 par une stimulation aux LPS (Virla et al. 2016).
Toujours dans la controverse, il a été montré dans les macrophages, qu’une stimulation
de TPL2 par le récepteur du TNFa permet 'activation de p38 et I'absence de TPL2 entraine une
production de médiateurs de I'inflammation qui dysfonctionnent. Dans les neutrophiles, cette
méme cascade est retrouvée et I'absence de TPL2 entraine l'inhibition de la sécrétion de
cytokines et chimiokines. Un des roles de TPL2 est de faciliter la migration des neutrophiles
dans les sites d’inflammation. Une souris KO pour Tp/2 est plus sensible aux infections (virales
et bactériennes) que les souris sauvages (Xu et al. 2018) et celles soumises a une inflammation
pulmonaire et pancréatique voient une diminution de l'infiltration des cellules inflammatoires
sans autre effet sur 'oedeme pancréatique et la nécrose des acini (Van Acker et al. 2007).
Certaines équipes sont sceptiques quant a I'utilisation d’inhibiteur de TPL2 puisque dans
certains modeles, la déficience de TPL2 entraine une amplification des réponses inflammatoires
(Vougioukalaki et al. 2011). Il a également été montré que son ablation in vivo et son inhibition
in vitro entraine une diminution de la neutrophilie associée a une diminution d’acteurs clefs du
cycle cellulaire, qui sont nécessaires au cours d’une infection systémique potentiellement

mortelle (Sanchez et al. 2017).

3. Dans les maladies métaboliques

Inflammation et maladies métaboliques étant liés, plusieurs équipes s’intéressent aux
effets de la délétion de TPL2 dans ces pathologies (obésité et diabete). Ici encore, les résultats
sont controversés. Alors que certaines équipes montrent que I'absence de TPL2 ne protége pas
des maladies métaboliques telle que I'obésité (Lancaster et al. 2012 ; Ballak et al. 2014),
d’autres affirment le contraire.

En effet, il a été montré que des souris KO pour Tp/2 et obeses induites par un régime
gras possedent un phénotype métabolique protégé, issu de I'atténuation du tissu adipeux. Cela

est dd a 'amélioration de la sensibilité a I'insuline, 'augmentation de la suppression du glucose
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hépatique et la diminution de l'inflammation et de l'infiltration des cellules inflammatoires
(Perfield et al. 2011). Dans le tissu adipeux de souris et patients obéses, il est observé une
augmentation de l'expression de 'ARNm de Tp/2 corrélée a celle du TNF. TPL2 favorise
I'inflammation par I'activation de ERK1/2 induite par des cytokines et par la détérioration de la
signalisation de l'insuline dans les adipocytes. Ces résultats mettent en évidence I'implication
de TPL2 dans I'insulinorésistance (Ceppo et al. 2014 ; Jager et al. 2010).

Dans la stéatose hépatique non alcoolique, il a été montré chez I’'Homme, le singe et |a
souris, I'augmentation de I'expression de TPL2 dans les hépatocytes. Dans un modéle de souris
KO pour Tpl2 spécifiquement dans les hépatocytes, il est observé une amélioration du
déséquilibre lipides-glucose, une sensibilité a l'insuline préservée et une atténuation de
I'inflammation en réponse a une alimentation riche. Les résultats inverses ont été démontrés
si TPL2 est surexprimée dans les hépatocytes. Ces résultats révelent TPL2 comme un médiateur
favorisant les troubles métaboliques hépatiques, en passant par I'activation de la voie MKK7-
JNK (Gong et al. 2019). Une étude sur le role de TPL2 dans le vieillissement souligne I'impact du
sexe dans le métabolisme des lipides hépatiques puisque les souris males invalidées pour Tp/2
ont plus de risques de développer une stéatose hépatique que les souris femelles KO pour ce
gene (Wu et al. 2021).

Dans le cadre du diabete, il a été montré une augmentation de l'activité de TPL2 chez
des modeéles animaux murins DT1 et DT2 (Varin et al. 2016 ; Sheu et al. 2020). L'inhibition de
TPL2 bloque la voie de I'inflammasome dans les cellules épithéliales pigmentaires de la rétine
et permet I'atténuation de sécrétions cytokiniques chez des rats diabétiques induites par la
streptozotocine, ces résultats suggérent I'implication de TPL2 dans la rétinopathie diabétique
(Sheu et al. 2020). Les souris KO pour Tp/2 possedent une diminution de l'inflammation
pancréatique mais n‘ont cependant pas d’effets sur la nécrose pancréatique (Van Acker et al.
2007). Il a été observé une augmentation de I'expression de TPL2 dans des cellules B INS-1E et
dans des filots pancréatiques humains et murins soumis a un mix de cytokines pro-
inflammatoires (IL-18, IFN-y et TNF-a) associée a une augmentation de marqueurs de mort tels
que la caspase 3 clivée, PARP clivée et JNK1/2. L'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de
TPL2 réduit I'apoptose par la diminution de I'expression des protéines précédemment citées.
L'inhibition de TPL2 permet également d’améliorer la fonction des cellules B pancréatiques
soumises a un stress inflammatoire et est d’autant plus efficace lorsqu’elle est combinée avec

un GLP-1RA (Varin et al. 2016).
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Ces études démontrent I'importance de la régulation de I'expression TPL2 que ce soit
au niveau du pancréas ou dans les tissus cibles de I'insuline et pour la majorité des études, sont
en faveurs de l'inhibition de TPL2 comme nouvelle stratégie thérapeutique pour les maladies

inflammatoires et métaboliques.

4. Autres roles de TPL2
Pour exemple, il a été montré en physiologie, que TPL2 joue un réle dans la
réorganisation du cytosquelette, dans la migration cellulaire et dans I'augmentation du calcium
cytosolique via les signalisations de Rac et FAK (Figure 25).
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Figure 25 : TPL2 et récepteurs couplés aux protéines G. Adapté de Hatziapostolou et al. 2011.

Cette action passe par la stimulation de TPL2 induite par des signaux issus de PAR1
(RCPG) couplé a Gai2. De plus, il a été mis en évidence, la nécessité de TPL2 pour |'activation
des PKC stimulée par les RCPGs entrainant une production d’IP3 et une libération de calcium
depuis le RE. TPL2 a la capacité de phosphoryler directement PLCB3 en Ser-537, qui est
responsable de I'hydrolyse de PIP; en IPs (Hatziapostolou et al. 2011).
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V.

Invalidation et inactivation de TPL2

La table 3 récapitule les études in vivo menées sur les effets de I'absence de TPL2 dans

différentes pathogeneses. Différentes souches de rongeurs (souris, rat) et des chiens ont été

utilisés pour I'étude de TPL2. Méme si la grande majorité des études ont été menées sur les

souris C57BI/6, I'absence de TPL2 n’a pas les mémes effets sur I'organisme. Cela peut dépendre

de la maniere dont I'absence est générée (invalidation ou inhibition) mais également le

nombres d’injections (pour les inhibiteurs), temps d’étude et surtout de la pathologie ou du

syndrome étudié.

Absence de
Pathologies Modeles/Souches TPL2 Effets de I'absence de TPL2 Références
Angiogenése Souris BALB/c Inhibition Protection contre le développement des tumeurs Lee etal. 2013
Arthrite Souris C57BI/6N Inhibition Protection contre les cytokines inflammatoires Senger et al. 2017
Cancer de la peau Souris C57BI/6 Invalidation Augmentation de l'inflammation et de l'infiltration | Decicco-Skinner et al. 2011
des neutrophiles
Cancer intestinal Souris C57Bl/6 Invalidation Augmentation de I'inflammation et diminution des | Serebrennikova et al. 2012
cellules T régulatrices
Cancer du poumon Souris C57BI/6 Invalidation Augmentation du développement des tumeurs Sun et al. 2016
Cancer de la prostate Souris Inhibition Protection contre le développement des tumeurs Lee et al. 2015
Diabéte Souris C57BI/6 Invalidation Diminution des cytokines pro-inflammatoires et | Perfield Il et al. 2011
réduction de l'apoptose dans les adipocytes,
amélioration de I'insulinorésistance
Infection bactérienne Souris Invalidation Augmentation de cytokines pro-inflammatoires Watford et al. 2008
Ischémie reperfusion Souris C57Bl/6J Invalidation Diminution des effets déléteres de Iischémie | Yaomura et al. 2008
reperfusion
Maladie de Crohn Souris C57Bl/6J Invalidation Diminution de I'inflammation Kontoyiannis et al. 2002
Maladie de Crohn Souris C57Bl/6 Inhibition Diminution de I'inflammation Lawrenz et al. 2012
Maladie inflammatoire Chien Beagle Inhibition Diminution de I'inflammation Glatthar et al. 2016
Maladie inflammatoire Rat Sprague-Dawley Inhibition Diminution de I'inflammation Glatthar et al. 2016
Obésité Souris C57Bl/6 Invalidation Diminution de linflammation, pas d’effet sur | Ballack etal. 2014
I'insulinorésistance
Obésité Souris C57Bl/6 Invalidation Pas d’effet sur l'inflammation et la résistance a | Lancaster etal. 2012
I'insuline
Obésité Souris C57BI/6 Invalidation Amélioration du dysfonctionnement métabolique Perfield Il et al. 2011
Pancréatite Souris C57Bl/6 Invalidation Protection partielle contre I'inflammation Van Acker et al. 2007
Rétinopathie diabétique Souris C57BI/6 Invalidation Diminution de I'inflammation pancréatique Laietal. 2017
Stéatose hépatique non | Souris Invalidation Protection contre I'inflammation et amélioration | Gong et al. 2019

alcoolique

de la sensibilité a I'insuline

Table 3 : Synthese des études in vivo montrant les effets de I’'absence de TPL2 dans différents modeles.
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1. Invalidation de TPL2

L'invalidation de géne est couramment utilisée en recherche pour déterminer les effets
d’une molécule. En effet, son absence qu’elle soit totale ou spécifique d’un type cellulaire
permet, en comparaison avec un modele sauvage, de comprendre les mécanismes
physiopathologiques. Pour déterminer le réle de TPL2 dans les cancers, I'inflammation ou les
maladies métaboliques, cette méthode a été utilisée. Concernant l'invalidation de TPL2 par
I"utilisation de souris KO Tpl2, les résultats sont controversés (Dumitru et al. 2000 ; Perfield et
al. 2011 ; Ballak et al. 2014 ; Lancaster et al. 2012).

De plus, malgré I'apport de connaissances par les études d’invalidation de gene, il est
possible d’imaginer un systeme de compensation de l'organisme face a I'absence de la
molécule identifiée permettant de rendre inefficace l'invalidation et qui expliquerait ces
résultats contradictoires. Pour des études de recherche translationnelle visant a découvrir et
tester de nouvelles stratégies thérapeutiques, I'inhibition de la molécule d’intérét est la

meéthode la plus vraisemblable.

2. Inactivation de TPL2
Une équipe s’est penchée sur I’étude d’inhibiteurs pharmacologiques de TPL2 de chez
Abbott en testant leur efficacité en fonction de leur mode de liaison, leur spécificité et leur
puissance (George et al. 2008). La revue de George et Salmeron détaille les trois principaux

inhibiteurs de TPL2 (George et Salmeron 2009) (Figure 26).

Figure 26: Inhibiteurs de TPL2. 1: 1-7-naphthyridine-3-carbonitriles, 2: Quinoléine-3-
carbonitriles, 3 : Thieno[2-3-c]pyridines. Tiré de George et Salmeron, 2009.

A partir de ces trois types d’inhibiteurs de TPL2, un grand nombre d’inhibiteurs de TPL2
a été produit en possédant une base commune et ayant des effets plus ou moins performants.
L’ensemble des inhibiteurs de TPL2 existants montrent des effets anti-inflammatoires, anti-
apoptotiques et sembleraient étre une piste contre certaines maladies : arthrite rhumatoide,

purpura thrombocytopénique idiopathique, Iésions pulmonaires, cancers, diabetes... (Virla et
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al. 2016). Cependant a ce jour, aucun inhibiteur de TPL2 développé n’a été commercialisé,

nécessitant donc des études complémentaires (Yan et al. 2019).

a) 1-7-naphthyridine-3-carbonitriles

Cetinhibiteur a été testé in vitro et in vivo. C'est un inhibiteur qui est compétitif au niveau
de la poche a ATP et sa liaison a TPL2 est réversible. Des études SAR (relation, structure, activité)
ont été menées permettant d’étudier la longueur, I'hybridation et la stéréochimie de la
molécule afin d’obtenir la molécule la plus performante (Gavrin et al. 2005 ; Glatthar et al.
2016). Lefficacité de cet inhibiteur contre I'inflammation a été montré dans plusieurs études
(Jager et al. 2010 ; Varin et al. 2016 ; Virla et al. 2016). La spécificité de cet inhibiteur passe par
la boucle de liaison a I’ATP qui présente une structure tres particuliére et permet I'inhibition
spécifique de TPL2 jusqu’a des concentrations de 50 nM (d’apreés I'EC50 du fournisseur

CalbioChem).

b) Quinoléine-3-carbonitriles

Cet inhibiteur possede des effets comparables a linhibiteur 1-7-naphthyridine-3-
carbonitriles. Cependant, I'avantage ici serait qu’un traitement par voie orale serait possible
pour les patients puisque cet inhibiteur possede un groupe amine basique qui permet
d’améliorer les propriétés physico-chimiques et la puissance de I'inhibiteur dans le sang humain
(Wu et al. 2009). L’étude in vivo de cet inhibiteur sur des souris montre son efficacité sur la
réduction de la production de TNFa (Hu et al. 2006). Des études SAR ont également été menées

sur cet inhibiteur (Gavrin et al. 2005).

c) Thieno[2-3-c]pyridines

Cet inhibiteur posséde une bonne sélectivité di a ses deux modes de liaisons
(groupement acide et groupement aryloxy) (Gutmann et al. 2015). Cependant, il n’existe
actuellement aucune donnée in vivo dans la littérature. Les tests in vitro indiquent que cet
inhibiteur bloque I'inflammation des cellules humaines mais semble étre moins puissant que

les autres inhibiteurs de TPL2 existants (Hall et al. 2007).
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

Résistance a l'insuline des tissus cibles et destruction des cellules B pancréatiques sont
responsables de I’hyperglycémie chronique qui entraine de nombreuses complications et
comorbidités pouvant mener a la mort de 'individu diabétique de type 2. Pour limiter ces
complications, il est indispensable de maintenir une masse fonctionnelle B cellulaire qui sécrete
I'insuline. L’hyperglycémie détériore la fonction et la survie des cellules B. Ce projet de these
vise a définir une stratégie pharmacologique permettant de préserver la fonction et la survie
des cellules B pancréatiques soumises a une hyperglycémie chronique délétére.

La MAP3K8 TPL2 a été identifiée par notre laboratoire comme étant une protéine kinase
impliquée dans la mort et la dysfonction des cellules B pancréatiques sous cytokines pro-
inflammatoires et que son inhibition permettait d’améliorer la survie de ces cellules dans ces
conditions. L'inhibition pharmacologique de TPL2 mais pas la délétion de son gene, a empéché
partiellement le développement de la dysfonction et de la mort des cellules § sous cytokines
(Varin et al. 2016), nous conduisant a davantage étudier I'inhibition de TPL2. Alors que ces
résultats ont montré leurs effets dans le contexte du DT1, il reste a étudier s’il est approprié de
I'inhiber pharmacologiqguement dans le contexte du DT2. L’hypothése émise est que
I"hyperglycémie retrouvée dans le cadre du diabete entraine une perte d’efficacité des GLP-
1RAs causée par cet environnement néfaste. L’objectif est donc de bloquer les effets déléteres
de I'environnement diabétogéne des cellules B pancréatiques en ciblant la MAP3K8 afin de
préserver la survie et la fonction de ces cellules et d’améliorer la réponse des cellules § aux
GLP-1RAs. La combinaison d’un inhibiteur de TPL2 et d’un GLP-1RA pourrait-elle permettre une

meilleure protection des cellules § pancréatiques contre I"hyperglycémie chronique ?
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L'objectif de mon projet a donc été d’étudier les effets d’'une combinaison
thérapeutique innovante, composée d’un inhibiteur de TPL2 avec un GLP-1RA, sur la survie et
la fonction des cellules B pancréatiques dans un environnement diabétogene. Pour cela, deux

grands objectifs ont été définis :

1. Etudier les effets de I'inhibition de la MAP3K TPL2 sur la survie et la fonction des

cellules B pancréatiques sous hyperglycémie chronique.

Il a été question de déterminer quels sont les mécanismes moléculaires par lesquels un

inhibiteur de TPL2 protege les cellules  de la glucotoxicité.

2. Etudier les effets d’'une combinaison thérapeutique prometteuse comprenant un
inhibiteur de TPL2 et un GLP-1RA sur la survie et la fonction des cellules  soumises

a de I'hyperglycémie chronique.

Il s’agissait ici, d’étudier si I'inhibition de TPL2 permettait d’améliorer les effets des GLP-1RAs
en condition physiologique et physiopathologique sous hyperglycémie chronique et d’évaluer
I'efficacité de la protection de la combinaison des deux molécules sur I'apoptose induite par

glucotoxicité.
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RESULTATS

L"hyperglycémie chronique joue un réle important dans la dysfonction et la mort des
cellules B pancréatiques. La MAP3K8 TPL2 est surexprimée suite a une exposition des cellules
B aux cytokines pro-inflammatoires, responsables de la mort et de la dysfonction de ces

cellules.

Dans ce projet, nous avons tout d’abord montré qu’un nutriment a forte concentration
tel que le glucose, pouvait-étre lui aussi responsable de 'augmentation de I'expression de TPL2
in vitro dans une lignée B cellulaire INS-1E et ex vivo dans des flots pancréatiques de rongeurs
(souris db/db et rat GK). Nous avons ensuite évalué les conséquences de cette augmentation
sur la fonction et la survie des cellules par mesure de la sécrétion d’insuline (HTRF) et de
I'expression de protéines connues pour étre impliquées dans la mort cellulaire (Western blot).
L’administration de l'inhibiteur de TPL2 a des souris db/db entraine une réduction de la
progression du diabéte avec une amélioration des paramétres métaboliques. L'utilisation d’un
inhibiteur de TPL2 in vitro a permis de déterminer les mécanismes et voies de signalisation
impliguées dans la mort des cellules induite par glucotoxicité. Une collaboration avec I'équipe
d’Amar Abderrahmani (IEMN-UMR 8520, Lille, France) nous a aidé dans cette compréhension
des mécanismes par une approche moléculaire par I'analyse des ARN messagers lors de ces

expériences (RT-qPCR).

La seconde partie de ce projet a été d’évaluer la pertinence d’'une combinaison entre
un inhibiteur de TPL2 et un GLP-1RA. Pour cela, nous avons d’abord montré que la réponse au
GLP-1 des cellules B pancréatiques était améliorée par |'utilisation d’un inhibiteur de TPL2
permettant de réduire I'environnement néfaste des conditions diabétogenes induite par
I"hyperglycémie chronique. Le second objectif ici a été d’évaluer les effets de la combinaison

de ces deux molécules sur la survie et la fonction de cellules § pancréatiques.
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ABSTRACT

Evidences suggest that nutrient-induced metabolic stresses such as chronic hyperglycemia
provide a link between type 2 diabetes and 3-cell dysfunction and death. If The MAP3 kinase
8, Tumor progression locus 2 (TPL2), plays an important role in B-cell death after cytokine
exposure, its involvement in 3-cell dysfunction and death induced by chronic hyperglycemia is
unknown. We found TPL2 is overexpressed in islets of diabetic GK rats and db/db mice.
Chronic hyperglycemia increases TPL2 expression in [-cells and human islets. Treatment of
db/db mice with a small molecule inhibitor of TPL2 results in a reduction of diabetes
progression with decreased fasting hyperglycemia and hyperinsulinemia, improved glucose
tolerance, without affecting insulin sensitivity. Inhibition of TPL2 improves the detrimental
effects of hyperglycemia on glucose-induced insulin secretion, reduces apoptosis of B-cells, and
prevents the mRNA upregulation of Icer, a transcriptional repressor of insulin and key
exocytotic proteins genes, and c-Jun N-terminal kinases 1/2 (JNK1/2) activation. Combination
of a GLP-1 receptor agonist (GLP-1RA, exendin-4) with the TPL2 inhibitor totally prevented
the apoptosis of B-cells induced by hyperglycemia. Our results identify TPL2 inhibition, alone
or in combination with a GLP-1RA, as potential new therapeutic avenues to prevent -cell

dysfunction and apoptosis and to slow down T2D development.
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INTRODUCTION

It is well accepted that a major deficiency of insulin secretion plays an essential role, in addition
to insulin resistance, in the development of type 2 diabetes [1-3]. Associated with this insulin
secretion dysfunction, a loss of B-cell mass by apoptosis has also been proposed during type 2
diabetes [4]. Numerous studies have implicated nutrient-induced metabolic stresses, such as
chronic hyperglycemia, as potential key factors in the generation of insulin secretion
dysfunction and apoptotic death in B-cells [5—7]. Despite the current and widely prescribed
medicines, a gradual reduction in B-cell function and mass is observed over time in patients
with type 2 diabetes, leading to inadequate long-term glycemic control [1-3]. None of the
diabetes drugs are effective in protecting 3-cell function and mass against diabetogenic stressors
indicating unmet medical need. Innovative therapeutic strategies aimed at preventing the
dysfunction and death of B-cells caused by nutrient-induced metabolic stresses such as
hyperglycemia are of great interest for slowing the progression or even preventing type 2
diabetes.

The MAP3 kinase 8, Tumor progression locus 2 (TPL2), is a serine/threonine kinase expressed
in different cell types including macrophages and immune cells [8, 9]. TPL2 activation is
triggered by cytokines, interleukin (IL)-1B8, TNFa (Tumor Necrosis Factor o), several
chemokines, and TLR ligands through the phosphorylation of the IkB kinases (IKK) such as
IKK-B. When activated, TPL2 stimulates downstream signaling pathways including the
mitogen-activated protein kinases (MAPK). TPL2 was reported to play an important role in the
production of chemokines upon macrophages activation. Its overexpression is associated with
several chronic inflammatory diseases [8, 9].

We previously reported that expression of TPL2 protein is increased in B-cells upon exposure
to proinflammatory cytokines [10]. Pharmacological inhibition of TPL2, but not deletion of the

Tpl2 gene, rendered B-cells partially resistant to cytokine-dependent development of apoptosis
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and insulin secretion dysfunction [10], leading us to further study small molecule inhibitors of
this kinase. Moreover, while these findings are of great potential in the context of type 1
diabetes research, whether it is appropriate to propose a pharmacological targeting of TPL2 in
the context of type 2 diabetes remains to be investigated. In the current study, we report that
TPL2 protein expression is increased in islets of diabetic Goto-Kakizaki (GK) rats and db/db
mice. To inhibit TPL2, we used a TPL2 selective small molecule inhibitor which had previously
been developed for the treatment of rheumatoid arthritis and inflammatory bowel disease [11,
12]. Administration of this TPL2 inhibitor to db/db mice markedly reduces fasting
hyperglycemia, hyperinsulinemia, improves glucose tolerance, without affecting insulin
sensitivity. These data suggest that TPL2 is part of a B-cell signaling process that leads to -
cell failure. Nutrient-induced metabolic stresses such as hyperglycemia and hyperlipidemia up-
regulate TPL2 protein expression in B-cells. TPL2 inhibition prevents hyperglycemia and
hyperlipidemia-induced JNK1/2 activation, mRNA upregulation of Icer, a transcriptional
repressor of insulin and key exocytotic proteins genes, and thus protects B-cell survival and
function from the deleterious effects of hyperglycemia and hyperlipidemia. The combination
of a GLP-1 receptor agonist with the TPL2 inhibitor completely prevented the emergence of
hyperglycemia-induced apoptotic death. We propose that this class of TPL2 inhibitor could also
be considered to target B-cell disorders related to hyperglycemia and hyperlipidemia, and
undergo study for the treatment of type 2 diabetes alone or in combination with a GLP-1

receptor agonist.
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MATERIALS AND METHODS

Materials and reagents

TPL2 kinase inhibitor [4-(3-Chloro-4-fluorophenylamino)-6-(pyridine-3-yl-methylamino)-3-
cyano-[1,7]-napthyridine] (#616373-1MG) was obtained by Calbiochem (Meck Millipore,
Darmstadt, Germany) and Exendin-4 (#4019602) by Bachem (Switzerland). Anti-TPL2 (#sc-
373677) and HRP-linked anti-mouse IgG (#sc-516102) antibodies were obtained from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Cleaved caspase-3 (#9661), phospho-SAPK/JINK
(Thr183/Tyr185, #9251) which specifically recognize p-JNKI1 and p-JNK2 (p46 and p54
SAPK/INK respectively), SAPK/JINK (#9252), horseradish peroxidase (HRP)-linked anti-
rabbit IgG (#7074S) and anti-mouse IgG (#7076S) antibodies were obtained from Cell Signaling
Technology (New England Biolabs, Beverly, MA). Anti-B-actin (#A-5441) antibody was

obtained from Sigma (St. Louis, MO).

Animals

Nondiabetic Wistar and diabetic Goto-Kakizaki (GK) rats (8-10-week-old male) were
maintained in the colony at the Adaptative and Functional Biology Unit (Paris Diderot
University, Paris, France) which characteristics are described previously [13]. Male db/+, used
as normoglycemic control mice, and male db/db mice were purchased from Janvier Labs
(France). All animals were maintained on a 12 h day/night cycle and were provided free access
to water and standard rodent diet. All animal used were treated in accordance with European

Community guidelines. Local and national institutions approved the experimentation.

Treatment of db/db mice
Experiments were carried out on 6-week-old db/db mice fed a standard diet (4% fat). The study

and the daily intra-peritoneal (ip) TPL2 inhibitor administration (2.5 mg/kg) or vehicle
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(KRBS/DMSO initial 10% V/V) were designed according to Wang Q. et al. [14] and Lawrenz
M. et al. [15]. db/db mice were randomized in 2 groups and treated for 2 weeks with daily ip
injection of either the TPL2 inhibitor or vehicle. As a control, db/+ mice were treated with
vehicle (db/+ vehicle) for the same period of time. Body weights were recorded throughout the
study. Glucose tolerance tests were performed by ip administration (ip GTT) of 1-2 g per kg
body weight glucose after a 16 h overnight fast. Blood glucose concentrations were determined
with a glucometer (Verio Onetouch, Lifescan, Johnson and Johnson Company) using blood
sampled from the tail vein. Insulin tolerance tests (ip ITT) were carried out in a similar manner
following the ip administration of 0.75 U insulin per kg body weight to non-fasted mice. Plasma
insulin levels were quantified by radioimmunoassay (rat insulin kit, Millipore, Germany) using
blood sampled from the tail vein on the first day of the study or from jugular arteries the day of

the sacrifice.

Rodent pancreatic islet isolation

Islets from Wistar and GK rats were isolated at the unity of adaptive and functional biology
(Paris DIDEROT university, Paris, France), as described [16, 17]. Pancreatic islets were isolated
from db/+ and db/db mice following the injection of approximately 2 mL of 1 mg/mL
collagenase XI (#C9263-1G, Sigma, St. Louis, MO) through the bile duct. The pancreases were
then removed, incubated under agitation at 37°C for 9 minutes to complete the digestion and
the islets were separated from the exocrine pancreatic tissue using a histopaque-1077 gradient.
The islets were then washed in cold PBS supplemented with 1.2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, and
5.6 mmol/L glucose, handpicked under a dissecting microscope, separated into groups
composed of 200-300 islets and maintained in culture at 37°C (95% air and 5% CO,) in RPMI
1640 (11 mmol/L glucose) supplemented with 10% FBS, 2 mmol/L glutamine, 100 units/ml

penicillin and 100 pg/mL streptomycin for at least 24 h before being used.
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Cell culture

The rat B-cell line INS-1E was provided by Pr. Maechler (Cell Physiology and Metabolism
Department, Faculty of Medicine, University of Geneva, Geneva, Switzerland) (Merglen et al.
2004), and cultured in RPMI 1640 complete medium as described [19] at 37°C in a humidified
5% CO; atmosphere. All experiments were performed at 70% of cell confluence.

For TPL2 inhibitor experiment: INS-1E cells were pre-incubated at 37°C during 2 h with

or without TPL2 inhibitor (3 uM), and then incubated for 48h with or without TPL2 inhibitor
(3 uM), various glucose concentrations, as indicated in figures legend.

For glucolipotoxicity experiment: INS-1E cells were treated with RPMI 1640

supplemented by albumin (0.5% BSA), containing 11.1 or 33.3 mM glucose with or without
0.5 mM palmitate.

For combination experiment: INS-1E cells were pre-incubated at 37°C during 2 h with

or without TPL2 inhibitor (3 uM) and with or without Exendin-4 (20 nM), and then
incubated for 48 h with or without TPL2 inhibitor and Exendin-4, in 11.1 or 33.3 mM

of glucose.

Western blotting

Cells and tissues (INS-1E and mice islets) were incubated on ice for 10 min in NP40 lysis buffer,
before be sonicated (mice islets) or scraped of the 6 wells-plate (INS-1E cells) and centrifugated
(4°c, 10,000 rpm, 10 min). Supernatant were dosed by BCA assay (Sigma, St. Louis, MO,
#BCA1-1KT) and proteins (25-50 pg/lane) were separated on a 4-12% Bis-Tris NuPAGE gel
and transferred onto a PVDF membrane (FluoroTrans, VWR, Fontenay sous-Bois, France).
Membranes were blocked then incubated overnight at 4°C with appropriate antibodies followed
by a hybridization 1 h at room temperature with secondary antibodies. Proteins were visualized

by enhanced chemiluminescence (Millipore, #WBLKS0500) on ChemiDoc camera (Bio-Rad)
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and quantified by ImagelJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD).

RT-qPCR

Total RNA was extracted and collected from INS-1E B-cells after treatment of chronic
hyperglycemia. The reverse transcription reaction was performed as previously described
(Tenenbaum et al. 2021). Real-time quantitative PCR assays were carried out on the Bio-Rad
MyiQ Real-Time PCR Detection System using i1Q SyBr Green Supermix (Bio-Rad). The primer
sequences for rat used are : ICER, sense 5’-ATGGCTGTAACTGGAGATGAAACTG-3 and
antisense 5’-CACCTTGTGGCAAAGCAGTA-3". B-tubulin, sense 5’-

GGAGGATGCTGCCAATAACT-3’ and antisense 5’-GGTGGTGAGGATGGAATTGT-3".

Insulin secretion measurements

After chronic hyperglycemia (33.3 mM glucose, 48 h) incubation period of INS-1E cells with
or without TPL2i (3 uM), cells were pre-incubated for 2 h for stabilization in KRB buffer [22]
containing glucose 1.4 mmol/L, followed by a 1 h incubation at glucose 1.4 mmol/L or 11.2
mmol/L. Insulin release and content were collected and cleared by centrifugation (4°c, 1 000
rpm, 2 min). Acid ethanol is used to extract insulin content and insulin release was normalized
to insulin content. Insulin secretion was measured by Homogeneous Time Resolved
Fluorescence (HTRF) with Insulin sensitivity tests (#62IN2PEH, Perkin Elmer, Codolet,
France) and these signals were measured on microplate reader by Pherastar FS (BMG Labtech,

Ortenberg, Germany).

Statistical analysis
Results are expressed as the means = SEM for n independent experiments. The statistical

significance between means was assessed by unpaired Student t-test, or by ANOVA (ONE-way
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or TWO-way) followed by Sidak’s post hoc test for multiple comparisons. Analyses were
performed with GraphPad Prism 8 software. A P value < 0.05 was considered significant (*P <

0.05, **P <0.01, ***P <0.001).
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RESULTS

TPL2 expression is increased in rodent islets during diabetes development

An anti-TPL2 antibody detected two bands of 58 and 52 kDa in rodent pancreatic islets (Fig.
1A,B) as reported (Varin et al. 2016), corresponding to the long (TPL2r) and the short (TPL2s)
isoforms of TPL2 that were described to arise from an alternative translational initiation site
[23]. We assessed the expression levels of TPL2 proteins in islets during the development of
diabetes. We observed significant ~ 2 and ~ 2.5 fold increases in TPL21 and TPL2s protein
expressions in islets isolated from GK rats, a spontaneous nonobese model that develops type 2
diabetes [24]. These increased levels of TPL2 proteins in islets were observed at 8 to 10 weeks
of age associated with impaired insulin secretory response to glucose and hyperglycemia (Fig.
1A) [24]. Higher TPL21 and TPL2s protein expression levels were also observed in islets
isolated from obese diabetic Lepr?® mice (db/db mice) (Fig. 1B) at 8 weeks of age associated
with reduced insulin secretion in response to glucose, impaired glucose tolerance, and elevated

blood glucose levels [14, 24, 25].

TPL2 inhibitor treatment reduces the onset of diabetes in db/db mice

Since deletion of the TPL2 gene in mice produced no resistance of pancreatic islets to the effects
of diabetogenic conditions [10], we search for inhibitors of TPL2. We used a potent reversible
and specific ATP-competitive TPL2 inhibitor. This inhibitor belongs to a chemical family which
has been developed by the pharmaceutical industry to treat certain inflammatory diseases [11, 12].
This compound is highly selective for TPL2 and the structure is provided in references [11, 12].
Dose response experiments revealed that the TPL2 inhibitor we used blocked ~ 80% of TPL2
activity with low inhibitory concentration of approximately 3 uM (data not shown). At
concentrations < 5 puM, it did not block any others from a broad panel of kinases representing

most families [10].
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We evaluated the effects of TPL2 inhibitor administration on the development of diabetes using
pre-diabetic db/db mice. These mice spontaneously develop obesity, hyperinsulinemia at 6 weeks
of age progressing to insulin secretion dysfunction, hyperglycemia and frank diabetes by 8 weeks
of age [14]. The TPL2 inhibitor, or vehicle, was administered (i.p. 2.5 mg per kg) to 6-week-old
mice daily for 2 weeks in according to literature [14, 15]. As control, 6-week-old db/+
normoglycemic control mice received injection of vehicle (db/+ vehicle). Fasting blood glucose
levels were in the normal range in vehicle and TPL2 inhibitor treated groups at the initiation of
the treatment (data not shown).

After 1 week, db/db mice treated with the TPL2 inhibitor had improved glucose tolerance with an
approximate 30% reduction in the area under the curve for glucose (Fig. 2A), while the TPL2
inhibitor treatment had no significant effect on fasting blood glucose at this time point (Fig. 2B).
By the age of 8 weeks, vehicle-treated db/db mice developed hyperglycemia (258.6 £40.7 mg/dL,
p<0.001 vs db/+), while TPL2 inhibitor-treated mice had reduced and lower fasting blood glucose
(144.0 = 15.5 mg/dL, ~ 65% reduction, p<0.01 vs vehicle-treated db/db mice) (Fig. 2C). Random
fed hyperglycemia was also found to be reduced from 490 £ 8.4 to 385.6 = 14.7 mg/dL (data not
shown). Vehicle- and TPL2 kinase inhibitor-treated db/db mice showed similar body weight gain
with no significant differences at the end of the treatment period (Fig. 2D), suggesting that
improvement in hyperglycemia was not due to changes in food intake and/or weight loss, and that
TPL2 inhibitor treatment was not associated with adverse or toxic effects.

The reduction of hyperglycemia in db/db mice treated with TPL2 inhibitor might be due to an
improvement in insulin sensitivity and/or B-cell function. To evaluate the effect of TPL2 inhibitor
on insulin sensitivity, an insulin tolerance test was performed. Following insulin injection, db/+
mice exhibited reductions in blood glucose levels (Fig. 2E and F). db/db mice treated with vehicle
showed lower reductions in blood glucose (Fig. 2E and F), revealing decreased insulin sensitivity

in db/db animals as described [30]. No significant difference in insulin sensitivity was observed
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between the vehicle-treated and TPL2-treated db/db (Fig. 2E and F), suggesting that peripheral
insulin target sites were not the main contributors to the improved hyperglycemia observed in the
mice treated with TPL2 inhibitor.

After 2 weeks, consistent with their hyperglycemia (Fig. 2C), the fasting serum insulin
concentrations in vehicle-treated db/db mice were elevated compared to db/+ control mice (11.3
+ 1.2 ng/mL, p<0.001 vs db/+) (Fig. 2G). TPL2 inhibitor treatment significantly reduced serum
insulin concentrations (4.3 £ 0.4 ng/mL, ~ 70% reduction, p<0.001 vs vehicle-treated db/db) (Fig.
2@G), which was consistent with the reduced and near normal fasting glycemia in these mice (Fig.
2C).

We further analysed the pancreas morphology of the mice after 2 weeks of treatment.
Morphometric histological analysis of pancreatic sections revealed that vehicle- and TPL2 kinase
inhibitor-treated db/db mice showed no differences in the proportion of islet occupation per
section (i.e. islet area) (Fig. 3A), number of islets (Fig. 3B), and distribution of the islet sizes (Fig.
3C), suggesting that the reduction of hyperglycemia was not due to changes in islet neogenesis or
islet cell proliferation. This could be more likely due to an improvement in -cell function in

response to treatment with TPL2 inhibitor.

TPL2 inhibition improves B-cell function

We ascertained the role of TPL2 in B-cell biology, and investigated in vitro whether TPL2 is part
of a B-cell signaling process which leads to B-cell dysfunction. Chronically elevated glucose levels
can alter the sensitivity of B-cells in their glucose responsiveness and cause deleterious processes
[5-7, 30]. A chronic exposure (48 h) of the B-cell line INS-1E to high glucose concentration
severely deteriorated insulin secretion by blocking glucose to stimulate insulin secretion (Fig. 4A).
Treatment of INS-1E cells with TPL2 inhibitor significantly improved insulin secretion in

response to stimulatory glucose concentration (Fig. 4A), indicating that the B-cells exposed to
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high glucose and treated with TPL2 inhibitor are more functional. As control, treatment of B-cells
with TPL2 inhibitor alone had no effect on insulin secretion capacities (Fig. 4A).

We hypothesized that TPL2 inhibition may elicit changes in gene transcription that initiate the
process of B-cell dysfunction. The critical transcriptional repressor Icer, which represses the
expression of key components of the machinery of insulin exocytosis such as Noc2, Rab3a and
Rab27a, is increased after chronic exposure of B-cells to hyperlyceamia [32]. These inappropriate
levels of ICER are subsequently associated with impaired B-cell function in response to glucose
[32]. Thus, we hypothesized that the improved insulin secretion following TPL2 inhibition may
be mediated by reduction of ICER expression. Levels of mRNA encoding /cer were found to be
markedly increased in B-cells exposed to high glucose concentrations (Fig. 4B). TPL2 inhibition

prevents mRNA upregulation of Icer (Fig. 4B).

TPL2 inhibition improves B-cell survival

Associated with an insulin secretion dysfunction, a loss of 3-cell mass by apoptotic death has been
proposed during type 2 diabetes [4]. Chronic hyperglycemia induces apoptosis in B-cells [5—7,
17]. A 48 h exposure of INS-1E cells to increasing glucose concentrations induced the emergence
of the cleaved form of caspase-3, a key executioner and marker of apoptosis [33] (Fig. SA and
B), as described [17]. This rise of apoptotic death was associated with increased expression of
both TPL2; and TPL2s isoforms and higher phosphorylation/activation of the stress mitogen-
activated protein kinases (MAPK) (i.e. c-Jun N-terminal Kinase 1 (JNK1) and 2 (JNK2)) (Fig. SA
and B). In contrast, short-term exposure (< 24 h) of INS-1E cells to high glucose concentrations
(33.3 mM) induced neither apoptosis, increased expression of TPL2 nor phosphorylation of INKs
(Fig. 5B). Studies in vitro provided evidences for a synergistic detrimental effects of elevated
glucose and FFA, particularly saturated FFA, on the survival of B-cells [26-28, 33]. Cleaved

caspase-3 level was further increased by chronic exposure to high glucose and palmitic acid
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concentrations compared to the levels induced by high glucose alone. Even under these heightened
apoptotic conditions, TPL2 inhibition reduced by ~ 70-80 % the emergence of cleaved caspase-3

level (Fig. 5C).

We evaluated changes in signaling pathways that may contribute to the reduction in B-cell
apoptosis observed following inhibition of TPL2. JNK1/2 were reported to be involved in high
glucose-induced B-cell apoptotic death and proposed as potential therapeutic targets for type 2
diabetes [34-36]. When overexpressed, TPL2 was shown to activate the INK1/2 pathway [8, 9,
37]. We observed that TPL2 inhibition suppressed JNK1 and JNK2 phosphorylation under
glucotoxic or glucolipotoxic conditions (Fig. 5C). As a control, the 48 h treatment of healthy [3-
cells with TPL2 inhibitor alone neither affected apoptotic death, nor JNK

phosphorylation/activation (Fig. 5C).

TPL2 inhibition combined with GLP-1 receptor agonist protects B-cells against apoptosis

The stimulating action of GLP-1 receptor agonists (GLP-1RAs) on insulin secretion is well
demonstrated following acute administration [39]. However, their long-term efficacy in
preserving the function and survival of B-cells remains to be strengthened [39]. We evaluated
whether the combination of a GLP-1RA with the TPL2 inhibitor has a superior effect than GLP-
1RA alone. B-cells were completely protected from the deleterious pro-apoptotic effect of chronic
hyperglycemia when treated with the exendin-4/iTPL2 combination. The exendin-4/iTpl2
combination produces a more potent anti-apoptotic effect on INS-1E cells exposed to
hyperglycemia than either compound alone by a reduced protein expression of death markers such
as Cleaved caspase-3, Cleaved PARP and JNK1/2 (Fig. 6A). Inhibition of TPL2 enhances GLP-
IRA (exendin-4)-induced activation of the survival transcription factor CREB, revealing a

negative regulation of GLP-1R signaling by TPL2 (Fig. 6B).
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DISCUSSION

Compelling evidences has accrued over the past few years that nutrient-induced metabolic stresses
such as chronic hyperglycemia deteriorate insulin secretion and B-cell survival [4]. While the
molecular links between chronic hyperglycemia, hyperlipidemia and B-cell failure are not yet
completely understood, it is clear that the identification of a common regulator of [-cell
dysfunction and apoptosis would thus offer a novel therapeutic target for the treatment of diabetes.
We show that TPL2 protein expression is increased in pancreatic islets of diabetic GK rats and
db/db mice, correlating with the onset of hyperglycemia and insulin secretion dysfunction.
Chronic exposure of INS-1E B-cells to high glucose and fatty acid concentrations increased TPL2
protein expression. Beyond cytokines [10], nutrients can regulate the expression and activation of
TPL2. Our previous studies indicated that deletion of TPL2 did not protect -cells from apoptosis,
suggesting that the absence of TPL2 is compensated by the overexpression of another MAP3
kinase engaging apoptotic pathways as shown in other cell types [10]. We thus conducted
pharmacological loss of function study to assess the role of TPL2 in vivo. TPL2 inhibitor treatment
delays the onset of diabetes in 6—8-week-old db/db mice. Administration of a selective small
inhibitor of TPL2 to db/db mice markedly improves fasting hyperglycemia (~ 65% reduction),
fasting hyperinsulinemia (~ 65-70% reduction) while insulin sensitivity is not affected. These
effects are seen within two weeks after starting drug therapy. They are likely attributed to the
protection of B-cells with respect to the abnormal metabolic environment in db/db mice. Signaling
pathways that modulate insulin secretion dysfunction and -cell apoptosis are attenuated in vitro

by the addition of the TPL2 inhibitor.

The precise mechanisms by with TPL2 pharmacological inhibition produces this beneficial effect
were partly elucidated. The detrimental effects of a long-term high glucose exposure on p-cell
function have been clearly established [40]. Inhibition of TPL2 significantly restored the capacity

of glucose to stimulate insulin secretion in B-cells exposed to high glucose, likely favoring the
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maintenance of efficient glucose sensing and exocytosis. TPL2 may affect modulate transcription
factors and gene expression profiles that initiate the process of B-cell dysfunction. Inhibition of
TPL2 balances the negative regulation of insulin production and secretion induced by ICER which
is exacerbated by chronic hyperglycemia. ICER deregulation leads to pancreatic [-cell
dysfunction and death [41], suggesting the protective effect of TPL2 inhibitor on the dysfunction

and death of B-cell.

TPL2 plays a central role in the initiation of cell death [42, 43]. TPL2 is overexpressed and highly
active in diabetic environments, such as hyperglycemia and hyperlipidemia, and induces the
JNK1/2 dependent apoptosis pathway in B-cells leading to subsequent caspase-3 and PARP
cleavage and cell death. JNK1 and JNK2 activation deteriorate B-cell survival [35, 36, 43, 44].
TPL2 inhibition reduces JKN1/2 phosphorylation/activation and apoptosis induced by
hyperglycemia and hyperlipidemia in B-cells. Beyond a therapeutic strategy based on a direct
pharmacological inactivation of TPL2, it is now of interest to investigate the molecular
mechanisms that regulate the expression levels of TPL2 in the -cells upon diabetic conditions to
identify additional new targets.

Inhibition of TPL2 would simultaneously exert an anti-apoptotic action and a functional effect
which amplifies the GLP-1 effect on -cells, making it possible to consider the therapeutic utility
of a GLP-1RA/TPL2 inhibitor combination against type 2 diabetes. Our results raise the
possibility that TPL2 hyperactivity is a common regulator of B-cell dysfunction and apoptosis
induced by various diabetic conditions. As such, TPL2 inhibition could be used as a therapeutic
approach to alleviate 3-cell failure. TPL2 inhibitor are developed by pharmaceutical industries for
treating inflammatory diseases, there might be an interesting opportunity for repurposing this
pharmacological agent for type 2 diabetes. Future clinical studies will be needed to explore this
possibility, and to validate the hypothesis that this TPL2 kinase contributes to hyperglycemia

deleterious effects that sustain B-cell failure.
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FIG. 1. TPL2 protein is overexpressed in diabetes conditions. Representative immunoblots and
quantifications of three to six independent experiments are shown, and expressed as means + SEM
of both isoforms to TPL2 (TPL2. and TPL2s) on B-actin protein amount ratio detected by Western

blotting in (A) GK rat islets and (B) db/db mice islets. White bars represent control and black bars
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FIG. 2. Metabolic parameters of db/db mice after a treatment to TPL2 inhibitor. After 1 week of
treatment with TPL2 inhibitor or vehicle, (A) glucose tolerance with area under curves (AUC) and
(B) fasting blood glucose in db+ and db/db mice were measured. After 2 weeks of treatment, (C)
fasting blood glucose, (D) body weight, (E-F) brut data and results transformed in percent of
insulin tolerance and (G) fasting serum insulin were measured in db+ and db/db mice. White bars
corresponding to db/+, black bars represent db/db control to inhibitor and grey bars represent db/db
treated with TPL2 inhibitor. Means = SEM for five mice in each group are presented. “P < 0.05, *
P <0.01, " P < 0.001 db/db vehicle-treated mice vs db/+ mice, and *P < 0.05 ** P < 0.01, and

*#% P <0.001 db/db Tpl2i-treated mice vs db/db vehicle-treated mice. ns: not significant.
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FIG. 3 Morphometric histological analysis of pancreatic sections of db/db mice treated by TPL2
inhibitor. (A) The occupation, (B) the number and (C) the size of islets were measured on
pancreatic sections of db/db mice treated with TPL2 inhibitor. White bars corresponding to db/+,
black bars represent db/db control to inhibitor and grey bars represent db/db treated with TPL2

inhibitor. ns: not significant.

105



kK oAk

Insulin secretion
(% insulin content)
S
[ ﬁ+‘| a
2
e
o

0

Glucose (mM) 14 112 14 11.2 14 112 14 112

TPL2i - - + + - R + +
L ] L |
Glucose 11.1 mM Glucose 33.3 mM
B
400 =
e s
350 =
Hekck
ﬂfc 300 =
—~—
B S 250 -
S E
< 5 200 -
Z 9
B2 150 o T
=< 1
100 =
0 -
TPL2i - + - +
Glucose (mM) I1.1 333

FIG. 4. TPL2 inhibition improved the B-cell function. (A) Glucose-stimulated insulin secretion in
percentage of insulin content with 1.4 mM and 11.2 mM glucose stimulation and (B) mRNA level
of Icer were measured in INS-1E cells treated with or without the TPL2 inhibitor (TPL21, 3 uM)
under chronic hyperglycemia (33.3 mM glucose for 48 h). Each column represents the mean +/-

SEM of four independent experiments. *P < 0.05, and ***P < (0.001. ns: not significant.

106



A

cleaved C3 —+

p-p54 INK2 _,
p-p46 INK1 —*

INK2 _,
INK1 ™

B-actin —

TPL2i

Glucose (mM)

kDa

s P35
TPL2, = - 52
p-p5S4 INK2 _, _ 54
p-pi 1 = || - 16

Glucose (mM) 11.1 22.2 33.3

Glucose (mM) 11.1 22.2 33.3

B

cleaved C3 -

TPL2,
N
TPL2, —

p-p54 INK2 _,
p-p46 INK1 ~

p54 INK2 _,
p46 INK1 ~

[B-actin —

Times (h)

11.1 33.3 333 +Pal

& ek

350 wH 350 i
1

300 300
o _ 2
g 250 g 250
o g
2 200 g 200
] 1
=150 = 150
g f
(o]
! 100 £ 100

50 50

0 0 -

Glucose (mM) 11.1 22.2 33.3

L — ——

— — > v S P
4 8 24 30 48
L '
Glucose 33.3 mM
8- dokk
= —
- *
£
5]
17 3 ¢
=
°
&
e
S 4
R
-54 5
-46 F
o
2 O 27
o]
(5]
>
ol
Q
0-
TPL2i = W = B o= W
Glucose (mM) 11.1 333 33.3 + Pal.

107



FIG. 5. TPL2, Cleaved Caspase-3, phospho-JNK1/2 and JNKI1/2 protein expression
overexpressed in INS-1E B-cells exposed to diabetogenic conditions. B-actin levels were used as
loading control. Levels of Cleaved Caspase-3, both isoforms to TPL2 (TPL2r and TPL2s),
phosphorylated proteins for JNK1 (p-p46 JNK1), INK2 (p-p54 INK2) in INS-1E cells, (A) under
48h exposure at different concentrations of glucose (11.1 mM, 22.2 mM or 33.3 mM), (B) under
33.3 mM of glucose at different times (4, 8, 24, 30 and 48 h) and (C) under glucolipotoxicity
conditions for 48 h (33.3 mM glucose and 0.5 mM palmitate) treated with or without the TPL2
inhibitor (TPL21, 3 uM). Representative immunoblots and quantifications between three to nine
independent experiments are shown. Data are presented as the means £ SEM. * P < (.05, ** P <

0.01, *** P<0.001.
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FIG. 6. Combined use of TPL2 inhibitor and Exendin-4 on the survival INS-1E B-cells.
(A) Cleaved Caspase-3 and Cleaved PARP protein expression were detected by Western blotting
in INS-1E cells exposed to chronic hyperglycemia (33.3 mM glucose) and treated with or without
TPL2 inhibitor (3 uM) and with or without Exendin-4 (Ex-4, 20 nM). (B) Phosho-CREB protein
expression treated 2 h with TPL2 inhibitor and stimulated 20 min with Exendin-4. Representative
immunoblots and quantification of three to six independent experiments are shown. Data are

presented as the means + SEM. * P < (.05, ** P < 0.01, *** P <0.001.
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Résultats complémentaires :

En complément de cet article sont ajoutés :

- L’expression protéique de TPL2 sur un modele d"llots pancréatiques humains.

Les ilots humains utilisés dans nos expériences sont issus de trois donneurs non obéses et non
diabétiques. lls ont été isolés au laboratoire de thérapie cellulaire du diabéte (IRMB, St-Eloi,
LTCD-PRIMS, Centre Hospitalier Universitaire Montpellier, Montpellier). Les flots ont été
cultivés pour récupération pendant 3 a 5 jours apres isolement a 37°c (95% Oz et 5% CO>) dans
un milieu CMRL 1066 (Mediatech, Herndon, VA) contenant 5.6 mmol/L de glucose et
supplémenté avec 10% de FBS, 100 Ul/mL de pénicilline, 100 mg/mL de streptomycine et 2 mM
de glutamine, avant traitement puis récoltés comme décrit dans I'article Ruiz et al. 2018.

Nous avons exposé de maniere chronique lesilots humains a un stress induit par des nutriments
telles que I’hyperglycémie et I'hyperlipidémie. Une des trois expériences montre clairement
une augmentation des deux isoformes de TPL2 (TPL2, et TPL2s) dans ces conditions (Figure 7),
corrélée a une augmentation de I'expression de la caspase 3 clivée (Blot caspase 3 clivée publié
dans Ruiz et al. 2018). Sur les autres expériences, la quantification de I’'expression de TPL2 par
western blot est difficile mais semble soutenir ce résultat puisque la surexpression de TPL2 est
moindre lorsque la caspase 3 clivée est moins exprimée. Il semblerait donc, comme |'étude in
vitro sur la lignée INS-1E et ex vivo sur les modeles de rongeurs, que |'expression de TPL2
augmente dans ces conditions d"hyperglycémie et d’hyperlipidémie, associée la mort des ilots
pancréatiques humains. Cependant, le nombre d’expériences est limité et, au vu de la diversité
des individus (Table 1), il est nécessaire d’effectuer d’autres expériences dans ces conditions
pour conclure avec certitude que le stress induit par des nutriments entraine effectivement

une augmentation de la kinase TPL2 associée a de la caspase 3 clivée dans les flots humains.
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Figure 7 : Expression protéique des deux isoformes de TPL2 dans des ilots humains sous conditions de
stress induit par un nutriment (hyperglycémie et hyperlipidémie). La B-actine et la GAPDH sont utilisées
comme contréles. Ce résultat est issu de trois expériences indépendantes avec trois donneurs

différents.

Donneur 1 2 3
Sexe Homme Femme Homme
Age (années) 66 74 36
IMC (kg/m?) 30.5 293 22.9
Antécédents Hypertension Hypertension et
meédicaux et AVC hypercholestérolémie AVE

Table 1 : Caractéristiques des donneurs d’ilots humains.
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- L'invalidation de TPL2 par siRNA.
Nous voulions étudier, au-dela de [inhibition, l'effet de [linvalidation de Tp/2 sous
hyperglycémie chronique dans la lignée B cellulaire INS-1E. Pour cela, nous avons utilisé la
technique de transfection par siRNA provenant de chez Ambion (Références : Scr : 4390843 ;
SiITPL2 : 4390771). 24 h apres ensemencement, les cellules INS-1E ont été transfectées
(Lipofectamine 3000 dans milieu Opti-MEM). Le milieu a été remplacé 24 h apres transfection
par du milieu RPMI complet puis les cellules ont été lysées 72 h apres transfection. Nous avons
utilisé différentes concentrations de ce siRNA pour évaluer la meilleure concentration a utiliser
pour nos expériences. La concentration la plus faible parmi celles testées, soit 10 nM, est la
seule qui a induit une légere diminution de la protéine cible TPL2 avec une diminution d’environ
20% (Figure 8). Ce pourcentage est relativement bas, indiquant une faible efficacité de ce
siRNA. Par conséquent, nous souhaitons tester d’autres siRNA ciblant le gene Tp/2 provenant
d’autres fournisseurs avant d’approfondir ces expériences et comparer les effets de
I'invalidation de Tp/2 a ceux de I'inactivation sur la mort et la fonction des cellules B induite par

hyperglycémie chronique.
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Figure 8 : Invalidation de Tp/2 par siRNA aprés 72 h de transfection a une concentration de 10,
50 et 100 nM. Quantifications (B) de I'expression protéique (A) des deux isoformes de TPL2
(TPL2_et TPL2s) obtenues par Western Blot (n = 3).
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- La production en AMPc apres traitement a I'inhibiteur de TPL2
Sur la figure 6 de larticle, nous avons montré que linhibition de TPL2 permet une
augmentation de la réponse a I'Exendine-4 (Ex-4) sur des cellules B INS-1E saines, par I'étude
du facteur de transcription CREB. Nous nous sommes interrogés sur le lien entre TPL2 et GLP-
1. Et nous avons cherché a savoir a quel niveau TPL2 exerce-t-il son frein sur la signalisation du
GLP-1 ? Pour cela, nous avons étudié la production d’AMPc dans ces mémes conditions car
d’aprées la littérature, la liaison du GLP-1 a son récepteur entraine I'activation de I'adénylate
cyclase via la protéine Gas permettant la transformation de I’ATP en AMPc (Light et al. 2002 ;
Drucker 2018). Sur la figure 9A, nous n’observons pas d’augmentation de la production d’AMPc
par le traitement a 'inhibiteur de TPL2, malgré I'effet positif de I'Ex-4 sur ces cellules (Figure

9A). Ces résultats suggerent que I'effet de I'inhibiteur se produit en aval de I'adénylate cyclase

(Figure 9B).
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Figure 9 : Effet de I'inhibiteur sur la signalisation du GLP-1. (A) Etude de la production de I’AMPc
par HTRF apres traitement a l'inhibiteur de TPL2 (3 uM) suivi d’une stimulation a I'Ex-4 (20 nM)
(n=4).(B) Schéma indiquant I'effet potentiel de TPL2 sur la signalisation du GLP-1. * P < 0.05,

*** P <0.001. ns : non significatif.
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- Lasécrétion d’insuline aprés traitement a I'inhibiteur de TPL2 dans les flots murins
soumis a un stress glucolipotoxique
Aprés avoir étudié in vitro sur une lignée B cellulaire I'effet de I'inhibiteur de TPL2 sur la
sécrétion d’insuline, il nous semblait indispensable de travailler sur des ilots primaires. Ce
modele est plus complexe car il est composé de plusieurs types cellulaires pouvant moduler la
sécrétion d’insuline. Nous avons choisi d’utiliser des souris males C57BL/6J agées de quatre a
cing mois. Apres euthanasie, nous avons collecté les pancréas pour en récupérer les flots apres

digestion de ces derniers a la collagénase.

Différentes conditions ont été testées sur ces flots pancréatiques murins :
1. GI10BSA
2. G10BSA +inhibiteur de TPL2
3. G30 Palmitate
4. G30 Palmitate + inhibiteur de TPL2

Une pré-incubation d’1 h en bas glucose (G3 mM) a permis de mettre les cellules au repos afin
de mieux percevoir la sécrétion d’insuline lors de la stimulation au glucose. Enfin, chacun des
groupes s’est vu divisé en deux pour que dans chaque condition, nous ayons des flots stimulés
a bas glucose (G3 mM) et d’autres a haut glucose (G15 mM). Aprées lyse et congélation, les Tlots
ont été soniqués puis dosés en utilisant la technique HTRF (cf M&M de I'article).

Nos résultats montrent une hypersécrétion de l'insuline dans des ilots pancréatiques murins
soumis a une hyperglycémie et une hyperlipidémie. Le traitement a I'inhibiteur de TPL2 permet
de diminuer d’environ 3x cette hypersécrétion d’insuline et ne module pas la sécrétion des flots
sains (Figure 10A). Le choix de montrer ces résultats sous ce format a été fait pour une
meilleure lisibilité et compréhension des résultats puisque I'on observe un effondrement du

contenu en insuline dans les conditions glucolipotoxiques (Figure 10B).
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Figure 10 : Effet de l'inhibiteur sur la sécrétion d’insuline des ilots murins soumis a de
I"hyperglycémie et I"hyperlipidémie. (A) Sécrétion d’insuline représentée en pourcentage du
contenu. Quatre conditions: avec ou sans glucolipotoxicité (G33 + Pal.) et avec ou sans
inhibiteur de TPL2 (TPL2i, 3 uM). (B) Représentation du contenu en insuline dans les conditions

précédemment citées. 4 a 7 expériences par condition. * P <0.05, *** P < 0.01.
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DISCUSSION

Etudes des mécanismes moléculaires impliqués dans la mort et la fonction des

cellules B pancréatiques induite par glucotoxicité

1. Expression de TPL2

Il a été décrit que la MAP3K8 TPL2 est exprimée dans plusieurs types cellulaires :
adipocytes, macrophages (Jager et al. 2010) et cellules B pancréatiques et que son expression
est augmentée par I'inflammation via un cocktail de trois cytokines pro-inflammatoires (Varin
et al. 2016). Au travers de nos travaux, nous avons tout d’abord montré que I'expression de
TPL2 est augmentée dans des flots pancréatiques de modeles de rongeurs diabétiques (souris
db/db et rat GK) qui sont deux modeéles ayant une hyperglycémie et une dysfonction des
cellules B pancréatiques. L'originalité de ce projet a consisté a montrer qu’un nutriment, tel
que le glucose, a la capacité d’induire une augmentation de la MAP3 kinase TPL2 dans les
cellules B INS-1E, qui jusqu’a lors été connue pour étre induite par des cytokines pro-
inflammatoires. L'étude des flots humains (partie « résultats complémentaires ») a soutenu nos
résultats en montrant que l'induction de la caspase 3 clivée pourrait dépendre de la
surexpression de TPL2 induite par un stress causé par des nutriments. Nous pourrions étudier
I'expression de TPL2 au sein des autres types cellulaires de I'llot (par immunomarquage par

exemple) et déterminer son réle dans ces cellules.

2. Inactivation pharmacologique de TPL2

Dans nos conditions, 'inhibiteur de TPL2 (3 uM) n’affecte pas la sécrétion d’insuline en
condition controle. L’hyperglycémie soutenue pendant 48 h dans les INS-1E entraine une perte
de sécrétion d’insuline induite par des concentrations stimulantes de glucose. Nous avons
montré que l'inactivation pharmacologique de TPL2 permet d’améliorer partiellement la
sécrétion d’insuline induite par le glucose dans ces conditions d’hyperglycémie chronique.
L’étude mécanistique a permis de mettre en évidence |'implication d’ICER dans cette
amélioration de la fonction puisque l'inhibition de TPL2 permet de réduire I'augmentation de
I’ARNm d’Icer induite par I'hyperglycémie chronique dans le modele INS-1E. /cer, qui est connu

pour étre un répresseur transcriptionnel de l'insuline (Amar Abderrahmani et al. 2006) qui
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module I'expression de quatre genes : les deux GTPases Rab3a et Rab27a et leurs effecteurs
Noc2 et Slp4, jouant un réle dans la machinerie sécrétoire de I'insuline. Il serait intéressant
d’étudier ces cibles afin d’en connaitre davantage sur les mécanismes et voies de signalisation
de TPL2.

Nos données ex vivo sur les ilots primaires de souris indiquent une hyperstimulation de
la sécrétion d’insuline sous un stress glucolipotoxique. Une partie de la littérature montre que
le stress que nous avons utilisé entraine un effondrement de la sécrétion d’insuline in vivo (en
accord avec nos données INS-1E) (Hall et al. 2019). Cependant, plusieurs études indiquent
qu’avant cette perte de sécrétion d’insuline, les cellules B pancréatiques sont hyperstimulées.
En effet le taux élevé du glucose entraine une augmentation de la glycolyse engendrant une
augmentation de I'excitabilité de la membrane plasmique. Ce mécanisme a pour conséquence
une augmentation de I'entrée calcique qui déclenche et augmente la sécrétion d’insuline
(Ahrén et al. 2005 ; Nichols et Remedi 2012), comme montré dans la partie « résultats
complémentaires » avec une hypersécrétion de l'insuline associée a un effondrement de son
contenu en utilisant le modeéle d’llots isolés murins (Shyr et al. 2019). Pour retrouver
I'effondrement de la sécrétion d’insuline qui correspond a la dysfonction des cellules  causée
par le stress glucotoxique ou glucolipotoxicique, et dépasser cette étape de compensation des
cellules B pour combattre I'hyperglycémie, nous pouvons augmenter le temps pendant lequel
les Tlots sont soumis a ces stress. Il ne faut pas oublier qu’a la différence de I'in vitro, I'in vivo
possede de nombreux autres facteurs pouvant induire la perte de la sécrétion d’insuline, c’est
pourquoi il peut étre délicat d’obtenir in vitro sur un modele d’flots de souris cette perte de

sécrétion.

De plus, ce projet a permis de montrer que I'augmentation de TPL2 était corrélée a
celles de deux isoformes de JNK (p-p54 JNK2 et p-p46 JNK1) et de la caspase 3 clivée, toutes
trois impliquées dans la mort des cellules B pancréatiques induite par glucotoxicité (Abdelli et
al. 2007 ; Abderrahmani et al. 2007). Une cinétique a montré la mise en place de ces protéines
au cours du temps. L'inactivation pharmacologique de TPL2 permet de réduire la perte de la
masse des cellules B pancréatiques par une diminution de I'apoptose induite par hyperglycémie
chronique. Il est vraisemblable de penser qu’une amélioration de la survie de ces cellules et la
diminution de I’environnement diabétogeéne est essentiel pour un meilleur fonctionnement de

ces cellules (Tomita 2016 ; Bensellam et al. 2012).
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Plusieurs équipes travaillant sur TPL2 montrent ces effets dans la mort induite par
I'inflammation (Varin et al. 2016 ; Tanti et Jager 2009). Notre étude a permis de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la mort des cellules B pancréatiques
médiées par le stress induit par des nutriments (glucotoxicité et glucolipotoxicité). Certaines
équipes montrent que l'inhibition de MAPKs permet de réduire la mort et la dysfonction des
cellules B (Mazzoli et al. 2021 ; Wei et al. 2018). Cependant, en inhibant une MAP3K qui est en
amont des MAPKs, nous nous attendons a un effet plus puissant, permettant de toucher un
plus grand nombre de voies de signalisation. Des études complémentaires de ces mécanismes
in vitro, en aval mais également en amont de TPL2 est nécessaire. Nous pourrons étudier, dans
un premier temps, les protéines activatrices et régulatrices de TPL2 telles que IKKB ou NFkB

dans ces conditions diabétogenes.

Il Combinaison thérapeutique avec inhibiteur de TPL2 et agoniste du récepteur GLP-1.

1. Combinaison thérapeutique in vitro

Nous avons montré I'efficacité de la combinaison thérapeutique entre l'inhibiteur de
TPL2 et I'agoniste du récepteur GLP-1 (Exendine-4) par une réduction de la caspase 3 clivée et
de PARP clivée sous hyperglycémie chronique, qui sont deux protéines impliquées dans la mort
des cellules par apoptose. La phosphorylation de CREB, protéine impliquée dans la survie et |a
fonction des cellules B, est augmentée dans des cellules traitées a I'inhibiteur de TPL2 puis
stimulées a I'Ex-4 démontrant 'intérét d’utiliser cette combinaison pour améliorer les effets
bénéfiques des GLP-1RAs couramment utilisés en clinique dans le cadre du DT2.

Il serait également intéressant d’approfondir I’étude de la signalisation du récepteur du
GLP-1 au sein de la cellule pancréatique soumise a de la glucotoxicité suite au traitement a
I'inhibiteur de TPL2. Puisqu’il a été montré que I'hyperglycémie chronique entraine une
diminution de la signalisation du récepteur au GLP-1 via la PKA dans la cellule pancréatique
(Rajan et al. 2015). Nos résultats sur la production en AMPc dans ces conditions montrent que
TPL2 agit sur la voie de signalisation du GLP-1, en aval de I'adénylate cyclase. Ce résultat
suggere que TPL2 n’agit pas directement sur I'adénylate cyclase et donc sur le récepteur GLP-
1. Cependant, nous ne savons pas, dans nos conditions, si la quantité de récepteurs du GLP-1

est modifiée au niveau de la membrane plasmique ou si ce récepteur est plus ou moins
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endocyté et redirigé vers d’autres organites. Il serait donc intéressant d’étudier non seulement
sa localisation subcellulaire mais également les protéines en aval de I'adénylate cyclase et en
amont de CREB comme par exemple la PKA afin de mieux connatitre les effets de TPL2 sur cette
voie du GLP-1R. Pour aller plus loin dans cette étude, il serait intéressant de tester d’autres
GLP-1RAs que I'Ex-4 afin de déterminer le(s)quel(s) possede(nt) des effets plus importants sur

la survie et la masse des cellules B.

2. Combinaison thérapeutique in vivo

Dans ce projet, nous avons utilisé les souris db/db comme modeéle de diabéte de type
2. Ces souris ont pour avantages de développer rapidement un diabéte avec une hyperglycémie
chronique qui se manifeste suite a une insulinorésistance et une perte de fonction des cellules
B pancréatiques. Les avantages de ce modele sont économiques, avec une facilité et une
rapidité d’utilisation (Wang et Brubaker 2002). Cependant, le modeéle de souris db/db est de
plus en plus discuté. Des études ont montré que ces souris n‘ont pas toujours le méme
phénotype malgré leur mutation génétique du récepteur a la leptine et certaines ne
développent pas de diabéte. De plus, ces souris sont également obéses, ajoutant un facteur
confondant a celui du DT2 que nous étudions. Nous nous questionnons donc sur le modele
adéquat pour utiliser la nouvelle combinaison thérapeutique que nous avons imaginés :
inhibiteur de TPL2 et GLP-1RA. Le modeéle du rat GK présente de nombreux avantages. Celui-ci
développe spontanément un diabéete de type 2 qui est représenté par une hyperglycémie
chronique et un défaut de sécrétion d’insuline des 8 semaines de vie, sans le facteur
confondant « obésité » (Bernard Portha et al. 1991). L'altération de la sécrétion d’insuline, dans
ce modele est causée, en partie par une diminution du transport du glucose de la production
d’ATP et de I'exocytose d’insuline ; mécanismes qui se retrouvent dans les cellules B humaines
issues de patients diabétiques de type 2 (Rutter et al. 2015 ; Petrenko et al. 2020). De plus, ce
modele développe également les comorbidités associées au diabéte chez 'Homme tels que des
complications microvasculaires, nerveuses, cardiaques ou rénales (Nagao et al. 2020), faisant
des rats GK un modeéle pertinent dans notre étude. Par rapport a la souris db/db, le désavantage
concernant ce modele se référe au co(t (prix des cages, des emplacements mais également au
niveau des quantités de substances a injecter) et a I'espace qu’il prend par rapport au premier.

L'utilisation d’un autre modele serait également avantageuse dans le sens ou I'on verrait les

119



effets de I'inhibiteur de TPL2 sur un modele supplémentaire qui est en plus diabétique non
obese.

Les effets relatés de I'inhibition de TPL2 sur I'inflammation nous menent a penser que
cette nouvelle stratégie peut étre utilisée dans le cadre du DT1. Pour cela, nous pourrions
étudier les effets de I'inhibiteur de TPL2, combiné (ou non) avec un GLP-1RA, sur des souris
NOD (Non-Obese Diabetic) qui est un modele de souris diabétiques non obéses possédant de
nombreuses caractéristiques communes du diabete de type 1 humain. En effet, ce modele de
souris développe spontanément le DT1 et a permis de déterminer les roles des cellules de
I'immunité innée et des cellules B pancréatiques dans la pathogéneése du DT1 (Pearson et al.

2016).
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PERSPECTIVES

Etudes des mécanismes moléculaires impliqués dans la mort et la fonction des

cellules B pancréatiques induite par glucotoxicité

1. Invalidation vs inactivation

Au cours de notre projet nous avons été confrontés a quelques difficultés et notamment
par 'utilisation de I'inhibiteur de TPL2 qui n’est pas toujours idéale selon la technique utilisée.
En effet, pour des techniques d'immunomarquage, la coloration intrinseque de I'inhibiteur de
TPL2 ne permettait pas de conclure suite aux artéfacts engendrés. Nous avons décidé d’utiliser
des techniques d’invalidation de TPL2 par siRNA, afin d’étudier I'impact de I'absence de TPL2
dans la cellule B en conditions saine et sous hyperglycémie chronique. Cependant, comme
indiqué dans la partie « résultats complémentaires » de ce manuscrit, nous n’avons pas réussi
a invalidé TPL2 de maniere significative par nos outils. Dans la littérature, certaines équipes
utilise la technique de siRNA et montrent une invalidation de TPL2 autour de 30%. Pour avoir
des effets probants, nous souhaitions avoir au moins 50% de diminution de I'expression de TPL2
avant de continuer ces expériences en condition glucotoxique. C'est pourquoi, pour la suite de
ce projet, il serait intéressant d’invalider TPL2 de maniere différente. Pour cela, nous avons
imaginé utiliser un vecteur viral permettant de répliquer en continue une séquence permettant
d’empécher I'activation de TPL2. Dans cette idée, nous utiliserons les petits ARNs en épingle a
cheveux (shRNA) exprimés par le biais de vecteurs viraux (lentivirus) (Moore et al. 2010). Cette
technique d’invalidation possede plusieurs avantages avec dans un premier temps, le taux
faible de dégradation de ces ARNs et leur bonne stabilité, puis I'utilisation du lentivirus permet
d’intégrer le shRNA dans des portions transcriptionnellement actives de la chromatine
permettant de transmettre ce shRNA a la descendance de la cellule. En théorie, I'invalidation
devrait étre quasi-totale puisque la quantité de shRNA se ferait en permanence et pourrait
bloquer I'ensemble des transcrits. Avec cette méthode, nous pourrons comparer les effets de

I'invalidation de TPL2 par rapport son inhibition pharmacologique dans notre thématique.

2. Effets de l'inhibition de TPL2 sur différentes voies de signalisation

Pour compléter notre étude, il serait intéressant d’étudier les effets de I'inhibition de

TPL2 sur des éléments indispensables de la cellule B pancréatique tel que le calcium car il a été
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montré que TPL2 permet d’augmenter le calcium cytosolique via les signalisations de Rac et
Fac (Hatziapoupostolou et al. 2011). En plus de controler la sécrétion d’insuline en jouant sur
I'exocytose des granules d’insuline dépendante du calcium, le calcium affecte les différents
organites (RE, mitochondries, appareil de Golgi) de la cellule et impacte les granules de
sécrétion et les lysosomes (Gilon et al. 2014). Nous savons que l'activité électrique qui module
le flux calcique au sein de la cellule B est modulé par des conditions glucotoxiques et que le
calcium joue un réle fondamental dans la cellule. L'activité électrique qui controle le calcium
est stimulée par de nombreux agents tels que le glucose, des aa, des hormones ou encore des
agents pharmacologiques (sulfonylurées, glinides) (Rorsman et Ashcroft 2018) et pourrait donc

étre modulé par les effets de I'inhibition de TPL2 qui touche de nombreuses voies cellulaires.

Il. Combinaison thérapeutique avec inhibiteur de TPL2 et agoniste du récepteur

GLP-1.

1. Invivo

Plusieurs études ont montré I'effet de I'inhibiteur de TPL2 que nous avons utilisés sur
différents types cellulaires : macrophages, cellules cancéreuses, adipocytes... ; indiquant que
cet inhibiteur n’est pas spécifique aux cellules B, il agit sur 'ensemble des tissus et types
cellulaires. Il serait donc intéressant, au-dela de I'étude de la survie et la fonction des ilots
pancréatiques, d’étudier les effets de la combinaison thérapeutique sur les tissus cibles de
I'insuline. Les GLP-1RAs ont des effets anti-diabétiques et anti-inflammatoires sur I'organisme :
ils améliorent la sensibilité a I'insuline et diminuent la stéatose hépatique non alcoolique en
réduisant le poids de I'individu (Zhou et al. 2019). Les GLP-1RAs agissent sur de nombreux tissus
et types cellulaires, tout comme I'inhibiteur de TPL2 qui agit sur les hépatocytes, les adipocytes,
les cellules B pancréatiques et autres. Les effets de ces deux molécules pourraient donc étre
complémentaires, comme nous I'avons identifié dans les cellules  pancréatiques.

Dans l'introduction de ce manuscrit, nous avons pu voir qu’il existe plusieurs inhibiteurs
de TPL2 et que certains ont déja été testé in vivo. |l serait intéressant de tester et comparer
leur efficacité dans notre problématique, en le combinant a un GLP-1RA en choisissant des
expériences clefs. Nous avons pu voir qu’un des inhibiteurs de TPL2 est pris oralement a la
différence de celui que nous avons étudié qui est injectable. Ceci représente un avantage

majeur et nécessite d’étre étudié plus profondément.
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2. Enclinique

Toutes nos recherches fondamentales sont congues pour étre translationnelles et
permettre d’amener de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la clinique. Nous
réfléchissons d’ores et déja a la mise en place potentielle d’un traitement de ce type pour des
patients diabétiques qui n’arrivent pas a obtenir un bon contréle glycémique. Ce traitement
pourrait viser a une réduction de I’hyperglycémie chronique des patients DT2 qui sont ou non
traités aux GLP-1RAs. La stratégie d’inhiber TPL2 chez des patients DT1 a également sa place,
puisqu’il a été montré qu’en plus de son rdle sur la survie et la fonction des cellules B (Varin et
al. 2016), un des roles de TPL2 est de moduler l'inflammation, qui est une composante
importante dans le DT1. Et cela est renforcé par le fait que certains patients DT1 (en surpoids
ou obeéses) sont traités avec des thérapies non insuliniques (GLP-1RAs, iDPP-4, iSGLT) en plus
de leurs injections quotidiennes d’insuline lorsque le contrdle glycémique n’est pas atteint.
Cependant ces traitements, en plus de leurs effets indésirables, ont des effets bénéfiques
modestes et limités dans le temps. C’'est pourquoi ils méritent d’étre améliorés ou remplacés

(Frandsen et al. 2018).

Pour la suite de ce projet, il sera nécessaire d’étudier la pharmacologie, la
pharmacocinétique et la toxicologie des molécules utilisées. Pour I'inhibiteur de TPL2 que nous
avons utilisé, certaines questions ont déja des réponses puisque la pharmacologie de cet
inhibiteur a été étudié par le groupe Gavrin et al (Gavrin et al. 2005). De plus, nous avons
montré les bénéfices in vivo dans le cadre du diabete de type 2 par I'utilisation des souris db/db,
avec une amélioration de la glycémie sans modification du poids aprés deux semaines de
traitement a une dose de 2.5 mg/kg. L'insulinémie est également réduite sans modifier la
sensibilité a I'insuline. D’autres études, menées par d’autres équipes montrent que I’utilisation
de l'inhibiteur de TPL2 permet d’améliorer la colite chez les rongeurs mimant les maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin (Lawrenz et al. 2012). Cependant, il reste tout de méme
des études de pharmacocinétique (vitesse de diffusion dans l'organisme, mode de
transformation et élimination de la molécule ainsi que son devenir) a effectuer pour la suite de

ce projet.
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CONCLUSION

En conclusion, nos travaux ont permis de montrer qu’un nutriment tel que le glucose
régule I'expression de la MAP3K8 TPL2. Cette kinase est connue pour induire la mort et la
dysfonction de différents types cellulaires sous cytokines inflammatoires. Nous avons montré
que la surexpression de TPL2 par I'hyperglycémie chronique dans les cellules B entraine
I'activation de marqueur de I'apoptose tels que JNK1/2 et caspase 3 clivée. Ces résultats sont
associés a la dysfonction de la cellule B. L'inhibition pharmacologique de TPL2 permet de
réduire I'apoptose et la dysfonction des cellules B en réduisant I'augmentation de I'expression
des marqueurs d’apoptose précédemment cités et 'ARNm d’lcer qui un répresseur
transcriptionnel de I'insuline. In vivo, nous avons montré les effets bénéfiques de I'inhibition de
TPL2 sur I'hyperglycémie chronique et I'insulinémie sans modifier le poids des souris db/db. La
combinaison thérapeutique d’un inhibiteur de TPL2 et un agoniste du récepteur GLP-1
empéche totalement la mise en place de I'apoptose induite par hyperglycémie chronique par
la réduction de I'expression de PARP clivée et caspase 3 clivée. L’ensemble de ces résultats
plaide en faveur de cette nouvelle stratégie pour lutter contre le DT2.

Ce projet ouvre de nouvelles perspectives qui permettront une meilleure
compréhension des mécanismes afin d’améliorer la survie et la fonction des cellules B. Les
expériences in vivo en utilisant la combinaison thérapeutique sont a effectuer pour étudier les

effets sur I'organisme entier en effectuant des études de pharmacocinétique.
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Introduction

"Iype 2 diabetes ('T2D) is a serious health problem that
affects million people worldwide [1]. The pathophysi-
ology of T2D is characterized by insulin resistance and
progressive impairment of B-cell function. The insulin
resistance of T2D, although important for its patho-
physiology, is not sufficient to establish the disease
unless major deficiency of B-cell function coexists [2].
Reduced B-cell mass has also been proposed to be
associated with T2D [3]. Therefore, innovative thera-
peutic strategies aiming at preserving B-cell function
and survival are of great interest to slow the progression

or even to prevent 12D [4,5]. B-Cell dysfunction and
death are caused by multiple stressors including chronic
hyperglycemia (glucotoxicity), lipotoxicity, oxidative
stress, endoplasmic reticulum (ER) stress, the forma-
tion of amyloid deposits, and proinflammatory cytokines
[6]. Unfortunately, none of the currently and widely
prescribed antidiabetic drugs favor the maintenance of
endogenous functional B-cell mass, revealing an unmet
medical need.

In vivo, the insulin secretion is triggered by the circu-
lating nutrients, mainly by the glucose [7,8]. Glucose
triggers insulin secretion when it is taken up into the p-
cell through the glucose transporter 2. When glucose is
metabolized, the ATP/ADP ratio is increased. This re-
sults in the closure of the ATP-sensitive potassium
channels and membrane depolarization which favors the
opening of the voltage-gated calcium channels
increasing the calcium influx within the B-cell. Eleva-
tion of the calcium concentration in the cytosol triggers
insulin secretion (Figure 1) [8]. The glucose-induced
insulin secretion is radically modulated in terms of
amplitude by many factors such as hormones, growth
factors, or neurotransmitters, most which act by activa-
tion or inhibition of intracellular signaling pathways
engaged by seven membrane-spanning G-protein—
coupled receptors (GPCRs) or tyrosine Kkinase re-
ceptors. Activation of GPCRs results in different B-cell
signaling, involving the cAMP/protein kinase A (PKA)/
Epac, and the inositol triphosphate (IP3)/diacylglycerol
(DAG) pathways, as well as changes in protein phos-
phorylation and protein acylation. The cAMP/PKA and
the IP3/DAG pathways engaged during the activation of
GPCRs are among the most important signaling path-
ways for the B-cell biology (Figure 1). Gos mediates
increases in intracellular cAMP associated with
increased insulin secretion, while Goi mediates de-
creases in intracellular cAMP and inhibition of insulin
secretion. Goq mediates increases in IP3 and DAG
production through the activation of phospholipase C
(PLC) associated with increased release of calcium
(Ca2+) from the ER and enhanced insulin secretion
[9,10]. GPCRs control the dynamics of the exocytosis of
insulin  granules to maintain the state of
differentiation and to regulate the B-cell survival pro-
grams [9]. Table 1 presents the GPCRs expressed in 3-
cells (in bold the GPCRs covered in this review).
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Insulin secretion induced by glucose and modulated by GPCRs. After its entry in B-cells, glucose is metabolized by glycolysis leading to production of

pyruvate. Pyruvate enters the Krebs cycle in the mitochondria increasing ATP.

/ADP ratio. This favors the closure of ATP-sensitive potassium (KATP)

channels, membrane depolarization triggering calcium entry through the opening of voltage-gated calcium channels (VGCC) leading to insulin secretion.
G-protein—coupled receptors (GPCRs) coupled to Gaq and Gas proteins act on phospholipase C (PLC) and adenylate cyclase (AC), respectively. Inositol
triphosphate (IP3) and diacylglycerol (DAG) stimulate protein kinase C (PKC), while cAMP production activates protein kinase A (PKA) and Epac, which

potentiate the glucose-induced insulin secretion. Gai coupling leads the inhibi

tion of AC, reducing cAMP production and decreasing insulin secretion.

Glucagon-like peptide-1 receptor

Specific glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptors
(GLP-1Rs) are coupled to Gas with subsequent acti-
vation of adenylate cyclase and elevation of cAMP levels
in B-cells. When activated, GL.P-1R potentiates glucose-
induced insulin secretion through cAMP production.
GLP-1R is a key target for T2D treatment [11].

Beyond Gas coupling to ¢cAMP production, GLP-1R
undergoes agonist-mediated endocytosis. Over the last
two years, the consequences of modulating GLP-1R
endocytic trafficking were investigated. Using a targe-
ted RNAI screen strategy, Buenaventura et al [12]
identified key modulators of GLLP-1R endocytic traf-
ficking and signaling that may provide novel targets to
increase insulin secretion in T2D. Clathrin, dynaminl,
AP2, and sorting nexins were found to increase, whereas
huntingtin-interacting protein 1, HIP14, GASP-1, and
Nedd4 were shown to decrease insulin secretion in
response to the GLP-1 analog exendin-4. Huntingtin-
interacting protein 1 couples the cell surface GLP-1R
activation with clathrin-dependent endocytosis. Sort-
ing nexin proteins control the balance between GLP-1R

recycling and lysosomal degradation regulating the [-
cell responses to GLLP-1 [12]. A series of biased GLLP-1R
agonists with variable propensities for GLP-1R inter-
nalization and recycling were tested. Compounds that
prompt less GLP-1R internalization and retain the re-
ceptor at the plasma membrane were reported to favor
greater and long-term glucose-induced insulin secretion.
These compounds elicited glycemic benefits in mice
[13]. 'Translocation of active GLP-1Rs into liquid-
ordered plasma membrane nanodomains was also
found to be essential for optimal coordination of
clathrin-mediated  endocytosis  and  intracellular
signaling. Biased GLP-1R agonists and small-molecule
allosteric modulators were described to both influence
GLP-1R nanodomain internalization and signaling.
These molecular processes may be relevant to GLP-1R
actions in B-cells and might be therapeutically target-
able [14,15].

Glucagon and somatostatin receptors

The islet hormones glucagon and somatostatin affect f-
cell function through paracrine effects within the islets:
glucagon released from a-cells stimulates insulin
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secretion and somatostatin released from d-cells inhibits
insulin secretion. Somatostatin from d-cells acts on
SSTR2 receptor coupled to Gi/Go proteins, which re-
sults in the inhibition of adenylate cyclase activity and a
decrease in cAMP production. 3-Cells and the paracrine
interaction between the d-cells and B-cells were shown
to be essential for neonatal survival, normal islet func-
tion, and glucose homeostasis [16]. Glucagon receptors
are also expressed on P-cells, and glucagon stimulates
insulin secretion. Binding of glucagon results in the
activation of Gas, adenylate cyclase activity, and in an
increase in cAMP production. Rodriguez-Diaz et al [17]
confirmed that glucagon secreted by a-cells plays a
major role in regulating the neighboring B-cell through
paracrine interactions.

Lipid-binding GPCRs

Activation of GPR40 is known to potentiate glucose-
induced insulin secretion from [-cells and enhances
incretin hormone release from enteroendocrine cells of
the small intestine. When activated by long-chain free
fatty acids such as palmitate and oleic acid, GPR40
stimulates PLC through Goaq coupling. The IP3
pathway was found to play an important role in GPR40-
mediated potentiation of glucose-induced insulin
release in B-cells [18]. Full agonist and synthetic small-
molecule superagonists of GPR40 enhancing insulin
secretion in a glucose-dependent manner  vitro and
i vivo were recently described [19—21]. A light-
controllable GPR40 agonist (FAAzo-10) was reported
to be a useful tool to investigate the effects of fatty acid
derivatives in mouse B-cell function [22].

Activation of the GPCR 119 (GPR119) expressed in -
cells and intestinal L cells both stimulates insulin
secretion and GLP-1 release. Activation of GPR119 in [3-
cells by lysophosphatidylcholine and oleoylethanola-
mide increases cAMP and insulin secretion. In-
vestigations in GPR119 drug discovery were conducted,
and novel structural diverse small-molecule modulators
of GPR119 were recently found [23,24].

Free fatty acide receptor 4 (FFAR4) also called GPR120
is also expressed in P-cells. Activation of GPR120
stimulates Akt/ERK1/2 and PLC/Ca** signaling path-
ways and regulates insulin secretion, suggesting
GPR120 as a valuable therapeutic target for T2D [25].

The adhesion GPCR 56 is the most abundant islet-
expressed GPCR, indicating a potential role in pancre-
atic islet function. Olaniru et al [26] reported that this
GPCR can be activated by its endogenous ligand
extracellular matrix collagen III and when activated in-
creases insulin secretion.

The role of free fatty acid receptor 2/GPCR 43 in
mediating the effects of the short-chain fatty acids,
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sodium acetate and sodium propionate, on islet function
was recently investigated. This GPCR was shown to
mediate both the stimulatory effects of sodium acetate
and sodium propionate on insulin secretion and their
protective effects against apoptosis [27].

Neurotransmitter receptor

Activation of the parasympathetic nerves stimulates
insulin secretion. The major parasympathetic neuro-
transmitters are acetylcholine, vasoactive intestinal
polypeptide, pituitary, adenylate cyclase—activating
polypeptide, and gastrin-releasing peptide [28]. M;j
muscarinic ACh receptors (M3Rs) are functionally
expressed in P-cells and enhance insulin secretion viz
coupling to Gaq activating PLLC. A positive allosteric
modulator of M3R function was found to improve

Table 1

GPCRs expressed in pancreatic beta-cells.

Receptor Ligand G-protein Effect on insulin
signaling secretion

B2 Noradrenaline Gos Stimulation

Gegr Glucagon

GIPR GIP

GLP-1R GLP-1RA

GPR30 Estogen

GPR39 Obestatin/Zn?*

GPR56 Collagen llI

GPR119 Fatty acid

GPR120 Fatty acid

TGR5  Oleanic acid

TAAR1 Trace amine

PACH1 PACAP

P2Y ATP/ADP

VPAC2 VIP/PACAP

A2 Noradrenaline Gali Inhibition

CB1R  Cannabinoids

GHS-R  Ghrelin

GPR44 Prostaglandin Dy

NPYR  Peptide YY

SSTR2 Somatostatin

Y1 Neuropeptide Y

AT1 Angiotensin I Goqg Stimulation

CCK1 CCK

FzD Carbamazepine

GPR39 Obestatin/Zn?*

GPR40 Fatty acid

GPR43 Fatty acid

GPR54 Kisspeptin

GPR55 Cannabinoids

GPR142 Rhodopsin
IL-6R IL-6

M3R Acetylcholine
OLFR15 Octanoic acid
HTR2B Serotonin
ViB Vasopressin

GPCRs covered in this review are given in bold. GPCR, G-
protein—coupled receptor.
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glucose homeostasis in mice by promoting insulin
secretion, suggesting that M3R positive allosteric
modulators may become clinically useful as novel anti-
diabetic agents [29].

Novel GPCRs expressed in B-cells

GPR55 is a cannabinoid receptor coupled to Goq
signaling. GPR55 activation was shown to increase
glucose-induced insulin secretion, to decrease ER
stress-mediated apoptosis, to upregulate antiapoptotic
genes such as Bcl-2 and Bcel-xL., and to induce the
phosphorylation/activation of the transcription factor
cAMP response element binding protein crucial for p-
cell survival [30,31].

A class A of GPCR family, GPR142, has been recently
reported to be highly expressed in B-cells and to play a
role for the maintenance of P-cell function and the
potentiation of glucose-stimulated insulin secretion
[32—34].

The trace amine-associated receptor 1 is a GPCR
expressed in P-cells. After activation, trace amine-
associated receptor 1 was shown to be coupled to Gas-
signaling pathways enhancing PKA/Epac-dependent in-
sulin secretion, mitogen-activated protein kinase, cAMP
response element binding protein signaling, and B-cell
proliferation [35].

The olfactory receptor chemosensing machinery was
reported to be functional in B-cells and to regulate the
insulin secretion. Olfactory receptor isoforms were
found to be expressed in pancreatic islets and in a B-cell
line (i.e. MING6) including OLFR15 and OLFR821. A
medium-chain fatty acid contained in food, octanoic
acid, which interacts with OLFR15, potentiates
glucose-stimulated insulin secretion and improves
glucose tolerance 7 vivo [36].

New technologies to investigate GPCR
expression and signaling

A microfluidic system allowing the registration of
intracellular signaling dynamics and hormone secretion
within the pancreatic islets was developed and
confirmed differences in GPCR signaling pathways be-
tween human B- and a-cells [37].

Using quantification of mRNAs encoding all peptide
ligands of GPCRs in isolated human and mouse
pancreatic islets, Atanes et al [38] proposed detailed
islet GPCR peptide ligand atlases favoring the identi-
fication of GPCR/peptide signaling pathways relevant
for human islet physiology.

Quantitative markers to investigate and to evaluate the
B-cell mass in human pancreas are still lacking. GPR44
was recently proposed as a putative marker for f3-

cells and potential target for visualization of B-cell mass.
Development of ligands in clinical testing is now needed
to further investigate the role of GPR44 as a surrogate
marker for B-cell mass in humans [39].

Toward the development of new therapy for
T2D: dual agonist and triagonist strategy to
activate GPCRs

Current pharmacological therapies that target single
GPCR were reported to exert limited efficacy for T2D
treatment. [t is important to note that novel approaches
with hybrid peptides designed that activate more than
one GPCR at once to generate beneficial effects through
synergistic actions have shown great promising results
for T2D treatment. Unimolecular dual and triagonists,
mainly associated with GPCRs such as GLLP-1/glucagon/
GIP receptors, have shown great efficacy in preclinical
models to preserve insulin secretion. Theses unim-
olecular dual agonists and triagonists are currently being
evaluated in clinical trials to study their safety and
beneficial effects in humans and patients with T2D
[40—45].

Signaling cross-talks between GPCRs,
tyrosine kinase, and sulfonylurea receptors

We and others reported signaling cross-talks between
GPCRs and tyrosine kinase receptors controlling B-cell
function and survival. Regulation of FFAR4 (GPR120)
by activation of receptor tyrosine kinases was recently
reported. Insulin, insulin-like growth factor-1,
epidermal growth factor, and, to a lesser extent,
platelet-derived growth factor were found to induce
GPR120 internalization. Whether this new evidenced
signaling cross-talk between FFAR4/GPR120 and tyro-
sine kinase receptors is functional and plays a role in B-
cell function remain to be studied [46].

Recently, Hart et al [42] demonstrated that multi-
valent activation of different type of receptors such
as GLP-1R and sulfonylurea receptors modulated [3-
cell cAMP and calcium second messengers and
increased glucose-stimulated insulin secretion in a
dose-dependent manner. B-arrestin 1 and B-arrestin
2 are well described as intracellular scaffold and
signaling molecules regulating key functions of
GPCRs, such as desensitization and internalization.
Recently, Barella et al [47] reported that B-arrestin
1 enhanced sulfonylurea-stimulated insulin secretion
by promoting sulfonylurea-mediated activation of
Epac2. PB-arrestin 1 was found to directly interact
with Epac2. Sulfonylurea such as glibenclamide
promoted B-arrestin  1/Epac2 complex formation,
triggering enhanced Rapl signaling and insulin
secretion. Strategies aimed at promoting B-arrestin 1
signaling in B-cells may prove useful for the devel-
opment of efficacious antidiabetic drugs targeting

Current Opinion in Endocrine and Metabolic Research 2021, 16:113-118
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not only GPCRs but also sulfonylurea receptors

[47].

Conclusion

GPCRs expressed in P-cells receive considerable
attention because of their potential as targets in drug
development for T2D treatment. Over the next few
years, the complex interdependencies between the
different messengers and signaling pathways engaged by
the activation of GPCRs in B-cells that regulate and
shape the insulin secretory response have to be
considered. In addition, GPCRs with known ligands
need to be further studied in terms of ligand specificity,
intracellular signaling, and endocytic trafficking and
recycling.
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Introduction : Les preuves suggérent que les stress métaboliques induits par les nutriments, tel que
I'hyperglycémie chronique, établissent un lien entre le diabéte de type 2 et le dysfonctionnement et la
mort des cellules B. Sila MAP3 kinase 8, Tumor progression locus 2 (TPL2), joue un réle important dans
la mort des cellules B aprés une exposition aux cytokines, son implication dans la dysfonction et la mort
induite par hyperglycémie chronique est inconnue.

Méthode : La sécrétion d’insuline est mesurée par HTRF. Les expressions protéiques (TPL2, caspase 3
clivée et JINK1/2 (marqueurs de mort), sont évaluées par Western Blotting. L’expression d’ARNm d’/cer,
est mesurée par RT-gPCR.

Résultats : Nous avons montré que TPL2 est surexprimée dans les ilots de rats GK et de souris db/db.
L’hyperglycémie chronigue augmente I'expression de TPL2 dans les cellules B et les flots humains. Le
traitement des souris db/db avec une petite molécule inhibitrice de TPL2 entraine une réduction de la
progression du diabéte avec une diminution de I'hyperglycémie et de I'hyperinsulinémie a jeun, une
meilleure tolérance au glucose, sans affecter la sensibilité a l'insuline. L'inhibition de TPL2 améliore les
effets néfastes de I'hyperglycémie sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose, réduit I'apoptose
des cellules B, et empéche la régulation positive de I’ARNm d’Icer, un répresseur transcriptionnel de
I'insuline et des genes clés des protéines d’exocytose, et de I'activation des kinases c-Jun N-terminales
1/2 (JNK1/2). L'association d'un agoniste du récepteur du GLP-1 (GLP-1RA, exendine-4) avec l'inhibiteur
de TPL2 a totalement empéché l'apoptose induite par I'hyperglycémie.

Conclusion : Nos résultats identifient I'inhibition de TPL2, seule ou en association avec un GLP-1RA,
comme une nouvelle stratégie thérapeutique potentielle prometteuse pour prévenir le
dysfonctionnement et I'apoptose des cellules et pour ralentir le développement du DT2.

Mots clefs: diabéte, cellule B, hyperglycémie, stratégie thérapeutique, GLP-1, signalisation
intracellulaire.

Introduction : Evidences suggest that nutrient-induced metabolic stresses such as chronic
hyperglycemia provide a link between type 2 diabetes and B-cell dysfunction and death. If The MAP3
kinase 8, Tumor progression locus 2 (TPL2), plays an important role in B-cell death after cytokine
exposure, its involvement in B-cell dysfunction and death induced by chronic hyperglycemia is unknown.
Methods : Insulin secretion is measured by HTRF. Protein expressions (TPL2, cleaved caspase 3 and JNK1
/ 2 (death markers), are assessed by Western blotting. Icer mRNA expression is measured by RT-gPCR.
Results : We found TPL2 is overexpressed in islets of diabetic GK rats and db/db mice. Chronic
hyperglycemia increases TPL2 expression in f-cells and human islets. Treatment of db/db mice with a
small molecule inhibitor of TPL2 results in a reduction of diabetes progression with decreased fasting
hyperglycemia and hyperinsulinemia, improved glucose tolerance, without affecting insulin sensitivity.
Inhibition of TPL2 improves the detrimental effects of hyperglycemia on glucose-induced insulin
secretion, reduces apoptosis of B-cells, and prevents the mRNA upregulation of Icer, a transcriptional
repressor of insulin and key exocytotic proteins genes, and c-Jun N-terminal kinases 1/2 (JNK1/2)
activation. Combination of a GLP-1 receptor agonist (GLP-1RA, exendin-4) with the TPL2 inhibitor totally
prevented the apoptosis of B-cells induced by hyperglycemia.

Conclusion : Our results identify TPL2 inhibition, alone or in combination with a GLP-1RA, as potential
new therapeutic avenues to prevent P-cell dysfunction and apoptosis and to slow down T2D
development.

Keywords : diabetes, B-cell, hyperglycemia, therapeutic strategy, GLP-1, intracellular signaling.
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