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Résumé

En 2019, la Fédération Internationale du Diabete a révélé que pres de 500 millions de
personnes étaient atteintes de diabete dans le monde. On estime que cette incidence
atteindra les 700 millions de personnes en 2045. Outre, I'aspect financier de la prise en charge,
le diabéte est un véritable enjeu de santé publique. En effet, I'environnement
hyperglycémique délétere associé au diabéte est a I'origine de graves complications pouvant
altérer le fonctionnement de nombreux organes tels que le cceur, le cerveau ou encore le rein.
La résistance a I'insuline associée a la détérioration de la sécrétion d’insuline et a la perte de
la masse cellulaire béta pancréatique constituent les principales caractéristiques du diabéte
de type 2. Ainsi, afin d’améliorer la prise en charge des patients diabétiques, I'identification
d’une approche thérapeutique maitrisée permettant de protéger la masse cellulaire béta et
de favoriser la sécrétion d’insuline uniquement en réponse au glucose et ce, sans effets
secondaires, apparait idéale.

Les précédents travaux du laboratoire ont identifié le PE endogéne et ses dérivés
synthétiques la Spadine et la Mini-Spadine comme des inhibiteurs sélectifs des canaux
potassiques TREK-1 au fort potentiel antidépresseur et impliqués dans la sécrétion de
sérotonine, la prolifération et la survie neuronale. Au niveau périphérique, la Spadine a été
décrite in vitro et in vivo comme un peptide a I'effet incrétine comparable a celui de
I’exendine-4, un antidiabétique couramment utilisé en clinique. Ainsi, a la suite de cette étude
et par analogie aux effets protecteurs observés sur le neurone, nous avons émis I’hypothese
qgue le PE et ses dérivés pouvaient avoir un role bénéfique dans les mécanismes de survie de
la cellule béta pancréatique.

Dans ce manuscrit, nous démontrons que le PE endogéne et ses dérivés protegent les
cellules béta de l'apoptose induite par la présence chronique de linterleukine pro-
inflammatoire et diabétogéne IL-1B, ainsi que d’un choc toxique aigu induit par la
staurosporine. De plus, I'analyse des mécanismes intracellulaires révéle que ces peptides
provoguent une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire, activent les
voies prolifératives et de survie ERK et Akt, et maintiennent l'activité du facteur
transcriptionnel CREB dans un environnement délétere via un mécanisme dépendant des
calmodulines kinases.

Ainsi, ces travaux de these montrent que le PE et ses dérivés synthétiques protégent
la cellule béta pancréatique et initient des processus cellulaires vertueux par une voie de
signalisation originale indépendante de la PKA, ou le potentiel de membrane et le calcium
occupent un role crucial. Ces données suggerent le PE endogene et ses dérivés synthétiques
comme une nouvelle classe de peptides protecteurs des cellules béta pancréatiques.

Mots clés : Propeptide de la sortiline, TREK-1, cellule béta, protection, calcium, CREB.



Abstract

In 2019, the International Diabetes Federation revealed that nearly 500 million people
have diabetes worldwide. It is estimated that this incidence will reach 700 million people by
2045. In addition to the financial aspect of treatment, diabetes is a real public health issue.
Indeed, the deleterious hyperglycemic environment associated with diabetes is could induce
serious complications, leading to a functional alteration of many organs such as the heart, the
brain or the kidney. Insulin resistance associated with the deterioration of insulin secretion
and the loss of pancreatic beta cell mass are the main characteristics of type 2 diabetes. Thus,
in order to improve the management of diabetic patients, the identification of a controlled
therapeutic approach to protect beta cell mass and promote insulin secretion only in response
to glucose and without side effects, appears ideal.

The laboratory has identified the endogenous PE and its synthetic derivatives Spadin
and Mini-Spadin as selective inhibitors of TREK-1 potassium channels. By this mechanism, the
peptides showed also a strong antidepressant potential by modulating serotonin secretion,
neuronal proliferation and survival. At the peripheral level, Spadin has been described in vitro
and in vivo as a peptide with an incretin effect comparable to that of exendin-4, an antidiabetic
commonly used in the clinic. Thus, following this study and by analogy to the protective effects
observed on the neuron, we hypothesized that PE and its derivatives may have a beneficial
role in the survival mechanisms in the pancreatic beta-cell.

In this thesis, we demonstrate that endogenous PE and its derivatives protect beta cells
from apoptosis induced by the chronic presence of the pro-inflammatory and diabetogenic
interleukin IL-1B, as well as from an acute toxic shock induced by staurosporine. Furthermore,
analysis of intracellular mechanisms reveals that these peptides cause an increase in
intracellular calcium concentration, activate the ERK and Akt proliferative and survival
pathways, and maintain CREB transcriptional factor activity in a deleterious environment via
a calmodulin kinase-dependent pathway.

Thus, this work shows that PE and its synthetic derivatives protect the pancreatic beta-
cell and initiate virtuous cellular processes through an original PKA-independent signaling
pathway, where membrane potential and calcium play a crucial role. This suggests the sortilin-
derived peptides as new class of pancreatic beta-cell protective molecules.

Keywords : Sortilin-released propeptide, TREK-1, beta-cell protection, calcium influx, CREB.
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AA : Acide Arachidonique

AC : Adélylate Cyclase

ACC : Acyl-CoA Carboxylase

ACh : Acétylcholine

ACS : Acyl-CoA Synthétase

ADP : Adenosine DiPhosphate

AGL : Acide Gras Libres

ALA : Acide a-linolénique

AMPc : AMP cyclique

AMPK : AMP Kinase

APO : Apolipoproteine
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AVC : Accident Vasculaire Cérébral

BAD : BCL2 Associated of cell Death
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BCL2 : B-cell ymphoma 2

BDNF : Brain-Derived Neurotrophic Factor

Ca?* : Calcium (ion)

CaMK : Protéine kinases Ca%*/calmoduline-dépendantes
CPT-1: Carnitine Palmitoyl Transférase 1

CREB : cAMP Response Element Binding protein
CRTC2 : CREB Regulated Transcription Coactivator 2
DAG : DiAcylGlycerol

DHA : Acide docosahexaénoique

DPP-IV : DiPeptidyl-Peptidase-IV

DT1 : Diabéte de Type 1

DT2 : Diabéte de type 2
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EPA : Acide eicosapentaénoique

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase

Ex-4 : Exendine-4

FAK : Focal Adhesion Kinase

FFAR : Free Fatty Acid Receptors

FID : Fédération Internationale du Diabete

G6P : Glucose-6-Phosphate

GABA : Acide gamma-aminobutyrique

GcgR : Récepteurs au glucagon

GCPG : récepteurs couplés aux protéines G

GDP : Guanosine DiPhosphate

GIP : Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide
GIRK : G-protein activated Inwardly Rectifying K+ current
GLP-1 : Glucagon Like Peptide-1

GLUT : GLUcose Transporter

Grb2 : Growth factor receptor binding protein 2
GRP : Gastrin Releasing Peptide

GRPP : Glycentin-Related PolyPeptide

GTP : Guanosine TriPhoshate

GTT : Glucose Tolerance Test

ICER : Inducible cAMP Early Repressor

IKKB : Inhibitor of Kappa B Kinase-f3

IL-1B : Interleukine-1B

IL-6 : Interleukine-6

IP-1/2 : Intervening Peptide-1/2

IP3 : Inositol 1,4,5 trisphosphate

IRS : Insulin Receptor Substrate

ISRS : Inhibiteur Sélectif de la Recapture de la Sérotonine

ITT : Insulin Tolerance Test
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JNK : c-Jun N-terminal Kinase

K* : Potassium (ion)

K2P : Canaux potassiques a deux domaines pore
K-ATP : Canal potassique sensible a ’'ATP

Kir6.2 : K* inward-rectifier 6.2

LDH : Lactate Déshydrogénase

LPL : LipoProtéine Lipase

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases
MPGF : Major ProGlucagon Fragment.

MTORC2 : mechanistic Target Of Rapamycin Complex
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NFAT : Nuclear Factor of Activated T-cells

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

NGF : Nerve Growth Factor)

NO : Oxyde Nitrique

NSF : N-ethylmaleimide-Sensitive Factor
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NTSR : Récepteur de la neurotensine

p75NTR : p75 NeuroTrophin Receptor

PACAP : Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide
PC : Prohormone Convertase

PDX-1 : Pancreatic and Duodenal homeoboX-1
PE : Propeptide de la sortiline

PH : Pleckstrin Homology

PI3K : Phosphatidylinositol 3-Kinase

PIP3 : Phosphatidyl-Inositol 3,4,5-trisphosphate
PKA : Protéine Kinase A

PKB : Protéine Kinase B

PKC : Protéine Kinase C
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PKG : Protéine Kinase G

PLC : Phospholipase C

PP : Polypeptide Pancréatique

RAP : Receptor-Associated Protein

RE : Réticulum Endoplasmique

ROS : Especes réactives de I'oxygene

RyR : Ryanodine Receptor

SGLT2 : Sodium/GLucose coTransporteur 2
SNA : Systeme Nerveux Autonome

SNAP : Soluble NSF Attachment Protein
SNARE : Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein Receptor
SNC : Systeme Nerveux Central

SOS : Son Of Sevenless

SST : Sérotonine

SSTR : Récepteur de la sérotonine

SUR1 : Sulfonylurea Receptor 1

TNFa : Facteur de Nécrose Tumorale a
TREK-1 : TWIK1-related K* channel

Ucn3 : Urocortine 3

UPR : Unfolded Protein Response

UPR : Unfolded Protein Response

VAMP : Vesicle Associated Membrane Protein
VDCC : Canaux calciques voltage-dépendants

VIP : Vasoactive Intestinal Peptide
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INTRODUCTION

I/ Le diabete de type 2, de la physiologie a la pathologie

A) Les mécanismes généraux de I’homéostasie glucidique

1. La glycémie : Définition, régulation et organes impliqués

Le glucose est un nutriment qui représente le principal carburant de I'organisme.

Pendant la digestion, il est transporté dans le sang vers I'’ensemble des cellules de I'organisme,

pour y étre soit utilisé pour la production d’énergie (production d’ATP), soit stocké sous

différentes formes de réserves (glycogene, acides gras). Ces stocks sont mobilisables a tout

moment en fonction des besoins de I'organisme. De fait, la concentration de glucose dans le

sang (glycémie) varie entre des périodes de satiété (post-prandiale) et de je(ine. Chez

I'Homme, la glycémie est comprise entre 0,60 et 1,10 g/L le matin a jeun, elle augmente

fortement aprés un repas (hyperglycémie) mais ne doit pas dépasser 1,40 g/L deux heures

apreés celui-ci (Source : Fédération Internationale du Diabéte). Le maintien de cette glycémie

est sous contréle hormonal et fait intervenir plusieurs organes au niveau périphérique tels

que:

Le pancréas endocrine : Il est reparti au sein du tissu exocrine sous forme d’amas de
cellules appelés Tlots de Langerhans. Ce tissu est une organisation complexe de
plusieurs types de cellules endocrines qui sécretent des hormones de facon régulée.
Les Tlots de Langerhans détectent les variations de la glycémie et répondent en libérant
différentes hormones peptidiques : I'insuline, le glucagon et la somatostatine qui se
coordonnent et entrainent soit une baisse, soit une augmentation de la glycémie. De
plus, nous savons que ces flots sécretent également des neurotransmetteurs tels que
le GABA et la sérotonine, qui participent a la régulation de la sécrétion des hormones
pancréatiques (Almaca et al., 2016; Brereton et al., 2015; Campbell et al., 2020;
Rorsman and Huising, 2018).

Les tissus adipeux blancs : IIs sont capables de stocker le glucose sous forme d’acides
gras (triglycérides). L'insuline permet de faciliter le transport de glucose dans les

adipocytes afin qu’il soit transformé en lipides. Les adipocytes possedent également

Page 8



une fonction endocrine régulant la dépense énergétique et la prise alimentaire. Par
exemple, ils sécretent de la leptine qui agit au niveau du systeme nerveux central et

réduit la prise alimentaire (Longo et al., 2019; Scherer, 2006).

Les muscles squelettiques : IIs participent a I'appareil locomoteur de I'organisme, sont
de grands consommateurs de glucose pendant un effort physique. lls assurent
également le stockage d’environ 80% du glucose apporté par I'alimentation
principalement sous forme de glycogéne (Yang, 2014). Le stockage du glucose est sous
le contrbéle de l'insuline, comme pour les adipocytes. De maniéere intéressante, le
muscle possede également des propriétés endocrines. Par exemple lors de I'exercice
physique, il sécréete des molécules appellées « exerkines » (Fractalkine, IL-6,
ostéoprotegerine, exosomes, ...) qui sont impliquées dans la communication inter-
organe et ont un role bénéfique dans le contréle de I’homéostasie glucidique (Langlois

et al., 2021a).

Le foie: Il maintient la glycémie a un niveau homéostatique principalement en
diminuant sa production de glucose en période post-prandiale et en produisant du
glucose (glucogenése) pendant une période de jeline a partir des stocks mobilisables
de glycogene (glycogénolyse) ou a partir de précurseurs non-glucidiques

(néoglucogenese) (Klover and Mooney, 2004; Pilkis and Granner, 1992).

Le rein : C'est un organe capable de produire du glucose par néoglucogenése au niveau
du cortex rénal. Il participe également a la réabsorption du glucose présent dans le
sang lors de la filtration glomérulaire. Ainsi dans des conditions physiologiques, 'urine
ne contient pas de glucose. Ces mécanismes participent au maintien de la glycémie,

notamment pendant des périodes de je(ine (DeFronzo et al., 2012; Girard, 2013).

Ainsi, d’'une maniéere générale, lorsque la glycémie varie au cours de la journée, la
sécrétion adaptée des hormones pancréatiques va permettre le stockage ou la libération de
glucose dans le sang par les principaux tissus insulinosensibles cités ci-dessus (Figure 1). Cela

permet le maintien d’une glycémie normale (environ 1g/L), également appelée normo-
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glycémie. Lorsque les valeurs de la glycémie sortent de cette gamme, on parle d’hypoglycémie

(<0.6g/L), ou d’hyperglycémie (>1.10g/L).

Normo-glycémie
[Glycémie] ~1g/L

L 2

Sport, jeline, repas ...

4 )Y

K Glycémie A Glycémie
Hypoglycémie < 0.6 g/L Hyperglycémie > 1.10g/L

L

= = e

© ~  [Pancréas] .

A Libération glucose
¥ Stockage glucose

L?I Stockage glucose J

¥ Libération glucose

INSULINE

| Muscle

Figure 1 : Mécanismes généraux impliqués dans le controle de la glycémie.

Chez un individu sain, la concentration de glucose dans le sang a jeun se situe autour de 1g/L
de plasma. Différents événements au cours de la journée font varier la glycémie, qui malgré
tout reste stable. Cette régulation est sous le contréle hormonal du pancréas et fait intervenir
d’autres organes tels que le foie, le muscle, le tissu adipeux. L’ensemble de ces organes se
coordonnent pour permettre le retour de la glycémie a des valeurs physiologiques. L’insuline
(en orange), libérée lorsque la glycémie augmente (hyperglycémie), favorise le stockage de
glucose, alors que le glucagon (en bleu), sécrété en réponse a une baisse de la glycémie
(hypoglycémie) entraine une production de novo de glucose, notamment via la glycogénolyse
et la néoglucogenese hépatique. La figure a été créée en utilisant des images provenant de
Servier Medical Art (https://smart.servier.com) (Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License).
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2. Le pancréas, un organe clé dans le controle de la glycémie

Structure et fonctions du pancréas

Le pancréas est un organe de forme allongée et diffuse (chez I’homme) qui est situé dans
la cavité abdominale. Il est en contact avec le duodénum et se trouve a proximité de la rate
(Motta et al., 1997). On distingue sur le pancréas 4 principales parties qui sont: la téte,
I'isthme (ou le col), le corps et la queue (Figure 2). Pour I'essentiel (95% de sa masse), il est
composé d’un tissu exocrine qui produit et transporte des enzymes qui participent a la
digestion des nutriments (trypsine, chymotrypsine...). Toutes les parties du pancréas sont
traversées par des conduits pancréatiques qui collectent les sucs digestifs produits par les
cellules acineuses et les amenent jusqu’a la téte du pancréas. Lors d’un repas, les contractions
musculaires du sphincter d’Oddi permettent la libération de ce bol de substances digestives
dans le duodénum. Cela représente un étape essentielle de la digestion (Betts et al., 2013;

Standring et al., 2016).

Le pancréas est une glande amphicrine, ce qui signifie qu’en plus de sa fonction exocrine,
il possede une fonction endocrine. En effet, comme le montre la figure 2, de petites structures
cellulaires appellées flots de Langerhans se distinguent parmis les cellules du tissu exocrine.
Ces ilots, composés de cellules endocrines, ne représentent qu’entre 1 et 2% de la masse du
pancréas (Cerasi and Ktorza, 2007). Ces cellules sécretent des hormones spécifiques qui ont

un role crucial dans le maintien de la glycémie. C’'est le pancréas endocrine.
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Figure 2 : Localisation et anatomie du pancréas humain.

Ce schéma représente les principales structures impliquées dans les deux grandes fonctions
exocrine et endocrine du pancréas. Alors qu’environ 98% de la masse du pancréas est dédiée
a la digestion, de petits amas de cellules endocrines forment ce que I'on appelle des ilots de
Langerhans. Ces Tlots, composés de cellules endocrines, occupent un réle crucial dans le
maintien de I’homéostasie glucidique. Image modifiée a partir de (Betts et al., 2013).

Le pancréas endocrine

Les ilots de Langerhans sont constitués de différents types cellulaires qui ont chacun une
fonction endocrine spécialisée dans le contrdle de la glycémie (Hinrichsen, 1997; Roder et al.,
2016). Les filots constituent 1 a 2 % de la masse totale du pancréas chez la plupart des
mammiféeres a I'age adulte. La majorité du tissu endocrine (environ 65-80%) est composé de
cellules béta sécrétrices d’insuline. Les cellules alpha, représentent 15-20% du pancréas
endocrine et produisent le glucagon. Les cellules delta et gamma, représentent chacune 3 a
5% du pancréas endocrine et produisent respectivement, la somatostatine (inhibe la sécrétion
de nombreuses hormones) et le polypeptide pancréatique (PP) (régule la prise alimentaire et
la dépense énergétique). Enfin, les cellules epsilon représentent moins de 1 % de I'llot et
libérent de la ghréline, une hormone qui stimule la prise alimentaire, le dép6t de graisse et la
sécrétion d’hormones de croissance (Batterham et al., 2003; Miller et al., 2015; Roder et al.,

2016; Rorsman and Huising, 2018).
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La répartition et le nombre de cellules au sein de I'llot peut varier en fonction de 'espece.
Par exemple, chez la souris les cellules béta sont plutot localisées au centre de I'llot et sont
plus nombreuses que chez I'homme (Figure 3). Les cellules alpha et delta sont elles
majoritairement situées sur la périphérie de I'llot de souris alors que chez I’homme, elles sont
dispersées dans I'llot. A noter que les cellules alpha semblent étre plus nombreuses dans I'llot
humain (Figure 3) (Abdulreda et al., 2013; Campbell and Newgard, 2021). D’une maniere
générale, les Tlots pancréatiques possedent une riche vascularisation, a tel point qu’on les
considere comme des micro-organes. Ainsi I'organisation spatiale spécifique combinée a
I’achitecture vasculaire sont essentielles pour la fonction endocrine et permettent une fine
communication intra-ilot (Brereton et al., 2015). Cette coordination implique de nombreuses
protéines telle que la connexine 36 qui relie les cellules entre-elles, ce qui joue un role

important dans I'exocytose d’insuline (Ravier et al., 2005).

ilot de rongeur ilot humain

Q Cellule o ’ Cellule B cg Cellule 5 -~ Cellulee

Rongeur : 10-20% 65-80% ~5% <1%
Humain : 30-50% 50-60% ~5% <1%

Figure 3 : Comparaison de I'architecture d’un flot de Langerhans humain et de rongeur.
Chez le rongeur, les cellules [ sont principalement situées au centre de I'ilot pancréatique et
les cellules a sont plutét localisées sur le manteau externe. En comparaison, chez ’lhomme, les
cellules 5 sont moins nombreuses et les cellules a plus nombreuses. Egalement, I'ensemble des
cellules pancréatiques qui compose I'flot humain est dispersé au sein du tissu endocrine.
D’aprés (Campbell and Newgard, 2021).
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3. Les hormones pancréatiques régulant la glycémie

Le glucagon

Le glucagon est un polypeptide de 29 acides aminés, sécrété par les cellules alpha
pancréatiques en réponse a une diminution de la glycémie. A I'état basal, la concentration de
glucagon dans le sang est assez faible, en revanche ce taux est augmenté d’un facteur2 a3 en
condition d’hypoglycémie (Campbell and Drucker, 2015). Historiquement, le glucagon a été
découvert en 1923 au cours de la purification de l'insuline, ou il a été identifié comme un
facteur contaminant hyperglycémique (Finan et al., 2020; Pincus, 1953). Le glucagon dérive
de son précurseur, le pro-glucagon. Ce dernier est exprimé dans les cellules alpha
pancréatiques, les cellules intestinales L entéroendocrines, mais aussi plus faiblement dans les
neurones de la zone hypothalamique et du tronc cérébral (Rix et al.,, 2019). Lors de sa
maturation, le pro-glucagon est clivé par les prohormones convertases PC1/3 ou PC2 en
fonction du tissu (Figure 4). Cette maturation tissu-spécifique permet d’obtenir du glucagon
biologiqguement actif, mais également d’autres peptides tels que le GLP-1 (Glucagon Like
Peptide-1), le GLP-2 (Glucagon Like Peptide-2), I'oxyntomoduline, la glicentine, les IP-1 et 2
(Intervening Peptide-1 et 2) ou encore le MPGF (Major ProGlucagon Fragment). Ces peptides
ont des rdles dans différents processus physiologiques comme la prise alimentaire,
I’'homéostasie glucidique, la fonction digestive ou encore le maintien de la densité osseuse
(Cohen et al., 2003; Raffort et al., 2017; Sinclair and Drucker, 2005). Il est a noter que de
récents travaux montrent que PC1/3 est présente dans les cellules alpha pancréatiques
humaines (Campbell et al., 2020). Cela peut notamment expliquer la capacité de ces cellules
a sécréter du GLP-1. Le GLP-1 et ses fonctions dans ’homéostasie glucidique seront abordés
plus en détail dans les parties suivantes.

Le récepteur du glucagon est un récepteur couplé aux protéines G fortement exprimé
dans le foie, mais aussi dans d’autres tissus tels que les reins, le coeur, le tractus gastro-
intestinal, le tissu adipeux, le cerveau et la rate (Watanabe et al., 1998). Dans la cellule
hépatique, la liaison du glucagon a son récepteur stimule la production de glucose en activant
les voies de la glycogénolyse et de la néoglucogenese, et inhibe la glycolyse et la

glycogénogénese (utilisation et stockage du glucose) (Kulina and Rayfield, 2016). Ces
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mécanismes induisent une augmentation de la glycémie, permettant ainsi dans des conditions

hypoglycémiantes (jeline, stress, sport) le maintien d’une glycémie physiologique.

Peptide Pro-glucagon
signal
N-ter (T JSNGHBBINN Giucagon JMNPSINGIPA ] P2 | Glp2 ) cter

1P-2
Cip-1 ) GLP-2
GLP-1 Oxyntomoduline

mpGF (TGP P2 | G2 | (EESEBENNN Glucagon JENPSIN Glicentine

Figure 4 : La maturation du glucagon.

Ce schéma récapitule les différents peptides obtenus a partir de la maturation du pro-glucagon
dans le pancréas et dans l'intestin/cerveau. En fonction du tissu, cette maturation fait
intervenir les prohormones convertases PC1/3 ou PC2. GRPP (Glycentin-Related PolyPeptide);
IP-1/2 (intervening peptide-1/2); MPGF (Major ProGlucagon Fragment). D’aprés (Rix et al.,
2019).

L’insuline

L'insuline est un polypeptide de 6 kDa produit dans le réticulum endoplasmique de la
cellule béta pancréatique sous la forme d’un précurseur, la pré-pro-insuline. La premiere
étape de maturation, réalisée par la signal-peptidase, permet I’élimination du peptide signal
situé en N-terminal, c’est la pro-insuline (Figure 5). Au niveau du trans Golgi, cette pro-forme
est placée dans des granules immatures. L'acidification progressive du milieu intra-granulaire
déclenche ensuite la conversion de la pro-insuline en insuline mature, grace a I'action des
protéines convertases (PC1/3 et PC2) et d’une carboxypeptidase E (CPE), qui libérent le
peptide C et générent une forme bioactive de l'insuline, composée de deux chaines
peptidiques reliées entre-elles par deux ponts disulfures (Figure 5) (Patzelt et al., 1978; Ryle
et al., 1955; Steiner et al., 2009). De plus, le pH acide déshydrate la granule, ce qui diminue la
solubilité de I'insuline mature et favorise la formation d’hexaméres qui s’agrégent et générent

un cristal d’insuline (Hou et al., 2009). Cette propriété permet notamment de stocker une
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grande quantité d’insuline mature. Ces granules d’insuline mature sont dits a coeur dense et
mesurent entre 200 et 500nm de diamétre (Dean, 1973).

A la suite d’'une augmentation de la glycémie, I'insuline est libérée dans la circulation
sanguine et agit sur différents types cellulaires, en liant son récepteur spécifique. Le récepteur
a l'insuline est un récepteur a activité tyrosine kinase exprimé dans de nombreux tissus dont
le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux. La liaison de I'insuline a son récepteur
favorise I'absorption et le stockage du glucose par les muscles squelettiques et le tissu adipeux
en activant les voies de la glycogénese et de la lipogenese, et réduit la production hépatique
de glucose en inhibant la glycogénolyse et la néoglucogenése (Barreto et al., 2010; Boucher et
al., 2014; Pessin and Saltiel, 2000). Ces mécanismes permettent ainsi de maintenir une
glycémie physiologique en favorisant la clairance du glucose sanguin aprés un repas.

Signal-peptidase
N-ter * )
Peptide signal S Chaine B S
Peptide C Pré-pro-insuline

S i S
o 2 Chaine A 2
~-ter

nd4

v
S

senal
vide sie"
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+ CPE

N-ter # .
Chaine B

S S
I l Peptide C Pro-insuline
S i S
Cter 2 Chalne‘A 2 . I
S S
PC2
+ CPE
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N-ter # C-ter
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Insuline

PN — Wn

S
f Chaine A
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w4

Figure 5 : La maturation de I'insuline.

Représentation schématique des différentes étapes de maturation de I'insuline dans la cellule
béta pancréatique. La premiere étape de la maturation par la signal-peptidase permet
I’élimination du peptide signal. Ensuite, les endopeptidases PC1/3 et PC2 (Protein Convertase
1/3 et PC2) et la carboxypeptidase E (CPE) permettent le clivage du peptide C, formant ainsi
une forme bioactive de I'insuline, constituée de deux chaines peptidiques A et B, reliées entre-
elles par des ponts disulfures. D’apres (Kaufman, 2011).
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La somatostatine

La somatostatine est un polypeptide qui a historiquement été identifié dans le cerveau
comme un inhibiteur de la libération de I'hormone de croissance (GH) hypophysaire (Brazeau
etal., 1973). Elle a ensuite été localisée dans d’autres tissus tels que le tractus gastro-intestinal
et le pancréas (Brereton et al.,, 2015). La somatostatine est issue de la maturation du
précurseur pré-pro-somatostatine qui est clivé en pro-somatostatine. La pro-somatostatine
est ensuite maturée par protéolyse par une enzyme de type trypsine. En fonction du tissu,
cette maturation est différente, et on obtient soit de la somatostatine-28 (28 acides aminés),
soit de la somatostatine-14 (14 acides aminés) (Figure 6). Bien que de tailles différentes, ces
formes actives de la somatostatine ont des fonctions biologiques similaires. La somatostatine-
28 est majoritairement présente dans le systeme nerveux central, alors que la somatostatine-
14 est retrouvée principalement au niveau périphérique dans l'intestin et le pancréas. En effet,
dans le pancréas endocrine, c’est la cellule delta qui produit et sécrete la somatostatine-14 en
réponse a une augmentation de la glycémie (Brereton et al., 2015). La fixation de la
somatostatine sur ses récepteurs présents a la surface des cellules alpha et béta
pancréatiques, inhibe respectivement la sécrétion de glucagon et d’insuline (Brereton et al.,
2015; Hartig and Cox, 2020; Rorsman and Huising, 2018). Il existe 5 sous types de récepteurs
de la somatostatine qui ont chacun des voies de signalisation spécifiques. L'inhibition de la
libération d’insuline par la somatostatine peut sembler paradoxale en condition
d’hyperglycémie. Il s’agit néanmoins d’un mécanisme régulateur essentiel, empéchant une

sécrétion exacerbée de glucagon ou d’insuline.
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Figure 6 : La maturation de la somatostatine.

Ce schéma représente les grandes étapes de la formation des formes bioactives de la
somatostatine dans le cerveau et le pancréas. La premiére étape de la maturation par la signal-
peptidase permet I’élimination du peptide signal. Ensuite, des enzymes de type trypsine clivent
la pro-somatostatine et permettent d’obtenir deux formes bioactives : La somatostatine-28
(28 acides aminés) et la somatostatine-14 (14 acides aminés). En fonction du tissu, on retrouve

majoritairement une forme ou I'autre.

Les hormones pancréatiques gerent I'essentiel des voies de dégradation, de stockage
et de production du glucose. La figure 7 résume les principales voies du métabolisme

glucidique gouvernées par les hormones pancréatiques. Dans tous les cas, I'insuline est

hypoglycémiante et le glucagon hyperglycémiant.
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Figure 7 : Implication des hormones pancréatiques dans les voies d’utilisation et de
stockage du glucose.

La lipogenése (en violet) est une voie qui, en réponse a l'insuline, entraine le stockage de
glucose sous forme de lipides dans les adipocytes. La glucogénolyse (en orange) est la voie
commune a toutes les cellules permettant la production d’ATP a partir de glucose. La
néoglucogenese (en vert) est une voie retrouvée dans les cellules hépatiques conduisant a la
synthése de novo de glucose a partir de précurseurs non-glucidiques. La glycogénolyse (en
rouge) favorisée par le glucagon, est une voie qui permet la synthése de glucose a partir des
stocks de glycogéne. La glycogénogenése (en bleu) permet, sous I'action de l'insuline, le
stockage de glucose sous forme de glycogéne.

La régulation paracrine intra-ilot

Les différentes hormones que nous venons de voir possedent des effets biologiques
spécifiques, pouvant étre compléetement opposés. Elles sont toutes sécrétées par les cellules
qui composent le pancréas endocrine (cellules alpha, béta et delta pancréatiques). Ainsi, il est
essentiel que cette sécrétion soit coordonnée. Cette coordination tissulaire permet
notamment de répondre rapidement a la variation de la glycémie, et ce, grace a une

communication paracrine finement régulée (Figure 8) (Brereton et al., 2015).
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Comme vu précédemment, lorsque la glycémie diminue en dessous d’un certain seuil,
la sécrétion de glucagon permet de maintenir une concentration physiologique de glucose en
favorisant sa synthése a partir de stocks glucidiques et non glucidiques. En plus de cette action
endocrine, le glucagon agit également en paracrine et notamment sur la sécrétion d’insuline
par les cellules béta pancréatiques. Contrairement a ce que I'on pourrait penser compte-tenu
des propriétés antagonistes de ces deux hormones, le glucagon favorise la sécrétion d’insuline
(Huising, 2020). En effet, le glucagon agit sur la cellule béta en liant principalement deux types
de récepteurs aux protéines G, les récepteurs au glucagon (GcgR) mais également avec une
moindre affinité les récepteurs au GLP-1 (GLP-1R) (Hartig and Cox, 2020). La liaison du
glucagon active I'adénylate cyclase, via les protéines Gs stimulatrices et entraine une
production d’AMP cyclique. L'augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc induit un
effet potentialisateur d’exocytose des granules contenant l'insuline. En plus de ces effets
directs sur la sécrétion, 'AMPc a également des effets bénéfiques a plus long terme,
notamment grace l'activation de facteurs de transcription. Parmi eux, le facteur « c-AMP
Response Element-binding protein » (CREB) est impliqué dans la survie, la différenciation et la
fonction de la cellule béta pancréatique (Hartig and Cox, 2020; MacDonald et al., 2002). Les
effets du glucagon sont donc semblables a ceux du glucagon-like peptide 1 (GLP-1), qui est un
peptide produit a partir du précurseur du glucagon par les cellules L entéroendocrines (intestin
gréle) (voir figure 4) (MacDonald et al., 2002). Il s’agit d’'une hormone incrétine qui est capable
de potentialiser I'effet du glucose sur la libération d’insuline mais ne provoque pas de
sécrétion d’insuline per se. De manieére intéressante, il a été montré chez ’homme, que les
cellules alpha produisent également du GLP-1, et que le nombre de ces cellules productrices
de GLP-1 est augmenté en cas de diabete de type 2 (Campbell et al., 2020). Le glucagon et le
GLP-1 agissent également sur les cellules delta pancréatiques, en potentialisant la libération
de somatostatine. Cependant, en contraste aux effets observés sur la cellule béta, le glucagon
aurait un effet inhibiteur sur la prolifération de la masse cellulaire delta pancréatique chez la
souris (Gelling et al., 2003).

La sécrétion de glucagon est régulée par le glucose (agit par rétrocontréle négatif), mais
aussi par des modulateurs paracrines comme l'insuline ou la somatostatine, qui sont libérés
en hyperglycémie (Bansal and Wang, 2008; Kulina and Rayfield, 2016). Quand la glycémie est

revenue a sa valeur de référence, la sécrétion de glucagon cesse.
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La somatostatine inhibe la sécrétion d’insuline et de glucagon via des mécanismes
relativement similaires. En effet, la liaison de la somatostatine sur les cellules alpha et béta
active une protéine G inhibitrice qui diminue drastiquement la capacité des cellules a sécréter
leurs hormones. La concentration intracellulaire d’AMPc diminue, ce qui provoque une
diminution de ses effets potentialisateurs. On a ici un effet inverse a I'effet incrétine et la
diminution de I'activité de la PKA sur ses cibles, comme les canaux ioniques, provoque une
hyperpolarisation de la membrane plasmique. |l a également été montré que la somatostatine
active des canaux de type G-protein activated Inwardly Rectifying K+ current (GIRK) ce qui
provoque une importante sortie d’ions K*. Cela aboutit a une hyperpolarisation de la
membrane plasmique, mettant la cellule en quiescence sécrétoire (Hartig and Cox, 2020). Les
travaux réalisés a I'aide d’llots humains, montrent que la SST, essentiellement par le biais de
son récepteur SSTR2, active les courants sortant de canaux K+ GIRK et inhibe des courants

calciques de types P/Q (Kailey et al., 2012).

Enfin, 'insuline agit également sur la cellule alpha, via son récepteur spécifique, et inhibe
les mécanismes essentiels a la sécrétion de glucagon, notamment en activant la
phosphodiestérase 3B, qui va dégrader I'AMPc cytosolique et diminuer I'activité PKA (Elliott
et al., 2015). De plus, I'urocortine 3 (Ucn3) et le neurotransmetteur GABA qui sont exprimés
dans la cellule béta et co-sécrétés avec l'insuline, potentialisent I'effet positif du glucose sur

la libération de somatostatine (Rorsman and Huising, 2018).
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Figure 8 : La régulation paracrine des cellules alpha, béta et delta pancréatiques.
GLP-1 : Glucagon-like peptide-1; Ucn 3 : Urocortine 3; GABA : Acide gamma-aminobutyrique.

B) Rupture de I'homéostasie glucidique et pathogénése du diabéte de type 2
1. Insulinorésistance : Définition et mécanismes impliqués

Dans des conditions physiologiques, la liaison de I'insuline sur son récepteur a activité
tyrosine kinase entraine I'autophosphorylation de ce dernier et permet le recrutement des
protéines substrats du récepteur de l'insuline (principalement IRS1 et IRS2). Les IRS (Insulin
Receptor Substrate), ancrés a la membrane plasmique par leur domaine PH (Pleckstrin
Homology), sont phosphorylés par le récepteur a l'insuline et recrutent a leur tour des
protéines possédant un domaine SH2 (domaine de liaison aux tyrosines phosphorylées) telles
qgue la protéine Grb2 (Growth factor receptor binding protein 2) et la sous-unité régulatrice
p85 de la PI3K (Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase) (De Meyts, 2016; Petersen and Shulman, 2018).
Ces protéines (Grb2 et PI3K) constituent le point départ de deux voies de signalisation
canoniques de la réponse a l'insuline. Une fois activée, la PI3K catalyse la conversion du
Phosphatidyl-Inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) de la membrane plasmique en Phosphatidyl-
Inositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3) qui recrute les activateurs de la protéine kinase B (PKB) ou
Akt (Manning and Toker, 2017). L’activation de cette voie PI3K/Akt joue un rdéle majeur
puisqu’elle facilite d’'une part l'entrée du glucose dans les adipocytes et les cellules

musculaires par translocation du transporteur au glucose GLUT-4 a la membrane plasmique,
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et d’autre part I'expression et 'activation de nombreuses protéines telles que des enzymes,
des facteurs de transcription, ou des protéines anti-apoptotiques (Boucher et al., 2014). La
deuxiéme voie canonique de la signalisation a I'insuline est la voie Grb2/MEK/ERK. En effet, la
phosphorylation de la protéine adaptatrice Grb2 par le récepteur a I'insuline active le facteur
d’échange nucléotidique guanylique SOS (Son Of Sevenless), qui active a son tour la petite
protéine G Ras. Ras active ensuite les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) de type ERK1
et 2, via la voie de signalisation Ras/Raf/MEK. La voie Grb2/MEK/ERK est notamment
impliquée dans I'expression et I'activation de protéines jouant un réle dans la prolifération et
la différenciation cellulaire (Boucher et al., 2014; De Meyts, 2016; Petersen and Shulman,

2018).
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Figure 9 : Les voies de signalisation activées par le récepteur a l'insuline.

La ligison de [linsuline sur son récepteur (IR ou IGF-1) déclenche un changement de
conformation et une autophosphorylation de ce dernier. Cela entraine le recrutement et la
phosphorylation des protéines IRS et Shc. Alors que la protéine Shc active la voie Grb2-50S-
Ras-Raf-MEK-ERK impliquée dans la prolifération cellulaire, les protéines IRS recrutent et
activent principalement la PI3K, qui est une kinase qui catalyse la conversion du PIP2 en PIP3.
Le PIP3 recrute a la membrane et active PDK-1, qui va ensuite activer par phosphorylation
I’enzyme Akt et les PKC atypiques. La voie Akt est impliquée dans le transport et le métabolisme
du glucose, mais également dans la synthese de lipides, le contréle du cycle cellulaire et la
survie. D’apres (Boucher et al., 2014).
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Comme toutes les valeurs constantes en physiologie, le maintien de la glycémie peut
se dégrader. Dans la majorité des cas, cela conduit a un état d’insulino-résistance et

d’intolérance au glucose qui peut dégénérer en diabete de type 2.

Linsuline joue un role majeur dans l'utilisation et le stockage du glucose. Dans
certaines conditions environnementales délétéres pour le métabolisme, telles que I'obésité,
on va observer une perte d’efficacité de I'insuline. En effet, il est communément admis que
I'obésité participe au développement de la résistance a l'insuline, c’est-a-dire que les organes
cibles ne répondent plus, ou répondent moins a son action ne permettant plus une clairance
efficace du glucose circulant (Skyler et al., 2017). L'inflammation de bas grade du tissu adipeux
qui s’installe en réponse a I'obésité génere une désensibilisation des tissus insulino-sensibles
face a cette hormone (Barazzoni et al., 2018). De plus, l'insuline, méme a de faibles
concentrations, a un effet anti-lipolytique sur le tissu adipeux. Ainsi, dans des conditions
d’obésité ou de surpoids ol la masse adipeuse est déja abondante, le maintien ou I’expansion
des réserves adipeuses favorise le développement d’un environnement pro-inflammatoire
(Barazzoni et al., 2018; Kahn and Flier, 2000). L'inflammation qui s’ajoute a I’hyperglycémie
transitoire et I’hyperlipidémie déja présent, créent un terrain toxique qui altére la signalisation

de l'insuline (Boucher et al., 2014).

En condition d’insulinorésistance, I'obésité et la surnutrition peuvent conduire a une
diminution du taux membranaire du récepteur de l'insuline, mais également a une réduction
de son activité kinase (Caro et al., 1987; Samuel and Shulman, 2016). Cette chute d’activité
altére la voie IRS/PI3K/Akt, ce qui diminue la vitesse d’adressage des transporteurs de glucose
GLUT4 a la membrane. Le glucose ne pouvant plus rentrer dans la cellule, celle-ci ne peut plus
le stocker sous forme de glycogéne ou d’acides gras et I’hyperglycémie est ainsi maintenue
(Petersen and Shulman, 2018; Yu et al., 2002). Au niveau du tissu adipeux, la surnutrition peut
également entrainer une hypertrophie des adipocytes pouvant générer du stress oxydatif et
induire de I'inflammation via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1p,
I'IL-6 et le TNFa (Barazzoni et al., 2018; Furukawa et al., 2004; Yaribeygi et al., 2019). Ces
cytokines pro-inflammatoires activent des voies de signalisation telles que JNK (c-Jun N-

terminal Kinase) ou IKKPB (Inhibitor of Kappa B Kinase-B), ce qui entrainent une diminution de
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I’expression des GLUT4, des IRS et d’autres protéines essentielles a la signalisation de l'insuline
(Boucher et al., 2014; Tilg and Moschen, 2008). Le tissu adipeux en excées libere également
dans la circulation sanguine de grandes quantités d’acides gras libres (AGL), qui favorisent la
néoglucogenése hépatique et inhibent les mécanismes impliqués dans le métabolisme du
glucose. Les AGL saturés tel que le palmitate peuvent aussi déclencher des mécanismes
déléteres dans la cellule béta (inflammation, stress oxydatif, stress du réticulum
endoplasmique) et activer des voies de stress telles que JNK et IKKB (Boni-Schnetzler et al.,
2009; Boucher et al., 2014; Samuel and Shulman, 2016). De plus, les AGL semblent modifier
les types de myokines sécrétées par les myotubes. En effet, il a été montré sur des cellules
musculaires squelettiques humaines qu’en fonction de leur sensibilité a l'insuline, elles
sécrétent des myokines différentes qui peuvent influencer positivement ou négativement la
sécrétion d'insuline, la prolifération et la survie de la cellule béta (Bouzakri et al., 2011;

Langlois et al., 2021b).

En somme, en altérant divers processus cellulaires majoritairement impliqués dans
I’'hnoméostasie glucidique (Figure 10), ces mécanismes délétéres ont un effet synergique qui

aggrave la situation métabolique et favorise le développement du diabéte de type 2.
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Figure 10 : Origines et conséquences de la résistance a I'insuline.

L’inflammation, I’hyperglycémie et I’hyperlipidémie rencontrées dans les conditions d’obésité
et/ou de surnutrition peuvent altérer la signalisation de I'insuline des différents organes
impliqués dans I’homéostasie glucidique tels que le foie, le muscle squelettique et le tissu
adipeux. L’exces de tissu adipeux génére un terrain pro-inflammatoire via la sécrétion d’IL-1[,
d’IL-6 ou de TNFa qui aggrave la situation métabolique. Lorsqu’ils sont maintenus trop
longtemps, ces mécanismes déléteres plongent I'organisme dans un état prédiabétique avec
une glycémie augmentée et une lipidémie a des niveaux élevés et toxiques.

L'insulinorésistance est considérée comme un stade prédiabétique réversible. Il
constitue un signal d’alerte métabolique et a ce stade, une modification du mode de vie est
nécessaire. |l est cependant important de noter que cet état est compensé par I'importante
plasticité anatomique et fonctionnelle de la masse des cellules béta pancréatiques. Ces
mécanismes adaptatifs permettent a I'organisme, en augmentant la masse des flots de

Langerhans, de maintenir une glycémie physiologique.
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2. Les mécanismes compensatoires de la masse cellulaire béta endocrine
fonctionnelle face a 'insulinorésistance

La plasticité morphologique

La plasticité du systeme endocrine pancréatique est un processus qui lui permet de
s’adapter a des conditions physiologiques ou environnementales qui varient au cours du
temps. Ainsi, en fonction des besoins, on peut observer soit une genese de nouvelles cellules
beta (néogenese) afin de produire plus d’insuline, soit une prolifération de cellules déja
présentes. Le maintien de la fonctionnalité des cellules est aussi un mécanisme nécessaire et
complémentaire a ce processus.

Chez I’homme, le taux le plus élevé de prolifération des cellules béta est observé avant
I'dge de 2 ans. Ensuite, pendant I'enfance et I'adolescence, les niveaux de néogeneése et
d'apoptose s'ajustent pour atteindre un équilibre qui assure une masse béta fonctionnelle et
stable jusqu'a I'dge adulte (Chen et al., 2011; Goodyer et al., 2012; Gregg et al., 2012; Meier
et al., 2008). Cette masse cellulaire peut toutefois étre modulée pour s’adapter aux demandes
métaboliques importantes de l'organisme qui surviennent en cas d’insulinorésistance
physiologique (grossesse) ou pathologique (obésité, surnutrition) (Alejandro et al., 2015;
Butler et al., 2010; Prentki et al., 2020a). Chez le rongeur gravide, il semblerait que le
mécanisme compensatoire principal soit la prolifération des cellules béta préexistantes,
induite notamment par la signalisation de la prolactine et/ou de la sérotonine (Aguayo-
Mazzucato and Bonner-Weir, 2018). Ces mécanismes impliquent |'activation des voies
prolifératives et de survie MEK/ERK et PI3K/Akt (Baeyens et al., 2016). Chez la femme, bien
qgue les recherches soient plus limitées (généralement réalisées post-mortem), une étude a
révélé une proportion plus importante de petits flots pancréatiques (environ 40% de plus par
pancréas) mais également une augmentation du nombre de cellules positives a I'insuline au
niveau des cellules ductales du pancréas (Butler et al., 2010). Ces données suggerent qu’a la
différence du rongeur, la néogénese a partir des cellules ductales est le mécanisme
majoritairement impliqué dans I'expansion de la masse béta lors de la grossesse chez la
femme. Néanmoins, étant donné la difficulté de réaliser ces études, le débat reste ouvert et
les mécanismes prolifératifs sont toujours potentiellement envisagés (Aguayo-Mazzucato and

Bonner-Weir, 2018; Sullivan et al., 2015).
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La résistance a l'insuline liée a I'obésité ou a la surnutrition induit également un
remodelage de la masse cellulaire béta pancréatique (Figure 11). Il a été démontré que des
signaux extracellulaires tels que l'insuline, les facteurs de croissance, le glucose ou encore les
acides aminés, jouent un réle important dans I'adaptation de la masse cellulaire béta en
condition d’insulinorésistance (Prentki et al., 2020a). Chez le rongeur, la résistance a l'insuline
induite par un régime riche en graisse entraine une expansion de la masse cellulaire via des
mécanismes de prolifération et d'hypertrophie qui impliquent la signalisation
IGF1/PI3K/Akt/mTOR (Alejandro et al., 2015). Alors que la masse cellulaire des rongeurs peut
étre multipliée par un facteur 30, on observe chez I’'homme dans des conditions similaires
seulement 30% d’augmentation. Ainsi, alors que la croissance compensatoire chez la souris se
fait principalement par réplication, la néogenese semble étre chez ’homme le mécanisme

principal (Aguayo-Mazzucato and Bonner-Weir, 2018)

La plasticité fonctionnelle

L'augmentation de la masse de cellules beta doit permettre de sécréter plus d’insuline.
Aussi, en plus de I'effet expansif sur la masse cellulaire béta, une augmentation rapide de la
biosynthese et de la sécrétion d’insuline se met en place en réponse a un besoin accru en
insuline et/ou a des taux de glucose anormalement élevés. Cela s’explique grace a une
augmentation de 1/ I'activité de facteurs de transcription (MafA, PDX-1, NeuroD1, ..)
nécessaires a la synthése d’insuline, 2/ I'exocytose de I’hormone et 3/ I'activité d’enzymes
mitochondriales jouant un réle important dans I’"homéostasie du glucose (Prentki et al.,
2020a). Ces mécanismes de plasticité fonctionnelle sont similaires dans les adaptations soit a

I'obésité soit a la grossesse (Baeyens et al., 2016; Chen et al., 2017).

Afin de déterminer si 'augmentation de la sécrétion d’insuline est proportionnelle a
I'augmentation de la masse cellulaire béta, des chercheurs ont quantifié les concentrations
plasmatiques d’insuline chez des patients obéses insulino-résistants et non diabétiques, et les
ont corrélées avec leur masse cellulaire béta grace a des analyses histologiques. De maniere
générale, les niveaux d’insuline plasmatique apres stimulation sont largement supérieurs a
I'augmentation observée de la masse cellulaire béta (Chen et al., 2017). De plus, la sécrétion
d’insuline chez des sujets obeses est jusqu'a trois fois plus importante que celle qui est

mesurée chez des personnes non-obeses (Chen et al., 2017). Ainsi, ces données montrent
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I'importance de la plasticité anatomique et fonctionnelle du pancréas endocrine dans le
maintien d’une glycémie physiologique, face a la résistance a l'insuline (Figure 11). Cela
permet de souligner que le point crucial pour une adaptation efficace serait une meilleure
capacité des cellules béta a sécréter. Ce parameétre est de fait un élément clé a prendre en
compte pour étudier I'évolution vers un état pathologique. Cependant, lorsque le
stade prédiabétique est maintenu trop longtemps, la production d’insuline est altérée et sa
sécrétion devient insuffisante, on parle alors d’insulinopénie. Ensembles, insulinorésistance
et insulinopénie conduisent a une hyperglycémie pathologique : le diabete de type 2 (Skyler

et al., 2017).
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DIABETE DE TYPE 2
PHYSIOLOGIQUE LINSULINE / OBESITE
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Figure 11 : Représentation schématique de I'apparition progressive du diabéte de type 2.
En condition physiologique (vert), 'augmentation de la glycémie (fleches noires) déclenche une
sécrétion d’insuline adaptée aux besoins de I'organisme. La sédentarité, associée a une
alimentation riche en sucres et/ou lipides, favorise I'appartition d’un environnement
meétabolique délétere qui rend certains organes impliqués dans le stockage du glucose de plus
en plus résistants a I'insuline. Pendant cette période (jaune), on observe une augmentation de
la masse cellulaire béta pancréatique ainsi qu’une sécrétion massive d’insuline. Cette plasticité
morphologique et fonctionnelle maintient I'organisme en normo-glycémie. Cependant, sur le
long terme, cette suractivité fonctionnelle peut entrainer un épuisement des cellules béta qui
aboutit a une chute de la production et de la libération d’insuline, ainsi qu’a des mécanismes
d’apoptose. Cette sécrétion insuffisante d’insuline provoque une hypeglycémie chronique
caractéristique du diabéte de type 2 (rouge). Cette hyperglycémie, associée a d’autres facteurs
cytotoxiques, accentue et précipite le déclin de la masse cellulaire béta pancréatique. Modifié
a partir de (Chen et al., 2017).
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3. Rupture des mécanismes compensatoires et apparition du diabéte de type 2

Le diabéte : définitions, répartition et origines

Les cellules béta pancréatiques sont les seules cellules de la périphérie capables de
produire de l'insuline, la seule hormone hypoglycémiante de I'organisme. Elles jouent donc
un roéle crucial dans I'homéostasie du glucose et leur dysfonctionnement conduit
irrémédiablement a un exces durable de glucose dans le sang. Cette hyperglycémie chronique
est caractéristique du diabete dont on distingue 2 principaux types :

- Le diabéete de type 1 (DT1), qui apparait généralement a l'enfance ou a

I'adolescence, est une maladie auto-immune qui provoque la destruction des
cellules béta par le systeme immunitaire (Skyler et al., 2017).

- Le diabete de type 2 (DT2) quant a lui, représente environ 90% des cas de diabete
et est souvent la résultante d’un mode de vie sédentaire et d’'une alimentation trop
riche (manque d’activité physique, obésité, surpoids, ...). Si le DT2 se déclenche
généralement chez les personnes agées de plus de 40 ans, de plus en plus de cas
d’adolescents et de jeunes adultes diabétigues commencent a apparaitre

(Panagiotopoulos et al., 2018).

En 2019, la Fédération Internationale du Diabete (FID) a révélé que plus de 463 millions
de personnes dans le monde étaient diabétiques (Figure 12) (Saeedi et al., 2019). Outre le colt
important de la prise en charge du diabéte (10% des dépenses mondiales de santé, soit ~760
milliards USD) (Williams et al., 2020), cette pathologie est un véritable enjeu de santé
publique. En effet, si elle apparait de maniere progressive et insidieuse, cette maladie est
souvent a I'origine de complications graves, pouvant étre fatales a long terme telles que des
maladies cardiovasculaires, cérébrales, rénales et/ou oculaires. La prévalence du diabéte de
type 2 varie fortement d’une région du monde a une autre, avec des disparités liées a I'age,
au sexe (les hommes sont plus touchés que les femmes) mais également au statut socio-

économique ainsi qu’a l'ethnie (Agardh et al., 2011; Saeedi et al., 2019).
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Figure 12 : Prévalence actuelle et prévisionnelle du diabéte chez I’adulte (20-79 ans).
Source : Fédération Internationale du Diabete. Atlas du diabéte, 9eme édition 2019.

Les facteurs cellulaires et moléculaires conduisant au diabéte de type 2

Lors d’une dérégulation de I'homéostasie glucidique, la cellule béta pancréatique est
continuellement exposée a des niveaux élevés de glucose, de lipides, mais également d’acides
aminés ramifiés (BCAA) tels que la leucine, I'isoleucine et la valine. Si ces nutriments sont
essentiels a des concentrations physiologiques, des concentrations excessives deviennent
toxiques et participent a la défaillance de la cellule béta entrainant une perte de la masse
cellulaire (Newgard, 2012; Prentki et al., 2020a). En effet, la perte de la masse cellulaire
fonctionnelle est estimée entre 25 et 60 % en fonction du stade pathologique et résulte d'une
apoptose accrue des cellules béta ainsi que d’une dédifférenciation de ces derniéres
(Bensellam et al., 2018; Butler et al., 2003; Rahier et al., 2008). La encore, en condition de
diabete, I'origine de la défaillance et du déclin de la masse cellulaire fonctionnelle n’est pas
exclusive. Ainsi, plusieurs processus cellulaires et moléculaires ont été suggérés, parmi

lesquels :
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Les espéces réactives de |’'oxygene (ROS) : L'exces du métabolisme du glucose dans la

cellule béta génere des especes réactives de I'oxygéne (ROS). Les ROS peuvent avoir
une origine mitochondriale, étre issues de la glycosylation non enzymatique ou encore
produites par la NADPH oxydase membranaire (Kaneto et al., 2010). D’une maniére
générale, les ROS peuvent induire une peroxydation des lipides, une oxydation des
protéines ou encore causer des dommages de I'ADN génomique (Bertram and Hass,
2008). Ces altérations conduisent a des pertes majeures de fonction des molécules et
peuvent également porter atteinte a l'intégrité membranaire, ce qui déclenche des
processus d’apoptose. La cellule béta pancréatique n’exprime que de faibles niveaux
d’enzymes antioxydantes telles que le glutathion, la superoxyde dismutase et la
catalase, ce qui la rend vulnérable aux ROS (Tiedge et al., 1997). Au niveau fonctionnel,
les ROS induisent une diminution de la production et de la sécrétion d’insuline, via des
mécanismes qui semblent avoir pour origine une réduction de la liaison des facteurs
de transcription PDX-1 (Pancreatic and Duodenal homeoboX-1) et MafA a la région

promotrice du géne de I'insuline (Kaneto et al., 2008).

L'inflammation : Les mécanismes inflammatoires ont eux aussi une part importante

dans la dysfonction de la cellule béta pancréatique. En effet, le DT2 et 'obésité sont
souvent associés a une inflammation chronique initiée et entretenue par I'activation
du systeme immunitaire induite par I'excés de nutriments (Alejandro et al., 2015).
Cette inflammation se caractérise en grande partie par une infiltration de cellules
immunitaires tels que les macrophages au sein de différents organes impliqués dans
I'homéostasie du glucose (le foie, les muscles, les tissus adipeux et les flots de
Langerhans). Cela favorise la libération de cytokines pro-inflammatoires circulantes
telles que le TNFa, I'IL-6 ou I'lL-1B (Alejandro et al., 2015; Eguchi and Nagai, 2017). |l
est d’ailleurs établi qu’une exposition chronique des cellules béta a des niveaux élevés
d’IL-1B inhibe la voie de survie Akt et active la voie pro-apoptotique JNK ainsi que le
facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor-kappa B) dans des flots humains et
murins. L'activation d’NF-kB favorise |'expression de l|'oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS), conduisant a une production massive d'oxyde nitrique (NO)
(Alejandro et al., 2015). Le NO est capable de fragmenter I'ADN, mais également

d’interférer avec les mécanismes de transfert d’électrons au sein des mitochondries,
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inhibant ainsi la production d’ATP et par conséquent diminuant la sécrétion d’insuline
(Rojas et al., 2018; Wang et al., 2010). Le NO peut également causer la libération du
cytochrome ¢, qui est connu pour induire I'apoptose via I'activation des caspases pro-
apoptotiques telles que les caspases 3 ou 7 (Hui et al., 2004). En plus des effets sur la
production de NO, NF-kB diminue |'expression de certaines protéines essentielles pour
la fonction béta pancréatique, comme le transporteur de glucose GLUT2 et I'insuline.
NF-kB induit aussi I’expression de protéines pro-apoptotiques qui généere un stress au

niveau du réticulum endoplasmique (Rojas et al., 2018).

Le stress du réticulum endoplasmique (RE): Comme de nombreuses protéines

sécrétées, l'insuline commence sa maturation dans le RE. La cellule béta utilise le
mécanisme UPR (Unfolded Protein Response). Ce processus est activé en réponse a
une accumulation de protéines mal repliées dans la lumiére du RE, et permet leur
dégradation. Il favorise également I'expression des protéines impliquées dans le
repliement des protéines. Ainsi, ce processus adaptatif assure un controle qualité des
protéines et permet de répondre a l'augmentation importante de I'expression
d’insuline en condition d’hyperglycémie (Foufelle and Ferré, 2007). Chez les personnes
diabétiques, cette réponse UPR est altérée. Il a été montré que les ROS,
I'"hyperlipidémie, I’hyperglycémie et enfin plus récemment, I'inflammation, pouvaient
étre a l'origine de cette défaillance entrainant une accumulation de protéines mal-
repliées ou défectueuses (Eizirik and Millard, 2014). En conséquence, le RE se dilate et
ce stress peut aboutir a la mort par apoptose de la cellule béta (Eizirik and Millard,
2014). Chez des patients diabétiques, il a été observé une multiplication par deux de
la taille du RE dans les cellules béta en comparaison a des patients non diabétiques
(Marchetti et al., 2007). Lorsque le stress du RE est maintenu trop longtemps, des
transducteurs UPR tels que XBP1 ou PERK initient I'apoptose de la cellule en activant
des voies spécifiques comme la voie JNK ainsi que des facteurs pro-apoptotiques (Bcl-

2, Bak, Bax, ...) (Demirtas et al., 2016).
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Les complications associées au diabéte de type 2

Le DT2 est une pathologie insidieuse, indolore et silencieuse pouvant mettre des
années a étre diagnostiquée. Dans la plupart des cas, elle est détectée lorsque des

complications apparaissent.

La principale complication associée au DT2 est d’ordre vasculaire et a des
conséquences variables en fonction de I'organe ou de la zone touchée. En effet, au niveau
cardiaque, I'hyperglycémie et I’hyperlipidémie diabétique favorisent |'apparition de plaques
d’athérome sur la paroi des artéres, conduisant a un simple rétrécissement ou a I'obstruction
compléte de I'artéere. Les complications cardiaques constituent ainsi la premiére cause de
déces liée au DT2 (prés de 80%), avec un risque d’accident cardiaque multiplié par 2 a 6 en
fonction du stade diabétique en comparaison a un individu sain (Beckman et al., 2002). Le rein
est également une cible privilégiée de I'hyperglycémie diabétique. Chez un individu sain, le
rein filtre le sang et élimine les déchets grace a la formation de 'urine. Cette filtration limite
cependant le passage dans I'urine des macromolécules telles que des protéines dont le poids
moléculaire est égal ou supérieur a celui de I'albumine (~68kDa) (Scott and Quaggin, 2015). A
cause du diabete, le débit du filtre glomérulaire diminue, les membranes de filtration
deviennent perméables a ces molécules normalement retenues. Cela entraine une baisse de
leur présence dans le sang et une accumulation dans les urines qui peut étre toxique pour le
rein (Gross et al., 2005). Sur le long terme, cette dégradation peut conduire a I'insuffisance
rénale. Des études prospectives menées chez des patients diabétiques de type 2 ont révélé
gu’un des facteurs prédictifs du développement de cette néphropathie diabétique est une
atteinte de la rétine, autrement nommeée rétinopathie diabétique (Gall et al., 1997; Murussi
et al., 2002). En effet, I'altération des capillaires occulaires peut déclencher une ischémie
tissulaire. Des mécanismes compensatoires s’initient afin de recréer un réseau de capillaires
sanguins et de rétablir le flux sanguin au niveau de la zone touchée. On observe ainsi une
angiogénése occulaire accrue chez les personnes atteintes de rétinopathie diabétique (Larger,
2003). Cette pathologie associée au diabéte constitue la principale cause de cécité chez les
20-64 ans (Crawford et al., 2009). Au niveau central cette fois-ci, il est maintenant largement
admis que le diabéte augmente le risque d'accident vasculaire cérébral (AVC) (Coppola et al.,
2019). En effet, en comparaison a une personne saine, le risque de déclencher un AVC est

entre deux et quatre fois plus élevé chez un diabétique (Beckman et al., 2002).
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Concernant les atteintes psychiques, une étude épidémiologique menée en 2016 sur
plus de 90000 individus a révélé que la dépression était plus répandue chez les personnes
atteintes de diabéte (Meurs et al., 2016). De maniére intéressante, I'analyse de la glycémie a
jeun des sujets montre que la dépréssion chez les diabétiques augmente, que le diabete soit
diagnostiqué ou non (Meurs et al., 2016). Ces corrélations entre dépression et diabete ont
également été rapportées dans de nombreuses autres études (pour revue Badescu et al.,
2016), ce qui souligne I'importance de trouver un moyen de traiter ces deux pathologies.
Enfin, parmi les nombreuses autres complications liées au diabéte, on retrouve les maladies
dentaires, le pied diabétique (risque de gangrene et d’amputation), mais également un risque
accru de développer certains cancers (foie, pancréas, endometre, colon, sein, vessie), ainsi
gu’une moindre résistance aux infections virales telles que la grippe, ou plus récemment, le
SARS-CoV-2 (Apicella et al., 2020; Deshpande et al., 2008; Giovannucci et al., 2010; Singh et
al., 2020a).

I/ Les mécanismes essentiels de maintien d’une masse cellulaire béta
pancréatique fonctionnelle

A) Le couplage glucose-sécrétion d’insuline
1. Détection et transport du glucose

L’activité secrétoire de la cellule béta est associée aux varitations de concentration de
glucose circulant. Cette cellule possede un systéme « senseur du glucose » qui est nécessaire
au couplage de la sécrétion d’insuline avec des variations méme modérées de la glycémie
(Schuit et al., 2001). L'initiation de ce mécanisme de détection commence par I'entrée du
glucose dans la cellule béta. De par sa polarité, le glucose ne diffuse pas au travers de la
bicouche lipidigue de la membrane plasmique et pénétre dans la cellule en suivant son
gradient de concentration grace a des transporteurs au glucose GLUT (GLUcose Transporter).
Les GLUT rassemblent 14 isoformes de protéines a douze domaines transmembranaires et
assurent le transport passif de différents sucres dans I’environnement intracellulaire. lls sont
divisés en trois grands groupes qui se distinguent par leurs structures, leurs propriétés
cinétiques et leurs localisations tissulaires et cellulaires (Mueckler and Thorens, 2013). Les

transporteurs GLUT1, 2, 3, 4 et 14 constituent le groupe 1 et assurent principalement le
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transport du glucose, mais aussi celui du fructose, du mannose, ou encore du galactose. Les
transporteurs GLUTS5, 7, 9 et 11, spécialisés dans I'absorption du fructose, constituent le
groupe 2. Enfin le groupe 3, rassemble les transporteurs GLUT6, 8, 10, 12 et 13, qui assurent
principalement le transport du glucose, sauf pour GLUT13, qui lui transporte du myoinositol
(Barron et al., 2016). Alors que GLUT2 est le principal transporteur du glucose de la cellule
béta pancréatique chez le rongeur, chez ’homme, ce role est attribué au GLUT1 et GLUT3 (De
Vos et al., 1995). GLUT2 possede une forte capacité de transport et une faible affinité pour le
glucose (Km ~17 mmol/L) (Thorens and Mueckler, 2010). Ainsi, méme a des concentrations
élevées de glucose, GLUT2 ne sature pas, et la vitesse de transport est propotionnelle a la
glycémie ambiante. De fait, la concentration de glucose au sein de la cellule béta pancréatique
est identique a la concentration extracellulaire de glucose, ce qui permet une secrétion
d’insuline adaptée en permanence a la glycémie (Thorens, 2015). En revanche, il faut ajouter
gu’a de faibles concentrations, le glucose extracellulaire ne peut étre transporté et assure

ainsi un frein a la sécrétion d’insuline en période normoglycémique.

2. Métabolisme du glucose

Une fois rentré dans le cytosol de la cellule béta, le glucose est converti en glucose-6-
phosphate (G6P) par la phosphorylation de son 6°™ carbone par la glucokinase (GK),
autrement nommée hexokinase IV (Kawai et al., 2005; Matschinsky, 1996). A la maniere du
GLUT2, la GK a une faible affinité pour le glucose (Km= 8 mM) ce qui 'empéche de saturer,
méme lorsque la glycémie est élevée. De plus, parmi toutes les autres kinases capables de
phosphoryler le glucose, la GK est la seule qui ne subit pas de rétrocontrole négatif par son
produit, le G6P (Matschinsky, 1996; Matschinsky and Wilson, 2019). Le glucose phosphorylé
est ensuite converti en pyruvate par la glycolyse, puis transporté dans la mitochondrie poury
étre métabolisé via le cycle de Krebs afin de produire de I’ATP (Prentki et al., 2013; Schuit et
al., 2001). A la différence d’autres types cellulaires, la quasi-totalité du pyruvate dans la cellule
béta est transformée en ATP, renforcant encore le couplage glucose-sécrétion d’insuline. En
effet, de maniere générale, le pyruvate peut étre converti en lactate par la lactate
déshydrogénase (LDH). Ce dernier peut ensuite étre utilisé pour la synthése de novo de
glucose (néoglucogénese), mais également étre évacué par des transporteurs

monocarboxylates (MCT) hors de la cellule lorsqu’il est en trop grande quantité, afin de
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préserver un pH intracellulaire physiologique (Halestrap and Wilson, 2012; Tornheim, 2018).
Dans la cellule béta pancréatique en revanche, en plus de la forte activité pyruvate carboxylase
(métabolisme du pyruvate), I'expression de la LDH et du MCT est trées faible voire inexistante
(Ishihara et al., 1999; Schuit et al., 2001; Sekine et al., 1994). De ce fait, plus de 80% du glucose
qui a pénétré dans la cellule béta sert a la synthese d’ATP (Prentki et al., 2013; Schuit et al.,
1997). Chez la souris et ’'homme, la production d’ATP est semi-maximale a 3 mM de glucose

et sature a 20mM de glucose (Rorsman and Ashcroft, 2018).

3. Potentiel de membrane et flux calcique

En tant que cellule excitable, le potentiel de membrane de la cellule béta joue un réle
majeur dans la sécrétion d’insuline. En effet, cette derniere se distingue des autres cellules
des flots de Langerhans par des canaux ioniques distincts ou similaires mais avec des
propriétés différentes, leur conférant une signature électrophysiologique spécifique (Briant et
al., 2017). Parmi ces canaux, on retrouve notamment le canal K* sensible a I'ATP (canal K-ATP)
qui est le canal ionique prédominant dans les cellules béta (Rorsman and Ashcroft, 2018). Ces
canaux sont composés d’un pore (Kir 6-2) et d’'une sous-unité régulatrice SUR1 (Sulfonylurea
Receptor 1). Dans des conditions glycémiques basales, la liaison de I'ADP a SUR1 ouvre le
canal, entrainant la diffusion des ions K+ hors de la cellule, ce qui assure le maintien du
potentiel de repos a environ -70mV. A l'inverse, aprés un repas, I'augmentation du ratio
ATP/ADP induit par I'augmentation de la glycémie modifie I'activité du canal. En effet, la
liaison de I'ATP sur Kir 6-2 ferme le canal, conduisant a une accumulation cytoplasmique d’ions
K* qui modifie et augmente le potentiel de la membrane plasmique. Lorsqu’elle atteint un
certain seuil, cette dépolarisation membranaire entraine une ouverture des canaux calciques
voltage-dépendants (VDCC), suivie d’une entrée massive de calcium dans le cytoplasme
(Henquin et al., 2003; Réder et al., 2016). Le Ca?* intracytoplasmique induit alors la sécrétion
d’insuline par exocytose, en provoquant la fusion des granules contenant I'hormone avec la

membrane plasmique.

4. Libération des granules contenant I'insuline

La libération d’insuline suit un modele de sécrétion en deux temps (Figure 13). La
premiére phase débute seulement quelgues minutes aprés un repas. C'est une phase
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transitoire (moins de 10 minutes) pendant laquelle la sécrétion d’insuline est trés importante.
A lissue de ces 10 minutes, la seconde phase prend le relais. Moins intense que la premiére,
elle est associée a une libération soutenue d’insuline qui dure jusqu’au retour a une glycémie

basale (Curry et al., 1968; Nesher and Cerasi, 2002).

4 Hyperglycémie
Basal Phase1 Phase 2

Sécrétion d’insuline

(I) 10 20
Temps (min)

Figure 13 : Représentation schématique de la sécrétion biphasique d’insuline induite par le
glucose.

Suite a un évenement hyperglycémiant, une quantité importante d’insuline (sphéres rouges)
est libérée trées rapidement grdce a I'exocytose des granules qui se situent au niveau
juxtamembranaire (granules vertes), c’est la phase 1 (en vert sur le graphe). Au bout d’environ
10 minutes, les granules de réserves (granules jaunes) sont transportés vers la membrane
plasmique ou ils déversent leur contenu dans le milieu extracellulaire. Ce mécanisme provoque
une sécrétion moins intense, mais durable, qui représente la 2éeme phase de la libération
d’insuline (jaune sur le graphe). Modifié d’aprés (Rorsman and Renstrém, 2003).

Ce modele de sécrétion biphasique s’expliqgue notamment par une organisation
cellulaire trés précise. En effet, les granules de sécrétion qui contiennent l'insuline sont
ordonnés entre le réticulum endoplasmique et la membrane (Dean, 1973). Les granules
d’insuline les plus proches de la membrane plasmique (seulement 1 a 5% des granules) sont
impliqués dans la premiére phase de sécrétion et correspondent au pool facilement libérable
(Figure 13). La majorité restante des granules d’insuline reste plutét proche du réticulum
endoplasmique et constitue le pool de réserve, responsable de la libération prolongée
d’insuline pendant la seconde phase (Figure 13) (Grodsky, 1972; Rorsman and Renstrom,

2003). Pour assurer la deuxiéme phase, le pool de granules de réserve est recruté a la
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membrane par un processus actif nécessitant des protéines de transports (kinésines) et des
protéines du cytosquelette (Myosines). Ce transport peut étre déclenché par des kinases,
comme par exemple la CaMKIl (Calmoduline Kinase IlI) dont I'activité est dépendante du
calcium. Aprés un repas, I'élévation de la concentration intracellulaire de Ca?* active la CaMKII.
Une fois activée, elle phosphoryle des protéines (synapsines) associées aux granules de
sécrétion, ce qui déclenche le recrutement des granules d’insuline du pool de réserve a
proximité de la membrane plasmique. La CaMKII participe ainsi au maintien de la sécrétion

d’insuline (Gromada et al., 1999).

Le mécanisme d’exocytose de I'insuline (et d’autres hormones polypeptidiques) est un
processus en plusieurs étapes, comprenant le positionnement, I'amarrage et la fusion des
vésicules sécrétoires avec la membrane plasmique (Figure 14). Ce processus fait intervenir des
protéines spécialisées présentes sur les granules de sécrétion (les v-SNARE) et sur la
membrane plasmique (les t-SNARE) (Rorsman and Ashcroft, 2018). Lorsque la vésicule se
potitionne au niveau du site d’exocytose, la formation d’'un complexe entre la v-SNARE VAMP
(ou synaptobrévine), et les t-SNARE SNAP-25 et syntaxine-1, fournit la force motrice
nécessaire au rapprochement des membranes (Jahn and Sidhof, 1999; Weber et al., 1998).
La fixation de la protéine complexine sur le complexe SNARE stabilise et renforce les
interactions entres les protéines, ce qui rapproche encore un peu plus les membranes et
déclenche la fusion des premieres couches lipidiques granulaire et membranaire (Mohrmann
et al., 2015). C'est ensuite au tour de la synaptotagmine de rentrer en jeu. Cette v-SNARE
possede deux domaines C2 désignés C2A et C2B. Ces structures sont des sites de liaison du
Ca?* qui assurent la liaison de la synaptotagmine avec certaines protéines (syntaxine-1, SNAP-
25, ...) et des phospholipides (Chapman et al.,, 1995; Geppert and Sidhof, 1998; Ohara-
Imaizumi et al., 1997; Schiavo et al., 1996). Ainsi, la fixation du Ca?* sur ces domaines entraine
leur ancrage dans les membranes plasmiques, ce qui déclenche la fusion du granule et permet
la libération du contenu granulaire dans le milieu extracellulaire. Enfin, |a liaison de la protéine
de fusion sensible au N-éthylmaléimide (NSF) et de la protéine soluble d'attachement NSF
(SNAP) au complexe SNARE, entraine sa dissociation et favorise I'endocytose et le reclyclage

ou la dégradation du granule (Sidhof, 2013).
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Figure 14 : Les principales étapes de la machinerie d’excocytose.

Suite au positionnement du granule sur le site d’excocytose, le complexe SNARE se lie, c’est
I'amarrage. Ensuite, la liaison de la complexine au complexe SNARE entraine un
rapprochement du granule a la membrane plasmique, ce qui provoque la préfusion des
premieéres couches lipidiques granulaire et membranaire (rapprochement/amorgage). Suite a
la dépolarisation de la membrane plasmique induite par un stimulus tel que le glucose, le
calcium pénétre dans la cellule et se fixe sur les domaines C2A et C2B de la synaptotagmine.
Cette fixation provoque I'ancrage de ces domaines dans les membranes plasmiques, ce qui
déclenche I'ouverture compléte du pore de fusion et permet la libération de contenu granulaire
dans le milieu extracellulaire. La fixation des protéines NSF et SNAP initie le désassemblage du
complexe SNARE et favorise I'endocytose du granule. Il sera ensuite soit dégradé, soit recyclé.
Image modifiée d’aprés (Siidhof, 2013).

La figure 15 récapitule I'ensemble des mécanismes clés impliqués dans la sécrétion d’insuline

de la cellule béta pancréatique.

Page 40



1 [glucose] sanguin ———
— —Cellule béta pancréatique—
= \ Libération
insuline
Mitochondrie " ®
oo ®
® &

Pyruvate

[ATP]
\ [ADP]

\\T \ Ly
\ Canal Ca%*
Canal K-ATP /// — voltage dépendant
V

Z i o4
K] Depolarlsatl_on [C a ]
membranaire

Figure 15 : Résumé des différentes étapes impliquées dans la sécrétion d’insuline.
Suite a une élévation de la glycémie, le glucose est transporté dans la cellule béta pancréatique

via des transporteurs au glucose GLUT2 (vert), pour y étre métabolisé par la mitochondrie afin
de produire de I’ATP. Cet ATP provoque la fermeture des canaux potassiques K-ATP (jaune), ce
qui entraine une accumulation d’ions K* dans le cytoplasme qui modifie la charge électrique de
la cellule et dépolarise la membrane plasmique (orange). L’ouverture des canaux calciques
dépendant du voltage (bleu) provoque une entrée importante d’ions Ca** nécessaires a

I’exocytose des granules d’insuline.

B) Les activateurs de la sécrétion d’insuline

Afin de répondre efficacement aux différents épisodes hyperglycémiques au cours de
la journée, la sécrétion d’insuline doit étre un mécanisme dynamique. Cette réactivité est
notamment due a I'action coordonnée de différentes molécules capables de potentialiser, via

I'activation de voies de signalisation spécifiques, I'effet du glucose sanguin sur la sécrétion

d’insuline.
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1. Les nutriments

Certains nutriments sont les premiéres molécules capables de déclencher et aussi
d’amplifier la sécrétion d’insuline. Parmi eux on retrouve évidemment le glucose dont on vient
de discuter, mais aussi les acides gras et les acides aminés, qui sont des modulateurs de la

libération d’insuline (Figure 16).

Les acides aminés sont essentiels pour une grande variété de fonctions cellulaires
comme la synthése de protéines et de nucléotides. De plus, certains d’entre eux sont capables
d’agir sur la libération d’insuline, en modulant plus ou moins directement le potentiel de
membrane en fonction de leurs charges, de maniére complétement dépendante du glucose
(Newsholme et al., 2007). En effet, les acides aminés cationiques tels que la L-arginine ou la L-
Lysine dépolarisent directement la membrane plasmique, entrainant un influx calcique qui
potentialise la sécrétion d’insuline (Newsholme et al., 2006). Leur effet sur I'influx calcique
étant trop faible, ils ne peuvent pas moduler la libération d’insuline sans la présence du
glucose. D’autres acides aminés comme |'alanine ou la proline agissent eux aussi sur le
potentiel de membrane, mais d’une facon indirecte. Ces derniers sont co-transportés au sein
de la cellule avec le Na*. Ainsi, 'augmentation de la présence de ces acides aminés dans le
sang, augmente leur transport au sein de la cellule et donc mécaniquement celui du sodium.
L’'augmentation de la concentration en Na* modifie la charge intracellulaire, ce qui dépolarise
la membrane et crée un influx de calcium qui amplifie la sécrétion d’insuline uniguement en

condition d’hypeglycémie (Rorsman and Ashcroft, 2018).

Les acides aminés agissent aussi comme le glucose. En effet, le métabolisme des acides
aminés tels que la leucine, isoleucine ou I'alanine conduit a une élévation du ratio ATP/ADP,
entrainant la fermeture des canaux K-ATP et en conséquence stimule la sécrétion d’insuline
(Holecek, 2018; Newsholme et al., 2007, 2014). De plus, de maniére intéressante, I'isoleucine
permet la synthese de glutamate (Holecek, 2018). Ce dernier chélate les ions ammonium
(NH4*), toxiques pour la cellule, ce qui entraine sa conversion en glutamine. Le glutamate et la
glutamine modulent la sécrétion d’insuline (Gammelsaeter et al., 2011; Maechler, 2017). En
effet, dans la cellule béta pancréatique, le métabolisme de la glutamine et sa conversion en
glutamate potentialise la sécrétion d’insuline induite par le glucose et active des voies de

survie et de prolifération cellulaire (Modi et al., 2014; Prentki et al., 2020a). En revanche,
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lorsque le glutamate se trouve au niveau extracellulaire, il active les récepteurs au NMDA,
ouvre les canaux K-ATP, repolarise la cellule et donc diminue I'exocytose d’insuline (Maechler,

2017).

Les acides gras sont capables de pénétrer dans la cellule par diffusion libre (Hamilton
and Kamp, 1999). En normo-glycémie, les acides gras cytosoliques sont transformés en acyl-
CoA a longues chaines par l'acyl-CoA synthétase (ACS), puis transportés dans la matrice
mitochondriale via la carnitine palmitoyl transférase 1 (CPT-1), ou ils sont métabolisés par la
voie de la B-oxydation pour produire de I’ATP. L’ATP maintient ainsi la sécrétion d’insuline
(Newsholme and Krause, 2012). Aprés un repas, le métabolisme du glucose et des acides
aminés entraine la synthéese de la malonyl-CoA par I'acyl-CoA carboxylase (ACC), ce qui inhibe
le transporteur CPT-1 et détourne donc les acyl-CoA de la B-oxydation vers la synthese de
lipides estérifiés, tels que les diacylglycérols (DAG) (Prentki et al., 2020b). L’accumulation
résultante de lipides dans le cytoplasme peut potentialiser la sécrétion d’insuline induite par
le glucose en modulant I'activité du canal K-ATP et de la protéine kinase C (PKC), en modulant
les courants calciques. Les lipides sont aussi des modulateurs de I'exocytose grace a leurs
effets sur la machinerie. Par exemple, certains lipides (oméga-3, oméga-6, acides gras non-
estérifiés) activent des protéines du complexe SNARE telles que la syntaxine ou encore
Muncl3, ce qui facilite le processus d’exocytose (Darios et al., 2007; Deeney et al., 2000;

Prentki et al., 2020b).

Les acides gras circulants peuvent également agir sur la sécrétion d’insuline sans
pénétrer a l'intérieur de la cellule béta mais par interaction avec des récepteurs couplés aux
protéines G (GCPG), les FFAR (Free Fatty Acid Receptors). Cette classe regroupe des récepteurs
tels que FFAR1 (GPR40), FFAR2 (GPR43), FFAR3 (GPR41) et FFAR4 (GPR120), caractérisés par
leur distribution tissulaire et leur affinité pour les acides gras a longues ou courtes chaines
(Kimura et al., 2020). Au niveau de la cellule béta pancréatique, le GPR40 est le récepteur le
plus exprimé. In vivo et in vitro il potentialise la sécrétion d’insuline aprés un repas (ltoh et al.,
2003; Kristinsson et al., 2013; Tomita et al., 2006). En effet, I'activation du GPR40 entraine la
formation d'inositol trisphosphate (IP3) par la phospholipase C, qui induit la libération des
stocks de Ca%* du réticulum endoplasmique via I'ouverture des canaux IP3 sensibles récepteur

de la ryanodine (Islam, 2002). L’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium

Page 43



agit directement sur les granules d’insuline, potentialisant ainsi I'effet du glucose sur la
libération d’insuline (Kimura et al., 2020; Kristinsson et al., 2013). De maniére intéressante,
parmi les acides gras a longues chaines, les oméga-3 tels que I'acide a-linolénique (ALA),
I'acide docosahexaénoique (DHA) ou encore I'acide eicosapentaénoique (EPA) sont également
capables de potentialiser indirectement la sécrétion d’insuline via I'activation d’un autre
récepteur aux acides gras, le GPR120. En plus des effets directs sur la sécrétion d’insuline, des
études ont montré que la stimulation in vitro et in vivo du GPR120 par ces lipides, favorise la
libération de lincrétine GLP-1 par les cellules entéroendocrines, potentialisant en
conséquence la libération d’insuline par les cellules béta pancréatique (Kimura et al., 2020;

Talukdar et al., 2011).
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Figure 16 : Les effets de certains nutriments sur la sécrétion d’insuline.

Le schéma représente les mécanismes cellulaires activés par les acides aminés et les acides
gras, qui potentialisent la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. PD: Pyruvate
Dehydrogenase. PC: Pyruvate Carboxylase. PDG: Phosphate-Dependent Glutaminase. GDH:
Glutamate Dehydrogenase. TCA: Cycle de I’Acide Tricarboxylique (ou Cycle de Krebs). D’apres
(Liu et al., 2008).
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2. Les neurotransmetteurs

Le cerveau est également impliqué dans la régulation de la sécrétion d’insuline. Les
flots pancréatiques sont connectés directement au systeme nerveux autonome (SNA) par des
nerfs provenant des zones sympathique et parasympathique (Thorens, 2011). Au sein de ces
structures, on retrouve des neurones sensibles au glucose, qui modulent I'activité du SNA. Ces
neurones sont activés soit par I’hyperglycémie, soit par I'hypoglycémie (Thorens and
Labouebe, 2021). En condition d’hypoglycémie, la stimulation du systéeme nerveux
sympathique entraine la libération de noradrénaline, de galanine et du neuropeptide Y dans
le pancréas endocrine par les terminaisons nerveuses (Magnan and Ktorza, 2005). Ces
neuromédiateurs inhibent la sécrétion d’insuline, principalement par des mécanismes qui
impliquent I'activation de protéines G inhibitrices ainsi qu’une réduction des concentrations
intracellulaires de Ca%* et d’AMPc (Ahrén, 2000; Magnan and Ktorza, 2005). A l'inverse, la
stimulation du systéme nerveux parasympathique par I'hyperglcémie déclenche la libération
de neuropeptides tels que I’ACh (AcétylCholine), le PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Polypeptide), le VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) ou encore le GRP (Gastrin
Releasing Peptide). PACAP et VIP augmentent la concentration intracellulaire d’AMPc et GRP
active la voie PLC/IP3. Ces mécanismes, initiés par des protéines G, augmentent la
concentration intracellulaire de calcium, ce qui de fait, potentialise la sécrétion d’insuline
(Ahrén, 2000; Igarashi et al., 2011). Concernant I’ACh, sa fixation sur la cellule béta via un
récepteur muscarinique de type M3, augmente la concentration intracellulaire de calcium et
active la calmoduline kinase Il (CaMKIl) par la signalisation PLC-PKC (Ahrén, 2003; Rorsman
and Ashcroft, 2018).

De maniere intéressante, le systéme nerveux parasympathique peut préparer
I'organisme a une augmentation de la glycémie, et ce, avant méme la premiére bouchée ! En
effet, la vue et/ou l'odeur des aliments déclenchent la sécrétion des neuropeptides cités
précédemment, conduisant a la phase céphalique de la sécrétion d’insuline (Magnan and
Ktorza, 2005). Les concentrations de glucose circulant au repos (4-5 mM chez I'homme) sont
suffisantes pour permettre l'action de ces potentialisateurs de la libération d’insuline

(Rorsman and Ashcroft, 2018).
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3. Les incrétines peptidiques

Les incrétines, ou gluco-incrétines, sont des hormones peptidiques capables
d’augmenter la sécrétion d’insuline en présence de glucose. Parmi elles, le GIP (Glucose-
dependent Insulinotropic Polypeptide) et le GLP-1 (Glucagon Like Peptide-1) sont sécrétées
par les cellules endocrines situées dans I'épithélium de I'intestin gréle (Thorens, 2003). Ces
deux peptides partagent une forte homologie de séquence peptidique avec le glucagon. Le
GIP est sécrété dans la partie supérieure de I'intestin gréle par les cellules K entéroendocrines,
alors que le GLP-1 est principalement libéré dans l'intestin distal, par les cellules L
entéroendocrines (Gautier et al., 2005). Lors d’un repas, le passage des aliments dans I'intestin
déclenche la libération de ces hormones incrétines qui agissent ensuite sur la cellule béta en
liant des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G (RCPG) (Les RCPG sont abordés plus
en détail dans la partie suivante (lI-C-2)) (Holst and Gromada, 2004). Cela active des protéines
G spécifiques qui activent I'adélylate cyclase. L’augmentation conséquente d’AMPc
cytoplasmique est suffisante pour agir sur la concentration cytosolique de calcium et sur la
libération des granules d’insuline (Gautier et al., 2005). Les voies de signalisation de '’AMPc
sont soit dépendantes de la PKA, soit de I’activation du facteur d'échange guanine nucléotide
Il régulé par I'AMPc (AMPc-GEFII, également connu sous le nom d'Epac2) (Holz, 2004; Stozer
et al.,, 2021). Outre l'effet positif direct sur la sécrétion d’insuline, I'augmentation
cytoplasmique d’AMPc favorise I'expression de protéines essentielles au maintien d’une
masse cellulaire fonctionnelle telle que I'insuline, la cycline D1 et la cycline A (Campbell and
Drucker, 2013; Dalle et al., 2011; Nauck and Meier, 2018). Egalement, la stimulation des
récepteurs du GLP-1 et du GIP protege les cellules béta pancréatiques de I'apoptose (Drucker
and Nauck, 2006). Par exemple, le GLP-1, en plus de I'activation de la PKA, entraine le
recrutement des protéines d’échafaudage béta-arrestines. PKA et béta-arrestines sont
capables d’activer, de maniere indépendante, des kinases telles que ERK1 et ERK2 impliquées
dans la survie cellulaire (Costes et al., 2021). Le GLP-1 favorise aussi I'expression de la
glucokinase et des transporteurs au glucose GLUT2, ce qui permet de maintenir la fonction

« glucose senseur » des cellules béta (Dalle et al., 2013).
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C) La signalisation intracellulaire impliquée dans le maintien d’une masse cellulaire
béta pancréatique fonctionnelle

Les cellules béta pancréatiques doivent répondre de fagcon adaptée aux variations
guotidiennes de la glycémie et sont, de ce fait, régulées par un grand nombre de molécules
(glucose, acides gras, incrétines, ...) qui activent des voies de signalisation spécifiques et
variées (Figurel7). Le diabete de type 2 est une évolution lente vers une perte de fonction des
cellules béta impliquant la détérioration de ces voies de signalisation. Ainsi, la compréhension
des principales voies nécessaires au maintien de la masse de cellules fonctionnelles est

cruciale pour I'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques du diabéte.

1. La signalisation des récepteurs couplés aux protéines G

De nombreux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont exprimés a la surface
des cellules béta pancréatiques (Stewart et al., 2015). Les protéines G associées aux RCPG sont
regroupés en deux familles. Les protéines G hétérotrimériques constituées des sous-unité a,
B et y, et les petites protéines G monomériques, (Rab, de Rho ou encore d’Arf) (Kowluru,
2020). Les voies de signalisation induites par les protéines G hétérotrimériques nécessitent
I'activation des sous-unités a. A |'état basal, la protéine Ga est en interation avec les sous-
unités B et y. La liason du ligand a son récepteur provoque I’hydrolyse du GTP en GDP, cela
déclenche la dissociation de Ga des sous-unités GB et Gy, Ga prend alors sa forme active. La
réponse intracellulaire différe en fonction du type de Ga activé (Amisten et al., 2013). Par
exemple, Gas active I'adénylate cyclase qui produit de 'AMPc. A I'inverse, I'activation d’une
Gai/Gao inhibe I'adénylate cyclase ce qui, mécaniquement, diminue la concentration
intracellulaire d’AMPc (Kowluru, 2020; Stewart et al., 2015). Une autre famille, la Gaqg/11,
active la phospholipase C et entraine la formation de diacylglycérol (DAG) et d'inositol 1,4,5
trisphosphate (IP3). DAG et IP3 favorisent respectivement I'activation de la PKC (Proteine
Kinase C) et la libération des stocks de calcium par le réticulum endoplasmique (Amisten et
al., 2013). Ainsi, en fonction du type de RCPG activé, un ligand peut avoir des effets biologiques
variés sur la fonction et la survie béta pancréatique. Par exemple, le GLP-1 vu dans la partie
précédente, active la Gs et favorise la production d’AMPc (Campbell and Drucker, 2013).
L'augmentation résultante d’AMPc intracellulaire active différentes protéines telles que la

PKA et Epac2, qui agissent positivement sur la mobilité des granules d’insuline et favorisent le
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renouvellement du pool de granules facilement libérables a la membrane plasmique
(Tengholm and Gylfe, 2017). La PKA module aussi 'activité de certains canaux ioniques tels
qgue les K-ATP. L’action de la PKA sur les K-ATP est notamment facilitée par la présence d’Epac,
qui se fixe sur sa sous-unité SUR1 (Tengholm and Gylfe, 2017). L'inhibition résultante du canal
dépolarise la membrane, potentialisant ainsi la sécrétion d’insuline initiée par le glucose.
Enfin, I'augmentation cytoplasmique d’AMPc a également des effets sur d’autres voies de
signalisation telles que ERK et Akt. Ensembles PKA, Akt et ERK favorisent I'activité de facteurs
de transcription tels que CREB (cAMP-Responsive Element-Binding protein), un facteur
impliqué dans I'expression de genes essentiels pour la fonction insulinosécrétrice et pour la
survie de la cellule béta pancréatique (Dalle et al., 2011; Gautier et al., 2005; Nauck and Meier,

2018).

2. La signalisation calcique

Le calcium est un ion nécessaire a l'organisme et constitue un second messager
essentiel de la cellule béta pancréatique. Sa capacité a initier un grand nombre de processus
intracellulaires implique que sa présence au sein de la cellule doit étre régulée. Cette
régulation fait intervenir de nombreuses pompes, échangeurs et canaux, qui se coordonnent
et maintiennent un gradient de concentration de chaque c6té de la membrane (Young and
Stokes, 2004). La concentration basale de Ca%* au sein de la cellule béta est d’environ 100nM,
soit environ 20 000 fois moins que la concentration extracellulaire (environ 2-2,5mM).
Pendant un influx calcique, on estime que la concentration intracellulaire de Ca%* peut
atteindre entre 300 et 1000 nM (Sabatini et al., 2019). Le calcium étant toxique a de fortes
concentrations, son niveau doit rapidement étre diminué aprés la stimulation pour maintenir
I’'homéostasie calcique. Ce retour a la normale est permis grace a différents mécanismes, dont
le stockage du Ca?*dans la mitochondrie, le réticulum endoplasmique (RE), le Golgi ou encore
dans des vésicules et granules de sécrétion (ldevall-Hagren and Tengholm, 2020). La
concentration en Ca?* dans ces organelles peut atteindre des niveaux trés élevés. A titre
d’exemple, la concentration en Ca®* libre dans le RE de la cellule béta est comprise entre 200
et 500uM (ldevall-Hagren and Tengholm, 2020). Ainsi, ces mécanismes de stockage
permettent une diminution rapide de la concentration cytoplasmique de calcium et

maintiennent la cellule préte a répondre a des stimuli. La création de ces réserves de Ca?* sont

Page 48



mobilisables a tout moment. En effet, aprés un repas, leur libération est déclenchée par
I'activation des récepteurs de l'inositol trisphosphate (IP3), de I'acide nicotinique adénine
dinucléotide phosphate (NAADP) ou aussi des récepteurs de la ryanodine. Cela complémente
I’élévation de la concentration de Ca?* interne issue des courants calciques entrants et, de
facon synergique, augmente I’exocytose des granules contenant I'insuline (Gilon et al., 2014;

Sabatini et al., 2019).

Cette augmentation de concentration de Ca?* a également un effet sur le maitien de la
réponse dans l'ilot de Langerhans. Au sein de l'ilot, les vagues de Ca?* qui se propagent d’une
cellule a une autre, permettent de synchroniser et de renforcer la sécrétion d’insuline. Cela
permet aussi d’agir sur le potentiel de membrane des cellules béta adjacentes. Cette
synchronisation, qui permet de répondre avec précision et efficacité aux besoins de
I'organisme en insuline, est la résultante d’une remarquable communication intra ilot qui
impligue notamment les canaux connexine 36 situés au niveau des jonctions lacunaires des

cellules (Benninger et al., 2008; Ravier et al., 2005).

Au niveau cellulaire, le calcium active également de nombreuses voies de signalisation
en se fixant a des protéines telles que les calmodulines (CaM). La CaM est un switch
moléculaire qui change de conformation et de potentiel de surface en présence de Ca?*, ce
qui lui permet d’interagir et d’activer de nombreuses cibles dont la calcineurine (CaN) et les
protéines kinases dépendantes de la Ca?*/Calmoduline (CaMK) (Heit, 2007; Shen et al., 2005).
Une fois activée, la CaN déphosphosphoryle ses substrats comme par exemple les membres
de la famille NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells). Cela entraine la translocation de ces
facteurs de transcription dans le noyau et favorise I’expression de genes impliqués dans la
croissance cellulaire et la fonction béta pancréatique (Heit et al., 2006). Indépendamment de
la voie CaN/NFAT, la CaM active aussi des CaMK (Swulius and Waxham, 2008) et plus
particulierement la CaMKII et la CaMKIV dans les cellules béta (Easom, 1999; Yu et al., 2004).
La CaMKIl est un régulateur clé de la sécrétion d’insuline. En effet, une étude réalisée sur des
souris transgéniques a révélé que l'inhibition de la CaMKIl par un pseudosubstrat altere
considérablement la tolérance au glucose en réduisant I'activité des canaux calciques et donc
diminue la sécrétion d'insuline (Dadi et al., 2014a). La CaMKII agit alors comme un senseur

calcique, capable de potentialiser la libération d’insuline induite par le glucose dans des
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conditions physiologiques et pathologiques. Les CaMKIl et IV activent des facteurs de
transcription tel que CREB (C-AMP Response Element-Binding protein) par phosphorylation
de la serine 133 (Dalle et al., 2011). Il semble cependant que la CaMKIV soit plus efficace pour
activer ce facteur de transcription (Sun et al., 1994) car elle empécherait la translocation
nucléaire de la CaMKII par phosphorylation d’un résidu proche de son signal de localisation
nucléaire (Corcoran and Means, 2001). De plus, la CaMKIl phosphoryle CREB sur la sérine 142,
ce qui a un effet inhibiteur (Shaywitz and Greenberg, 1999). De fait, la balance de sa capacité
a stimuler CREB est difficile a déterminer. Une fois activé, CREB interagit avec ses cofacteurs,
le coactivateur CRTC2 (CREB Regulated Transcription Coactivator 2) ainsi que la protéine de
liaison CBP (CREB-Binding Protein). Cela favorise I'expression de genes essentiels pour le
maintien d’une masse cellulaire béta pancréatique fonctionnelle (cf. II-C-4) (Dalle et al., 2011;
Sabatini et al., 2019). Enfin, en plus de 'action directe sur CREB, les CaMK et principalement
la CaMKIl, sont capables d’activer d’autres voies de signalisation telles que la voie proliférative
ERK1/2 (lllario et al., 2003) ainsi que la voie de survie Akt/PKB (Okuno et al., 2000; Yano et al.,
1998).

3. Les sérine/thréonine kinases ERK1/2 et Akt

Les protéines ERK1 et ERK2, ou ERK1/2, (Extracellular signal-Regulated Kinases)

appartiennent a la famille des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases). Ce sont des
protéines kinases spécifiques des résidus sérine et thréonine, qui jouent un réle essentiel dans
la croissance, la différenciation et la prolifération cellulaire. Dans de nombreux systémes
cellulaires, I'activation des protéines G peut conduire a I’activation de la voie ERK1/2. En effet,
la stimulation d’un récepteur (RCPG ou a activité tyrosine kinase) peut activer une petite
protéine G comme la GTPase Ras qui est activée sous sa forme associée au GTP. La cascade de
signalisation aboutit a I'activation de Raf puis de la MAP kinase kinase (MEK), un activateur
direct de ERK1/2 (Stewart et al., 2015). Par ailleurs, pour activer la voie ERK1/2 il existe une
voie non canonique médiée par le calcium. En effet, la CaMKII active directement la protéine
Raf (lllario et al., 2003). Une fois phosphoryé, ERK1/2 activent des facteurs de transcription
impliqués dans I'exocytose, la prolifération et la survie cellulaire tels que AP-1, PDX1 ou encore

CREB (Costes et al., 2006; Khoo et al., 2003; Roskoski, 2012).
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La protéine Akt, également nommée PKB, est une sérine/thréonine kinase impliquée

dans de nombreux mécanismes intracellulaires tels que le métabolisme des nutriments, la
croissance et la survie cellulaire (Song et al., 2005). Parmi les activateurs canoniques majeurs
d’Akt dans la cellule béta, on retrouve notamment la PI3K (Phospholnositide 3 Kinase) activée
par certains facteurs de croissance, par le glucose, mais aussi par l'insuline (De Meyts, 2016;
Manning and Toker, 2017; Srinivasan et al., 2002). Une fois activée, la PI3K catalyse la
conversion du Phosphatidyl-Inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en Phosphatidyl-Inositol 3,4,5-
trisphosphate (PIP3) au niveau de la membrane plasmique (De Meyts, 2016). Akt possede un
domaine PH (Pleckstrin Homology) capable de lier le PIP3 membranaire avec une grande
affinité, ce qui entraine son recrutement a la membrane plasmique (Park et al., 2008). Sa
liaison avec le PIP3 permet son rapprochement a proximité de kinases telles que la
phosphoinositide-dépendante kinase 1 (PDK1) ou encore mTORC2 (mechanistic Target Of
Rapamycin Complex 2) qui phosphorylent sa thréonine 308 et sa sérine 473 respectivement
(Franke, 2008; Manning and Toker, 2017). Tout comme la voie ERK1/2, I'activation d’Akt/PKB
peut également se faire via une voie non canonique indépendante de la PI3K qui implique le
calcium. En effet, le calcium active des protéines de la familles des CaMKinases (Swulius and
Waxham, 2008), dont certaines, comme la CaMKII, sont capables d’activer directement Akt en
phosphorylant sa thréonine 308 dans différents types cellulaires (Gocher et al., 2017; Ke et al.,
2013; Li and Malik, 2005; Okuno et al., 2000; Rokhlin et al., 2007; Yano et al., 1998). La
signalisation Akt fait partie des voies cruciales impliquées dans la survie et le maintien de la
masse cellulaire béta pancréatique (Elghazi and Bernal-Mizrachi, 2009). Une fois activée, Akt
module I'activité de ses partenaires protéiques tels que mTORC1 (mechanistic Target Of
Rapamycin Complex 1) et les protéines du complexe cycline D/Cdk4 (Cyclin-dependent kinase
4), qui sont des protéines dont I'activité est essentielle dans la prolifération et le maintien de
la masse des cellules béta, notamment lors des mécanismes adaptatifs qui précedent
I’'apparition du diabéte (Balcazar Morales and Aguilar de Plata, 2012; Fatrai et al., 2006). Akt
est capable d’inactiver la protéine BAD (BCL2 Associated of cell Death) (Datta et al., 1997).
BAD provoque l'apoptose en inhibant I'activité des protéines mitochondriales anti-
apoptotiques comme Bcl-XL. BAD favorise ainsi la libération du cytochrome C par les
mitochondries, ce qui entraine l'activation des caspases pro-apoptotiques telles que les
caspases 9, 7 ou 3. La phosphorylation de BAD par Akt provoque sa séquestration dans le

cytosol et I'empéche de se lier a Bcl-XL, favorisant ainsi la survie cellulaire (Dickson and

Page 51



Rhodes, 2004). De plus, il a été montré chez ’lhomme qu’Akt prévient I'apoptose en inactivant
directement la pro-caspase 9 (Cardone, 1998). Enfin, Akt agit au niveau transcriptionnel en

activant des facteurs de transcription tels que CREB (Jhala et al., 2003).

4. Le facteur de transcription CREB

Le géne creb fait partie de la famille des genes crem (CRE Modulator) et atf1 (Activating
Transcription Factor 1) (Mayr and Montminy, 2001). Il s’agit d’un facteur de transcription de
type «leucine zipper» exprimé de maniere ubiquitaire dans I'organisme (Mayr and Montminy,
2001). Différentes protéines telles que la PKA, Akt, ERK1/2 ou encore les CaMKinases Il et IV,
sont capables d’activer CREB par phosphorylation de sa sérine 133 (Costes et al., 2006; Dalle
et al., 2011; Jhala et al., 2003; Sun et al., 1994). Une fois activée, CREB se lie sous forme de
dimére aux promoteurs contenant des éléments CRE et induit la transcription des génes. Dans
la cellule béta pancréatique, les génes activés trancriptionnellement par CREB varient et cette
activation peut faire intervenir des coactivateurs transcriptionnels différents en fonction de la
nature du stimulus (Altarejos and Montminy, 2011; Dalle et al., 2011). Ces propriétés
permettent a CREB de réguler spécifiquement la transcription de génes impliqués dans la
survie et la fonction de la cellule béta. Parmi les cibles de CREB, on retrouve notamment des
génes codants pour la cycline D1 et la cycline A2 (prolifération cellulaire), BCL-2 (fonction anti-
apoptotique) ou encore I'IRS2 (Insulin Receptor Substrate 2) (Dalle et al., 2011; Jhala et al.,
2003). CREB favorise également I'expression de l'insuline et de protéines nécessaires a sa
sécrétion, telles que la granuphiline, NOC2, Rab3a et Rab27a (Abderrahmani et al., 2006;
Coppola et al., 2002; Dalle et al., 2011). Ce facteur de transcription est donc un acteur majeur
pour le maintien de la fonction béta pancréatique et il est essentiel de souligner ici que le
déclin de I'activité de CREB est associé a I'intolérance au glucose dans des lignées béta et des
flots de rat (Abderrahmani et al., 2006; Favre et al., 2011). En particulier, I'exposition
chronique de cellules béta et d'llots pancréatiques humains a des concentrations élevées de
glucose entraine la dégradation de CREB par le protéasome via des mécanismes
d’ubiquitination (Costes et al., 2009). Cette dégradation est corrélée a I'apparition du
répresseur transcriptionnel ICER (Inducible cAMP Early Repressor), qui est un produit
alternatif issu de la transcription du géne crem et reconnu en tant qu’antagoniste endogéne

de CREB (Mayr and Montminy, 2001; Salvi and Abderrahmani, 2014). D’un point de vue
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physiologique, ICER permet de réguler I'activité de CREB et donc d’éviter une transcription
exacerbée des génes sous son controle (Salvi and Abderrahmani, 2014). En condition
d’hyperlipidémie et d’hyperglycémie chronique, la réduction de la masse fonctionnelle des
cellules béta pancréatiques correle avec une augmentation de I'expression d’ICER (Salvi and
Abderrahmani, 2014). Ainsi, une fine régulation de la balance CREB/ICER est nécessaire afin

d’éviter une dérive vers un état pathologique.
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Figure 17 : Les principales voies de signalisation impliquées dans le maintien d’'une masse
béta pancréatique fonctionnelle.

Les fléches représentent les principales signalisations intracellulaires impliquées dans
I"activation du facteur de transcription CREB dans la cellule béta pancréatique. Fléches vertes :
Voies activées par les RCPG. Fléches violettes : Voies activées par les récepteurs a activité
tyrosine kinase. Fléches bleues : Voies activées par le calcium. PKA, ERK1/2, Akt et CaMKIl/IV
activent CREB par la phosphorylation de sa sérine 133 (S133). CaMKIl peut aussi inhiber
I'activité CREB en phosphorylant sa sérine 142 (S142).
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lll/ La prise en charge actuelle du diabéte de type 2
A) La modification du mode de vie
1. l’alimentation

De nos jours, la prise en charge des patients prédiabétiques ou diabétiques commence
le plus souvent par une modification du comportement alimentaire, en réduisant les apports

hautement caloriques ainsi que les aliments avec un fort index glycémique.

Parmi les régimes généralement conseillés, on retrouve des régimes de type
méditerranéen ou végétarien, qui sont associés a un risque plus faible de développer un
diabete de type 2 (American Diabetes Association, 2021). Ces régimes sont généralement peu
caloriques et riches en acides gras insaturés de type oméga 3. En effet, comme le montre
I’essai PREvencion con Dleta MEDiterranea (PREDIMED) mené sur 3541 hommes et femmes
présentant un risque cardiovasculaire élevé, un régime méditerranéen enrichie en huile
d’olive extra vierge (riche en oméga 3) a réduit le risque relatif de développer un diabéte de
type 2 d’environ 40 %, en comparaison a un régime controle (Salas-Salvado et al., 2014). Ces
conclusions corréelent avec d’autres données qui montrent que des régimes a faible teneur en
glucides, végétarien ou encore de type DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) sont
également associés a un risque plus faible de développer un diabete (Evert et al., 2019).

Chez la femme enceinte, il est également recommandé d’adapter I'alimentation par
I'adoption d’un régime contenant a la fois tous les macro et micronutriments (vitamines,
fibres, protéines, ...) essentiels a la croissance du feetus, ainsi que des aliments a faible index
glycémique et a faible teneur en graisses saturées. Cela permet de prévenir le développement
d’un diabéte gestationnel (Rasmussen et al., 2020). Outre le risque pour la future mere, un
régime diabétogéne semble associé a un risque plus élevé de macrosomie feetale (>4kg a la
naissance) (Vally et al., 2017) et prédisposerait également les nouveau-nés a I'obésité ainsi
gu’aux troubles métaboliques liés a I'obésité a I'age adulte (van Poppel and Desoye, 2020).

Si I'efficacité d’un type de régime dépend avant tout de sa compatibilité avec le profil
métabolique de chaque patient, il est indéniable que la perte de poids chez les personnes en
surpoids ou obeéses a un effet significatif sur la progression de la pathologie. En effet, une

étude clinique réalisée en 2013 sur des personnes obéses et insulinorésistantes montre
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gu’une perte de 5% de la masse corporelle a significativement amélioré leur sensibilité a

I'insuline (Trussardi Fayh et al., 2013).

2. l’exercice physique

En complément de I'alimentation, I'activité physique permet également de prévenir
ou de ralentir I'apparition du diabete. Elle améliore la sensibilité a I'insuline et diminue la
masse grasse abdominale (Fedewa et al., 2014; Knowler et al., 2002). Les derniéres directives
de 'OMS préconisent, par semaine, entre 150 et 300 minutes d'activité physique d'intensité
modérée, ou 75 a 150 minutes d'activité physique d'intensité vigoureuse. Chez les enfants et
les adolescents, environ 60 minutes d'activité physique d'intensité modérée a vigoureuse par
jour est recommandée (Bull et al., 2020). Le type d’exercice ou d’activité physique doit
cependant étre adapté au profil du patient, surtout si le diabéete est déja déclaré et
accompagné de complications (atteinte coronarienne, hypertension, ...). Parmi les principaux
types d’exercices, on retrouve les exercices aérobiques qui sont caractérisés par une intensité
faible a modérée sur une longue durée (endurance, marche, ...). A l'inverse, les exercices
anaérobiques sont eux intenses et sur des courtes durées (sprint, entrainement fractionné).
De maniere générale, I'entrainement aérobique présente de nombreuses vertues pour le
pratiquant car il améliore la circulation sanguine, le systeme immunitaire, la densité
mitochondriale et les capacités cardiorespiratoires (Colberg et al., 2016). Chez des personnes
atteintes de diabéte de type 2, ce type d’exercice améliore la sensibilité a I'insuline et réduit
la pression artérielle. Il entraine également une diminution des taux plasmatiques de
triglycérides et d’hémoglobine glyquée (HbAlc), qui sont des biomarqueurs de I'état
diabétique. Il est aussi associé a un risque plus faible de décés (Colberg et al., 2016). Puisque
le muscle est responsable d'environ 80 % de |'absorption de glucose aprés un repas, |'autre
approche en cas de diabete de type 2 consiste a pratiquer des exercices de renforcement
et/ou de croissance musculaire (Pesta et al., 2017). Ce type d’entrainement améliore la
tolérance au glucose, la force musculaire et la sensibilité a I'insuline (Colberg et al., 2016). En
effet, un essai cliniqgue mené sur des personnes diabétiques montre qu’un entrainement
musculaire de 30 minutes, trois fois par semaine pendant six semaines, augmente le niveau
protéique du transporteur au glucose GLUT4 et améliore la signalisation a lI'insuline dans le

muscle squelettique (Holten et al., 2004). Des exercices de flexibilité et d’équilibre (tai chi,

Page 55



yoga, ...) peuvent aussi étre proposés en complément et s’adressent principalement a une
classe plus agée de la population (Colberg et al., 2016).

Si I'efficacité d’un type d’entrainement versus un autre dépend principalement du
profil du patient, la réduction de la masse grasse lors d’un effort physique (quel qu’il soit)
améliore en conséquence I'état inflammatoire généralement retrouvé chez des personnes
diabétiques ou prédiabétiques. Néanmoins, en fonction du stade pathologique, la

modification du style de vie doit s’"accompagner d’un traitement médicamenteux.

B) Les traitements médicamenteux actuels
1. Les insulino-sensibilisants

Cette classe d’agents hypoglycémiants regroupe des molécules qui améliorent la
sensibilité a I'insuline des tissus périphériques telles que la metformine ou les glitazones. La
metformine est un antidiabétique de la famille des biguanides, commercialisé en France
depuis 1979. Si son mécanisme d’action principal consiste a réduire la production hépatique
de glucose, elle améliore également le captage et I'utilisation de glucose par le muscle, elle
inhibe I'absorption intestinale de glucose et favorise la production de GLP-1 (Feingold, 2020;
Gong et al., 2012). La metformine inhibe sélectivement le complexe 1 de la chaine respiratoire
mitochondriale et par conséquent, empéche la respiration cellulaire (EI-Mir et al., 2000). Au
niveau hépatique, ce mécanisme entraine une baisse de la production d’ATP, ce qui diminue
la néoglucogénése et active I’AMP kinase (AMPK). Une fois activée, I’AMPK réduit I’expression
de génes impliqués dans la néoglucogénese et la lipogénése, et favorise I'oxydation des acides
gras (béta-oxydation) ainsi que la signalisation a l'insuline (Gong et al., 2012). La metformine
n’entraine ni prise de poids, ni hypoglycémie. En plus de ces effets antidiabétiques, la
metformine exercerait une protection contre les complications cardiovasculaires, le cancer et
certaines maladies neurodégénératives (Feingold, 2020; Rotermund et al., 2018). La
metformine n’étant pas métabolisée par I'organisme mais excrétée dans I'urine telle qu’elle,
elle est déconseillée aux personnes avec des pathologies rénales (Gong et al., 2012; Sanchez-
Rangel and Inzucchi, 2017). Bien qu’elle soit assez bien tolérée par I'organisme, des effets
secondaires ont été observés sur le long terme tels que des troubles gastrointestinaux, une
carence en vitamine B12, de I'anémie et dans des cas trés rares, une acidose lactique (Aroda
and Ratner, 2018; Feingold, 2020). Bien qu’au départ, la monothérapie avec la metformine
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soit efficace, la détérioration progressive de la glycémie au cours du temps nécessite bien

souvent I'ajout d’un autre agent antidiabétique (Feingold, 2020).

2. Les inhibiteurs de la réabsorption du glucose

Les inhibiteurs du co-transporteur sodium-glucose de type 2 (SGLT2) sont des agents
hypoglycémiants utilisés depuis peu de temps pour le traitement du diabéte de type 2. Les
SGLT2, localisés dans le rein au niveau du tubule proximal, sont responsables de la
réabsorption de plus de 90% du glucose filtré (Fioretto et al., 2016). Ainsi cette nouvelle
approche thérapeutique favorise I'excrétion du glucose dans I'urine (glycosurie) via I'inhibition
de la réabsorption du glucose par les tubules rénaux, entrainant en conséquence une baisse
de la glycémie (Hsia et al., 2017). A noter que cet effet hypoglycémiant est donc complétement
indépendant de I'état fonctionnel des cellules béta pancréatiques ainsi que du niveau
d’insulinosensibilité des tissus cibles de I'insuline, ce qui en fait une alternative intéressante
pour des personnes avec un stade diabétique avancé, mais possédant cependant une fonction
rénale préservée. Une méta analyse, regroupant 66 essais cliniques d’au moins 12 semaines
menés sur des personnes diabétiques, montre que les inhibiteurs des SGLT2 diminuent les
taux d’'HbAlc (Monami et al., 2018). L'étude révele aussi que I'effet des sulfonylurées est
supérieur a celui des inhibiteurs des SGLT2 a 12 semaines, ce qui n’est plus le cas a 24 et a 52
semaines, ou les effets des 2 classes d’antidiabétiques sur les taux d’hémoglobine glyquée
semblent plutét similaires. En revanche, apres 104 semaines de traitement, I'effet des
inhibiteurs des SGLT2 sur la réduction du taux d’HbAlc apparait supérieur a l'effet des
sulfonylurées (Monami et al., 2018). Ainsi, en comparaison a d’autres traitements, I'efficacité
des inhibiteurs des SGLT2 semble stable et ce, au moins jusqu’a deux ans de traitement.
L'utilisation de ces inhibiteurs en co-traitement avec d’autres agents hypoglycémiants
(metformine, sulfonylurées, insuline, ...) semble avoir le méme effet sur la diminution du taux
d’'HbAlc que leur utilisation en monothérapie (Feingold, 2020). Outre l'effet sur la
réabsorption du glucose par le rein, ce type d’agent antidiabétique induit une perte de poids,
diminue la pression sanguine (ce qui peut étre di a la perte de poids), réduit les risques
d’accidents cardiovasculaires liés au diabéte (pour certains d’entre-eux) et améliore la
fonction rénale (Feingold, 2020; Kosiborod et al., 2017; Tahrani et al., 2016). La prise

d’inhibiteurs des SGLT2 peut cependant avoir des effets secondaires délétéres plus ou moins
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importants en fonction du type d’inhibiteur utilisé. De maniere générale, le principal effet
secondaire est une augmentation de lincidence d’infections génitales (mycoses) et
d’infections urinaires. Ce type de traitement est également associé a une baisse de la pression
sanguine (d0 a l'effet diurétique de ces agents antidiabétiques), mais aussi a une
augmentation du risque d’acidocétose diabétique, d’amputations, d’ostéoporose et de
fractures osseuses et de lésions rénales aigués (conséquence de [|’hypovolémie et

I’hypotension induites par le traitement) (Lupsa and Inzucchi, 2018).

3. Les insulino-sécréteurs gluco-indépendants

Les sulfamides hypoglycémiants, ou sulfonylurées, sont une classe de molécules
utilisée depuis plus de 60 ans comme agents hypoglycémiants dans le traitement du diabéte
de type 2. lls agissent sur la cellule béta pancréatique et déclenchent la sécrétion d’insuline
(Sola et al.,, 2015). En effet, les sulfonylurées se lient a la sous-unité SUR1 des canaux
potassiques sensibles a I’ATP (K-ATP), ce qui entraine la fermeture du canal. L'augmentation
de la concentration de K* dans le cytoplasme dépolarise la membrane plasmique et entraine
I'ouverture des canaux calciques dépendants du voltage, favorisant ainsi I'exocytose des
granules d’insuline (Proks et al., 2002). Les sulfonylurées de premiere génération
(acetohexamide, chlorpropamide, tolazamide et tolbutamide) ont une faible affinité pour les
canaux K-ATP et ne sont quasiment plus utilisés en clinique. Ils ont depuis été remplacés par
des sulfonylurées dits de deuxieme génération (glibenclamide, glipizide et glimepiride), plus
affins (Feingold, 2020). Cependant, quelle que soit la génération, I'effet des sulfonylurées sur
la sécrétion d’insuline étant complétement indépendant du glucose, I'hypoglycémie grave
constitue le principal risque de ce type de traitement (Sola et al., 2015). Parmi les autres effets
secondaires on retrouve la prise de poids, la rétention d’eau (1ére génération seulement), ou
encore dans des cas plus rares, une rétention de la bile dans le foie (cholestase intrahépatique)
ainsi que des réactions cutanées (Feingold, 2020). De plus, certains sulfonylurées interagissent
également avec les sous-unités SUR2 des canaux K-ATP, exprimés de facon importante dans
le coeur ainsi que dans le muscle. Ainsi, bien que ce point fasse débat, de plus en plus d’études
descriptives ont associé la prise de sulfonylurées a un risque élevé d’accidents
cardiovasculaires et de déces (Azoulay and Suissa, 2017; Pladevall et al., 2016). La durabilité

de I'effet bénéfique des sulfonylurées sur la glycémie décroit dans le temps et dépend surtout
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de I’état de la masse cellulaire béta fonctionnelle. Ainsi, en fonction de I'avancement du stade
pathologique ou du temps de traitement, un autre type d’agent antidiabétique peut étre

donné en remplacement ou en co-traitement avec les sulfonylurées (Feingold, 2020).

4. Les insulino-sécréteurs de type incrétine

Ce type de traitement s’inspire des propriétés des incrétines endogenes telles que le
GLP1 ou le GIP qui jouent un réle important dans le controle de la glycémie (Nauck and Meier,
2018). Physiologiquement, la demi-vie du GIP ou du GLP-1 endogéne est tres courte (1-7min),
puisqu’ils sont dégradés tres rapidement par une enzyme, la dipeptidyl-peptidase-IV (DPP-IV)
(Mentlein et al., 1993). Chez les personnes atteintes de diabéete de type 2, cet effet incrétine
est défaillant (Nauck and Meier, 2016). Cependant, alors que la cellule béta pancréatique des
diabétiques reste sensible au GLP1, elle ne répond plus au GIP (Nauck et al., 1993). Cela a
permis I'élaboration de deux grandes approches thérapeutiques, les inhibiteurs des DPP-IV
(prise orale) et les analogues au GLP1 résistants a la dégradation (injectables en sous cutanée).
Les inhibiteurs des DPP-IV (DPP-IVi) (Vildagliptine, Sitagliptine, saxagliptine, ...) préviennent la
dégradation du GLP1 et du GIP endogénes, ce qui favorise la sécrétion d’insuline et inhibe la
libération de glucagon de maniére dépendante du glucose (Ahrén, 2019). La perte de la
sécrétion d’insuline et I'hypersécrétion de glucagon étant des caractéristiques qui favorisent
le développement du diabéte de type 2, les DPP-IVi semblent donc plutot adaptés dans des
phases précoces de la pathologie (Ahrén, 2019). En effet, un essai clinique mené sur des
personnes diabétiques révele qu’un traitement de 12 semaines avec des DPP-IVi restaure
partiellement la sensibilité de la cellule béta au GIP (Aaboe et al., 2015). Egalement, une méta-
analyse récente regroupant 58 essais cliniques menés sur des personnes diabétiques montre
gu’en comparaison a un placebo, I'utilisation des DPP-IVi diminue les taux d’hémoglobine
glyquée, réduit la glycémie a jeun et peut, selon le type de DPP-IVi utilisé, entrainer une perte
de poids (Ling et al., 2019). Si ce traitement semble moins efficace que la metformine, les
inhibiteurs des SGLT2 ou encore des sulfonylurées a court terme, les DPP-1Vi sont globalement
bien tolérés par I'organisme (Feingold, 2020). Ils diminuent la pression sanguine et ne
semblent pas avoir d’incidence sur la fonction cardiaque (Ahrén, 2019). En revanche, les DPP-
IVi peuvent avoir, dans de rares cas, des effets secondaires plus ou moins graves, parmi

lesquels un risque de développer une pancréatite aigué, un risque d’hypoglycémie quand ils
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sont utilisés en complément d’un autre traitement et des douleurs articulaires (arthralgie)
(Feingold, 2020; Sesti et al., 2019). Enfin, I'autre conséquence majeure de cette thérapie est
gu’elle entraine une accumulation importante et persistante de GLP-1 et de GIP dans la
circulation sanguine, ce qui réduit la glycémie a jeun (Davies et al., 2020).

L'utilisation d’agonistes des récepteurs au GLP-1 (GLP-1R) (Exenatide, Liraglutide,
Semaglutide, ...) constitue I'autre grande approche des traitements basés sur I'effet incrétine.
Alors que les DPP-1Vi potentialisent I'effet des incrétines endogenes, les agonistes des GLP-1R
(ou GLP-1Ra) miment artificiellement les effets du GLP-1. Ainsi, ces deux thérapies sont
intéressantes car elles augmentent la sécrétion d’insuline uniquement en présence de glucose
et inhibent la sécrétion de glucagon. Cependant, la stimulation des GLP-1R par les analogues
réduit, en plus, la production de glucose hépatique, ralentit la vidange gastrique et améliore
la satiété (Drucker and Nauck, 2006). Cet effet peut étre d{ au fait que la quantité d’agonistes
injectés est supérieure a la quantité de GLP-1 endogene maintenue par les DPP-1Vi, ce qui
stimule donc plus efficacement les GLP-1R (Gilbert and Pratley, 2020). L'utilisation de ligands
des GLP-1R chez des patients diabétiques diminue légerement leur glycémie a jeun et
améliore leur tolérance au glucose en réduisant leur glycémie postprandiale. Les études
cliniques montrent aussi une baisse des niveaux d’hémoglobine glyquée (1-2%) ainsi qu’une
perte de poids. Cela est variable en fonction de la durée du traitement et de I'agoniste utilisé
(Drucker and Nauck, 2006; Tran et al., 2018). Il existe différents GLP-1Ra qui se distinguent
notamment par leur homologie avec le GLP-1, leur temps de demi-vie, leurs effets sur le
contrble de la glycémie, sur la perte de poids, mais également par leur tolérance et leurs effets
secondaires sur l'organisme (Davies et al.,, 2020). Parmi eux, I’exenatide, une version
synthétique de I'exendine-4, qui est le premier agoniste injectable des GLP-1R a avoir été
autorisé en 2005 par la FDA (2006 en Europe) pour le traitement du diabete de type 2 (Nauck
et al., 2021). L'exendine-4 possede un puissant effet incrétine. C'est un peptide initialement
isolé a partir des sécrétions salivaires d’un lézard (le Monstre de Gila), qui partage 53%
d’homologie avec le GLP1 humain et qui résiste a la dégradation par les enzymes DPP-IV (Dalle
et al., 2013). Bien que I'exendine-4 soit plus stable que le GLP-1 avec une demi-vie d’environ
33 minutes apres injection (Edwards et al., 2001), elle a initialement été catégorisée comme
un agoniste a action courte et nécessite deux injections par jour pour étre efficace (Nauck et

al.,, 2021). D’autres versions plus stables ont été développées. Ces dérivés dits « a action
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longue » maintiennent I'effet bénéfique de I'exendine-4 sur le controle de la glycémie grace a

des injections sous-cutanées hebdomadaires (Nauck et al., 2021).

Ce type de traitement est une approche trés efficace, car il peut a la fois potentialiser
la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, mais aussi favoriser la néogénése, la
prolifération, ainsi que la survie des cellules béta (Costes et al., 2021; Dalle et al., 2013). Par
exemple, I'exendine-4 protege la cellule béta de l'apoptose induite par la cytokine
diabétogene IL-1B en interférant avec la voie pro-apoptotique JNK (Ferdaoussi et al., 2008).
Elle est aussi capable de protéger la cellule béta d’un stress du RE (Jiang and Wan, 2018) et
d’un stress oxydatif (Li et al., 2013). Le traitement a I’exendine-4 induit également la
prolifération des cellules béta grace a I'expression de la cycline A2 (Song et al., 2008). Ces
effets protecteurs et prolifératifs impliquent I'activation de la PKA et des voies Akt et ERK1/2
(Rowlands et al., 2018).

De maniére intéressante, les agonistes du GLP-1R ont des effets bénéfiques au niveau
cérébral. lls protegent les neurones de I'apoptose, réduisent le stress oxidatif et favorisent la
plasticité synaptique ainsi que la prolifération neuronale (Holst et al., 2011). De plus,
I'exendine-4 réduit la prise alimentaire ainsi que la masse corporelle en augmentant
I’expression du peptide anorexigéne pro-opiomelanocortine (POMC) sécrété par les neurones
du noyau arqué hypothalamique (ou ARC) de rats (Yang et al., 2014). Cet effet peut s’expliquer
par 'activation de la voie IRS-1/PI13K/AKT dans la région de I’ARC, en réponse a un traitement

d’exendine-4 (Yang et al., 2017).

Les principaux effets secondaires de cette thérapie sont des troubles gastro-
intestinaux (nausées, vomissements, constipation, diarrhée, ...) ainsi qu’'une augmentation de
la fréquence cardiaque (Consoli and Formoso, 2015). Il est a noter que certains rapports
d’analyse chez ’'Homme et d’études animales ont mis en garde sur 'utilisation a long terme
des agonistes du GLP-1R et indiquent un risque accru de pancréatites qui peuvent dégénérer
en cancer du pancréas (Elashoff et al., 2011). Il est malgré tout difficile de conclure sur le risque
réel car des méta-analyses plus récentes ne montrent aucune association significative entre
I"utilisation d’agonistes du GLP-1R et le risque de développer une pantréatite et un cancer du
pancréas (Abd El Aziz et al., 2020; Singh et al., 2020b). Ces possibles effets secondaires étant

encore vigoureusement débattus, ils méritent cependant d’étre considérés.
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Ces traitements qui miment les propriétés du GLP-1 endogéenes ont prouvé leur
efficacité dans le traitement du diabete de type 2. Ainsi, s’inspirer des propriétés de molécules
physiologiques permet une thérapie ciblée et efficace, mais qui n’exclue pas les effets
secondaires. En effet, ces agonistes synthétiques étant résistants a la dégradation par la DDP-
IV, leur niveau circulant est maintenu sur des temps plus long que celui de la molécule
endogene. De plus, leur posologie a été établie et ajustée uniquement en fonction de
I’'amélioration des constantes métaboliques (HbAlc, glycémie, ...) et leur concentration
sanguine pourrait de ce fait, étre tres largement supérieure a la concentration physiologique
du GLP-1. En somme, ces molécules miment les effets de I'analogue endogéne mais en sur-
stimulant son récepteur et pendant des temps qui peuvent étre hors de la fenétre
physiologique des entéro-peptides. Cela peut en partie expliquer les différents effets

secondaires de cette thérapie.

Ainsi, I'usage d’une approche thérapeutique mieux maitrisée d’un point de vue des
doses utilisées, mais qui conserve les effets bénéfiques des agonistes du GLP-1 sur la survie et

la fonction de la cellule béta, serait idéale.

IV/ Le propeptide de la sortiline et ses dérivés, une approche innovante contre

le diabete de type 2

A) La sortiline ou récepteur 3 a la neurotensine (NTSR3)

1. Généralités

La neurotensine (NT) est un peptide de 13 acides aminés retrouvé dans le systeme
nerveux central (SNC) ainsi que dans la périphérie. Depuis sa découverte et sa purification a
partir de I’"hypothalamus bovin (Carraway and Leeman, 1973) puis du tractus gastro-intestinal
bovin (Kitabgi et al., 1976), de nombreuses études I'ont associé a une grande variété de
mécanismes physiologiques. En effet, dans le SNC, la neurotensine a été montrée comme un
régulateur du systéme dopaminergique (Binder et al., 2001), glutamatergique (Ferraro et al.,
2008), cholinergique et GABAergique (Petkova-Kirova et al., 2008). La neurotensine a aussi

des propriétés analgésiques qui impliguent des mécanismes indépendants des récepteurs aux
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opiacées (Clineschmidt and McGuffin, 1977; Clineschmidt et al., 1979, 1982). Toujours au
niveau cérébral, la neurotensine exerce des effets anorexigenes qui permettent de réguler
I’'appétit, ce qui a une incidence logique sur la masse corporelle (Pour revue voir (Schroeder
and Leinninger, 2018)). En plus de ces propriétés centrales, la neurotensine agirait comme une
hormone au niveau des tissus périphériques et plus particulierement du pancréas endocrine
(Mazella et al., 2012). En effet, alors qu’a de faibles concentrations en glucose la neurotensine
stimule la sécrétion de somatostatine, de glucagon et d’insuline, elle inhibe la libération de
ces trois peptides lorsque le taux de glucose est élevé (Béraud-Dufour et al., 2010; Dolais-
Kitabgi et al., 1979). Les effets de la neurotensine dépendent surtout du type de récepteur
activé, parmi lesquels NTSR1 (NeuroTenSin Receptor 1), NTSR2 et NTSR3/Sortiline, tous
exprimés dans la cellule béta pancréatique. Par exemple, de par sa liaison au NTSR2, la
neurotensine protege la cellule béta pancréatique de I'apoptose induite par la cytokine pro-
inflammatoire et diabétogene IL-1p via I'activation de la voie PKA (Coppola et al., 2008). Cette

protection est dépendante de la présence de la sortiline (Béraud-Dufour et al., 2009).

2. Structure et distribution

La sortiline est une protéine d’environ 100 kDa initialement purifiée dans le cerveau et
identifiée premiérement comme une protéine d’adressage, puis comme un récepteur
membranaire de haute affinité pour la neurotensine (Kd=0,3nM) (Mazella et al., 1989, 1998;
Petersen et al., 1997; Zsirger et al., 1994). Alors que les deux autres récepteurs NTSR1 et
NTSR2 sont couplés aux protéines G (Chalon et al., 1996; Mazella et al., 1996; Tanaka et al.,
1990), la sortiline appartient a la famille des récepteurs de type | VPS10P (Vacuolar protein
sorting 10 protein) (Petersen et al., 1997). Cette famille de récepteurs (composée également
de SorlLA, SorCS1,2 et 3) est caractérisée par la présence d’un seul segment transmembranaire
et d’'un domaine VPS10p homologue a celui de la protéine vacuolaire VPS10 de la levure, suivi
par une séquence constituée de 10 cystéines conservées (domaine 10CC). L'extrémité N-
terminale comporte un peptide signal et un propeptide délimité du reste de la protéine par
un site de clivage par la protéine convertase furine. L'extrémité intracellulaire, en C-terminal,
est impliguée dans linternalisation du récepteur (Figure 19) (Mazella et al., 1998;

Westergaard et al., 2004).
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(250 kDa)
Furine - 010
(210 kDa)
SorCS
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Furine P
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Domaine VPS10P - Domaine 10CC P Site de clivage par la furine
C] Domaine « EGF-type » - Domaine riche en leucines
@ Peptide signal @ pomaine « complement-type » (__] Segment transmembranaire
D Propeptide - Domaine fibronectine Il @ Motif d’internalisation

Figure 19 : Représentation schématique de la famille des récepteurs au domaine VSP10P.
Les membres de cette famille de récepteurs (SorLA, Sortilin et SorCS) présentent des
caractéristiques structurelles communes telles qu’un domaine VPS10 riche en cystéines auquel
est accolée une séquence de 10 cystéines conservées (domaine 10CC). Ils possédent également
un peptide signal et un propeptide qui est délimité du reste de la protéine par un site de clivage
par la furine. Cette famille n’est constituée que d’un seul segment transmembranaire ainsi que
d’une courte queue cytoplasmique. SorLA et sortiline portent un motif d'internalisation
hexapeptidique consensus (F/Y)ENTL(F/Y). Modifié d’apres (Mazella, 2001).

La particularité structurale de la sortiline est que les cystéines du segment VSP10 sont
reliées par des ponts disulfures et forment un motif en forme de boucle (Quistgaard et al.,
2009). Cette structure composée de 10 feuillets béta forme un tunnel qui contient de
nombreux sites de liaison, dont celui de la neurotensine (Figure 20) (Quistgaard et al., 2009,

2014).
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Figure 20 : Modélisation structurale du domaine extracellulaire de la sortiline.

La structure du domaine extracellulaire de la sortiline a été déterminée a une résolution de 2A
par crystallographie, en présence de son ligand la neurotensine (Quistgaard et al., 2009). Cela
a révélé deux sites de liaison peptidique au sein du tunnel du domaine en hélice béta. La
sortiline est représentée en gris et la neurotensine en rouge sur son site de liaison. D’aprés
(Blondeau et al., 2019).

La sortiline est fortement exprimée dans le SNC, en particulier dans le gyrus denté,
I’hippocampe et le cortex cérébral (Hermans-Borgmeyer et al.,, 1999). Elle est également
exprimée dans de nombreux tissus périphériques tels que le coeur, la moelle épiniere, les yeux,
les muscles squelettiques, les testicules, le pancréas, le placenta, la prostate ou encore dans
I'intestin gréle (Mazella, 2001; Petersen et al., 1997). Au niveau cellulaire, seulement 5 a 10%
de la sortiline est présente a la membrane plasmique, alors que I'essentiel de la protéine est
situé dans les vésicules intracellulaires de transport et du trans-Golgi (Morris et al., 1998;

Petersen et al., 1997).

La sortiline peut exister sous une forme soluble (Navarro et al., 2002). Sa partie
juxtamembranaire extracellulaire comporte un site reconnu par la métalloprotéase
transmembranaire ADAM10 (Evans et al., 2011). Apreés clivage, la partie extracellulaire de la
sortiline est libérée dans le milieu (Evans et al., 2011) et peut se lier a certains partenaires

comme la neurotensine (Navarro et al., 2002).
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3. Roles biologiques de la sortiline

La sortiline posséde de multiples fonctions biologiques. Elle agit comme récepteur ou
co-récepteur de différents ligands, régule le traffic cellulaire en adressant de nombreuses
protéines soit vers la membrane plasmique, soit vers les lysosomes et peut, sous sa forme
soluble, activer des voies de signalisations intracellulaires (Lefrancois et al., 2003; Massa et al.,
2013; Mazella and Vincent, 2004; Willnow et al., 2008). |l est important de noter que la petite
taille de I'extrémité C-terminale cytoplasmique de la sortiline ne lui permet pas de déclencher
un signal intracellulaire par elle-méme (Mazella and Vincent, 2004). De fait, la compréhension
des rbles biologiques de la sortiline passe par I'identification de ses partenaires protéiques

(ligands, récepteurs, canaux, ...).

La figure 21 montre que la sortiline interagit avec des classes de ligands particuliéres
parmis lesquelles des neuropeptides, des cytokines, des facteurs de croissance du SNC ou
encore des glycoprotéines impliquées dans le transport des lipides. Cela permet de se
représenter une partie de ses rdles physiologiques possibles. Un certain nombre d’entre-eux

sont développés ci-dessous.
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Neurotensine ~1,7 kDa ~0,3 nM (Mazella et al., 1989, 1998)
Propeptide (PE) de la sortiline ~4,8 kDa ~20 nM (Petersen, 1999)
Spadine ~1,8 kDa ~8 nM (Mazella et al., 2010)
Lipoprotéine lipase (LPL) ~50 kDa ~26 nM (Nielsen et al., 1999)
AL TE F T Ee s ~27 kDa ~5 M (Nykjaer et al., 2004)
Factor)
NGF mature ~13 kDa ~90 nM (Nykjaer et al., 2004)
:':jg::ﬁ:iac':a'zz'r‘)’ed ~14 kDa ~0,4 M (Teng, 2005)
Apo lipoproteine A5 ~41 kDa ~350 nM (Nilsson et al., 2008)
Apo lipoproteine B100 ~500 kDa - (Kjolby et al., 2010)
Apo lipoproteine E3 ~34 kDa ~44 nM (Carlo et al., 2013)
Apo lipoproteine E4 ~34 kDa ~114 nM (Carlo et al., 2013)
Progranuline (PGRN) ~68,5 kDa ~15,4 nM (Hu et al., 2010)
'::;éﬁ:;‘y'md Precursor ~110 kDa ; (Yang et al., 2013)
Interféron-a (INF-at) ~20kDa ~550 nM (Yabe-Wada et al., 2016)
) ~1 nM (Mortensen et al., 2014)
Interféron-y (INF-y) ~20 kDa
~2,6 UM (Yabe-Wada et al., 2016)
. ~7 nM (Mortensen et al., 2014)
Interleukine-6 (IL-6) ~23,7 kDa
~1,1 uM (Yabe-Wada et al., 2016)
Interleukine-10 (IL-10) ~17 kDa ~286,6 nM (Yabe-Wada et al., 2016)
Interleukine-12 (IL-12) ~70 kDa ~13,6 nM (Yabe-Wada et al., 2016)
Interleukine-17A (IL-17A) ~35 kDa ~334,8 nM (Yabe-Wada et al., 2016)

Figure 21 : Tableau récapitulatif des différents ligands de la sortiline/NTSR3.

Le role de récepteur et de co-récepteur

La viabilité des cellules neuronales et non-neuronales : La sortiline est capable de

moduler la viabilité neuronale en agissant comme co-récepteur des pro-neurotrophines
proNGF (Nerve Growth Factor) et proBDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Nykjaer and
Willnow, 2012). Les neurotrophines sont des facteurs de croissance essentiels pour la fonction
et le développement du systeme nerveux (Teng et al., 2010). Leurs effets biologiques sont
transmis suite a leur fixation sur un complexe de récepteurs spécifiques formé par
I’'assemblage du récepteur p75NTR (p75 NeuroTrophin Receptor ; récepteur commun a toutes
les neurotrophines) avec les récepteurs a activité tyrosine kinase TrkA, TrkB ou TrkC (Nykjaer

and Willnow, 2012). Les formes immatures des neurotrophines (les pro-neurotrophines)

Page 68



provoguent quant a elles I'apoptose des neurones et cet effet pro-apoptotique dépend de la
présence de la sortiline. En effet, la sortiline est capable de lier les pro-domaines des proNGF
et proBDNF, quand elle est en interaction avec le récepteur p75NTR, ce qui entraine la mort
des neurones en déclenchant une signalisation pro-apoptotique qui implique I’activation de
la voie JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Arnett et al., 2007; Nykjaer et al., 2004; Teng, 2005). Ce
mécanisme pro-apoptotique a également été observé dans les lymphocytes (Rogers et al.,
2010). Ce complexe Sortiline/p75NTR a été mis en évidence dans les cellules endocrines du
pancréas et des études menées sur des rats diabétiques révelent une baisse du rapport
d’expression NGF/proNGF dans le cerveau, ainsi qu’une augmentation de I'expression de
p75NTR dans le pancréas (Polak et al., 1993; Soligo et al., 2015; Sposato et al., 2007). Ces
données suggérent donc que le complexe Sortiline/p75NTR pourrait participer a la destruction

du systéme endocrine lors du diabéte (Blondeau et al., 2019).

Le role d’adressage a la membrane

De maniere générale, la protéine destinée a étre adressée a la membrane est prise en

charge par la sortiline au niveau du trans-Golgi, grace a sa fixation au domaine VPS10 de cette

derniére.

La sécrétion de cytokines : La sortiline possede de nombreuses fonctions au sein du

systeme immunitaire, dont celle de favoriser la sécrétion de différentes cytokines dans
différentes cellules telles que la microglie, les cellules dendritiques plasmacytoides, les
macrophages de type 1 ou encore les lymphocytes T (Talbot et al., 2019). En particulier dans
ces cellules, elle est capable de lier et d’adresser vers les sites d’exocytose les cytokines pro-
inflammatoires interféron-y (INF-y) et les interleukine-6, 12 et 17A, la cytokine anti-
inflammatoire interleukine-10 (IL-10) et enfin I'interféron-o. (INF-a) qui est une cytokine dite
anti-virale, c’est-a-dire qui bloque la réplication virale (Mortensen et al., 2014; Yabe-Wada et
al., 2016). Dans les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK (Natural Killer), la sortiline
régule également la libération de granzyme A, qui est une enzyme cytotoxique qui entraine la
destruction des cellules ou microorganismes cibles (Herda et al., 2012). Ces données montrent

gue la sortiline est importante dans le maintien d’'une réponse immunitaire compétente.
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Le transport du glucose : De plus en plus d’études soulignent I'importance de la

sortiline dans les mécanismes qui maintiennent I’homéostasie du glucose. Dans les adipocytes
et les cellules musculaires, la sortiline colocalise avec le transporteur au glucose GLUT4 dans
des vésicules spécifiques dont la translocation vers la membrane plasmique est dépendante
de linsuline (Bogan and Kandror, 2010). Une fois a la membrane, les transporteurs GLUT4
assurent le transport du glucose extracellulaire vers le cytosol de la cellule. Une étude réalisée
sur des adipocytes montre que la déplétion de la sortiline diminue le temps de demi-vie de
GLUT4 et bloque son accés aux compartiments vésiculaires sollicités en réponse a l'insuline. A
I'inverse, I'expression de la sortiline dans les préadipocytes qui n’expriment pas la protéine de
maniere endogéne, restaure les niveaux de GLUT4 dans la cellule en empéchant sa
dégradation par les lysosomes (Pan et al., 2017). GLUT4 est alors réorienté par transport
rétrograde vers le trans-Golgi, ou il est recyclé dans des vésicules spécialisées puis re-adressé
a la membrane plasmique sous I'effet de I'insuline. La sortiline est donc capable de conférer
aux cellules non-différenciées, la capacité de transporter le glucose en réponse a une
stimulation de I'insuline, une fonction normalement restreinte aux adipocytes (Kandror, 2018;
Pan et al., 2017). La sortiline participerait donc au transport régulé de GLUT4 vers la surface
des cellules. Ces résultats corroborent d’autres données montrant une diminution de
I’expression de la sortiline dans des cas d’obésité et de diabete (Ai et al., 2012; Kaddai et al.,
2009; Keller et al., 2008). Cependant, de maniere surprenante les souris KO pour la sortiline
assimilent mieux le glucose dans les tests de tolérance a l'insuline, que les souris sauvages

(Rabinowich et al., 2015).

La régulation de |'excitabilité membranaire : Le potentiel de membrane joue un role

essentiel dans la fonction de nombreuses cellules excitables telles que les neurones et la
cellule béta pancréatique. De maniére intéressante, la sortiline est impliquée dans I'adressage
a la membrane des canaux potassiques de fond TREK-1 (TWIK-related potassium channel 1)
dans ces deux types cellulaires (Hivelin et al., 2016; Mazella et al., 2010). Ces canaux
participent au contréle du potentiel de repos de la membrane et préparent la cellule a des
stimuli dépolarisants (Kim and Kang, 2015). La délétion du géne de la sortiline Sort1 chez des

souris diminue la présence de TREK-1 a la membrane plasmique des neurones et augmente
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leur potentiel de membrane (Moreno et al., 2018). Au niveau comportemental, les souris
Sort1-/- présentent également un comportement plus anxieux que les souris sauvages et sont
résistantes a la dépression (Moreno et al., 2018). Cet aspect pathologique est abordé dans la

partie suivante.

Le role d’adressage vers le lysosome

En plus de sa fonction d’adressage a la membrane, la sortiline est impliquée dans le tri
des cargaisons lysosomales (Amengual et al., 2018; Lefrancois et al., 2003; Nielsen, 2001;
Nielsen et al., 1999). Cette propriété implique le motif peptidique situé sur la partie C-
terminale cytoplasmique de la sortiline (Figure 19), reconnu par différentes protéines de tri
cellulaire comme GGA2 (Golgi associated, Gamma adaptin ear containing, ARF binding protein
2), une protéine d’adressage et de trafic entre le trans-Golgi et les endosomes (Nielsen, 2001).

La sortiline intervient notamment dans la dégradation lysosomale des protéines mal-
repliées. La reconnaissance de ces protéines semble se faire par le domaine VPS10,
néanmoins, on ne sait pas comment se fait la distinction entre une protéine correctement
repliée et une protéine mal-repliée (Jgrgensen et al., 1999; Sun and Brodsky, 2019). Cette
fonction de la sortiline est importante car elle permet d’éviter une aggrégation pathologique
de ces protéines mal-repliées comme on peut I'observer dans les maladies

neurodégénératives d’Alzheimer et de Parkinson. Ce point est détaillé dans la partie suivante.

Le role de la sortiline soluble

De maniere intéressante, la forme soluble de la sortiline a des propriétés biologiques.
Par exemple, des études réalisées sur une lignée cellulaire de cancer du célon humain (HT29)
montrent que la sortiline soluble augmente la concentration intracellulaire de calcium et
active la voie de survie PI3K (Massa et al., 2013). De plus, sa liaison sur les HT29 altere
I’adhésion cellule-cellule et cellule-matrice, en modifiant I’architecture des desmosomes et en
diminuant I'expression de certaines intégrines (Massa et al., 2014). Ces propriétés pourraient
ainsi jouer un role important dans l'agressivité de certains cancers, en favorisant le

développement de métastases. D’autres études ont par la suite associé la présence de
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sortiline soluble avec certaines parthologies cérébrales, cardiagues et métaboliques, ce qui

sera abordé dans la partie suivante (Buttenschgn et al., 2015; Goettsch et al., 2018).

4. Dérégulation et pathologies associées

La sortiline étant impliquée dans un grand nombre de processus physiologiques, une
dérégulation de son expression ou de sa structure peut avoir des conséquences délétéres qui

favorisent I'apparition de certaines pathologies.

Les pathologies cérébrales

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative, causée entres autres par
I’'accumulation de la protéine béta amyloide dans le cerveau, ce qui entraine une perte
progressive de la mémoire et de certaines fonctions cognitives (Perl, 2010). L’apolipoprotéine
E (apoE) est une glycoprotéine capable de lier les protéines béta amyloides, ainsi que la
sortiline. Une fois liées, la sortiline internalise APOE et I'adresse vers les lysosomes, ce qui
participe en conséquence a la destruction des dépots toxiques béta-amyloides (Carlo, 2013).
De plus, la sortiline régule le trafic de la protéine APP (Amyloid Precursor Protein), le
précurseur de la protéine béta amyloide. APP lie la partie C-terminale (motif d’internalisation)
de la sortiline, ce qui entraine sa dégradation par la voie lysosomale (Yang et al., 2013). Ce
mécanisme régule donc la distribution et la quantité d’APP dans la cellule et permet d’éviter

I'accumulation pathologique de la protéine béta amyloide.

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative qui entraine des déficits
moteurs et qui est causée par une mort progressive des neurones dopaminergiques situés
dans la substance noire (Simon et al.,, 2020). L'origine de cette pathologie est due a la
formation d’aggrégats toxiques de la protéine alpha-synucléine dans |’environnement
extracellulaire (Simon et al., 2020). Alors que la formation du complexe sortiline/p75NTR est
associée a la mort neuronale (Nykjaer et al., 2004), ces deux protéines sont surexprimées dans
des souris transgéniques qui expriment une forme autosomique dominante et pathologique
de alpha-synucléine (Szeg6 et al., 2013). En revanche, lors du développement de la maladie
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de Parkinson, I'expression neuronale de la sortiline prévient le mauvais repliement des
protéines causé par la surrégulation du facteur d’initiation de la transcription EIF4G1 (Dhungel
etal., 2015). Bien qu’opposées, ces données nous indiquent que la sortiline est impliquée dans
de nombreux mécanismes cellulaires qui régissent le devenir positif ou négatif de la cellule en

fonction de la protéine a laquelle elle se lie et du contexte physiologique.

La dépression est un trouble de I’humeur qui est souvent caractérisé par une altération
de ’lhoméostasie sérotoninergique dans le SNC (Jans et al., 2007). De maniére intéressante, la
délétion du gene de la sortiline (Sort1-/-) chez la souris entraine un phénotype résistant a la
dépression (Heurteaux et al., 2006; Mazella et al., 2018; Moreno et al., 2018). En effet,
I’'absence de la sortiline induit une diminution du canal TREK-1 a la membrane plasmique des
neurones, ce qui modifie I'excitabilité cellulaire et dépolarise la membrane plasmique de ces
cellules (Moreno et al., 2018). Egalement, la délétion de la sortiline augmente I'activité des
neurones du raphé dorsal (DRN), ce qui indique une efficacité accélérée de la
neurotransmission (Moreno et al., 2018). L'augmentation de I’activité des neurones du DRN
est associée a la libération de sérotonine (5-HT), qui représente le neurotrasmetteur le plus
abondant de ces structures (Michelsen et al., 2008; Teissier et al., 2015). Cela peut alors
expliquer ce phénotype de résistance a la dépression observé chez les animaux Sort1-/-. De
maniére similaire, la délétion du gene TREK-1 (Kcnk2-/-) chez des souris entraine une
résistance a la dépression (Heurteaux et al., 2006). Les ré6les biologiques et physiologiques du
canal TREK-1 sont détaillés dans le chapitre suivant.

Une plus grande concentration de la forme soluble de sortiline dans le sang de patients
en dépression sévere par rapport a des personnes saines a été mise en évidence (Buttenschgn
et al.,, 2015). Le role de la sortiline soluble dans la dépression pourrait étre associé a un
déreglement de [I"équilibre pro-neurotrophine et neurotrophine (BDNF et pro BDNF)
(Buttenschgn et al., 2015). En faveur de ce modeéle, on observe une augmentation de proBDNF

chez les patients en dépression sévere (Zhou et al., 2013).
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Les pathologies métaboliques

L'athérosclérose est une maladie artérielle chronique qui se caractérise par des dépots
de lipides (plaques d’athéromes) sur la paroi interne des vaisseaux sanguins (Glass and
Witztum, 2001). Ces plaques réduisent, voire bloquent completement le flux sanguin, ce qui
peut entrainer des problémes cardiaques ou des AVC selon la zone touchée. La formation de
ces dépots lipidiques résulte d’un taux plasmatique élevé de cholestérol LDL (Low Density
Lipoprotein) et de triglycérides, ainsi que d’une baisse du cholestérol HDL (High Density
Lipoprotein). De nombreuses études associent la présence de la sortiline avec une baisse des
niveaux plasmatiques de LDL, ce qui diminue le risque d’incidents cardiovasculaires (Conlon,
2019; Musunuru et al., 2010). Néanmoins, le role de la sortiline dans le métabolisme lipidique
reste encore tres controversé. En effet, I'invalidation spécifique dans le foie de souris du géne
codant pour la sortiline (Sort1), augmente les taux plasmatiques de LDL chez ces animaux
(Musunuru et al.,, 2010). Cet effet serait di a une augmentation de la sécrétion de
I’apolipoprotéine B (apoB100) qui est un constituant essentiel des vésicules de LDL et est
capable d’interagir avec la sortiline (Musunuru et al., 2010). Les auteurs suggérent que la
liaison de la sortiline a I'apoB100 dans |'appareil de Golgi, favoriserait la dégradation

lysosomale de I'apoB100 et donc des vésicules de LDL (Musunuru et al., 2010).

Ces résultats sont cependant en contradiction avec des données qui montrent que
I'invalidation de Sort1 dans les hépatocytes de souris améliore le profil lipidique d’animaux
nourris avec une alimentation de type occidental (riche en graisses saturées) puisque ces
souris Sortl-/- présentent des concentrations plasmatiques de cholestérol et de LDL plus
faibles que les souris contréles (Chen et al., 2019). La sortiline favoriserait I'absorption de LDL
par les macrophages et serait donc responsable de leur transformation en cellules spumeuses
(gonflées de LDL oxydés) dans des conditions d’hyperlipidémie (Patel et al., 2015). Alors que
physiologiquement, les macrophages récupérent les LDL circulants et les dégradent par voie
lysosomiale (Moore et al., 2013), sous forme spumeuse ils peuvent s’accumuler dans I'espace
sous-endothélial des vaisseaux sanguins et progressivement les obstruer. Ainsi, la délétion de
la sortiline chez des souris prévient le développement de I'athérosclérose induite par une
alimentation riche en graisses saturées (Patel et al., 2015). Bien qu’ici la sortiline semble

délétére, ces données nous montrent surtout que les mécanismes qui apparaissent
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bénéfiques dans des conditions physiologiques, peuvent s’emballer, se déréguler et étre

associés a des processus pathologiques.

Outre son réle dans la régulation des lipides, des études ont montré une diminution
de I'expression de la sortiline dans des tissus insulino-sensibles de souris et d’humains obéses
et diabétiques (Kaddai et al., 2009; Li et al., 2015). L’environnement inflammatoire observé en
condition d’obésité et de diabéte joue un réle important dans la régulation de I'expression de
la sortiline. En effet, la cytokine diabétogéne TNF-alpha diminue I'expression de la sortiline
(ARNm et protéine) dans des lignées cellulaires adypocytaires et dans des tissus adipeux et
musculaires de souris et d’humains (biopsies) (Hivelin et al., 2017; Kaddai et al., 2009). Dans
ce sens, une étude récente menée chez I’homme révele qu’une diminution des taux circulants
de sortiline est associée a des profils métaboliques défavorables chez les sujets atteints de
diabéte de type 2 (Demir et al., 2020). En revanche, une autre étude a montré que des patients
diabétiques présentaient des taux plasmatiques de sortiline supérieurs a des individus non-
diabétiques (Oh et al., 2017). Le r6le de la sortiline dans la pathologie du diabéte est donc
complexe et mérite d’étre plus amplement étudié. Il se pourrait notamment que son
expression soit différente en fonction du tissu étudié, mais aussi du stade ou du degré de

sévérité de la pathologie.

B) Le canal TREK-1, un partenaire essentiel de la sortiline

1. Généralités sur TREK-1

Les canaux TREK-1 (TWIK-related potassium channel 1) appartiennent a la grande
famille des K2P (canaux a deux domaines pores). Ces canaux potassiques de fond participent
au maintien du potentiel de repos et permettent aux cellules de répondre efficacement a un
potentiel d’action (Kim and Kang, 2015). Afin d’étre fonctionnels, les K2P doivent dimériser.
Chague monomeére est constitué de quatre segments transmembranaires (M1, M2, M3 et
Ma4), ainsi que d’extrémités N-term et C-term cytoplasmiques (Figure 22). La particularité de
ces canaux provient de leurs deux domaines a deux pores (P1 et P2). En effet, une fois le canal
dimérisé, les deux domaines pores de chague monomere forment une structure qui agit

comme un filtre qui ne laisse passer que les ions K* (Djillani et al., 2019).
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Figure 22 : Schéma de la structure commune a TREK-1 et aux autres canaux K2P.

Les K2P s’assemblent en diméres. Chaque monomére est composé de 4 segments
transmembranaires (M1-M4), de domaines a 2 pores (P1 et P2) ainsi que de deux extrémités
N-term et C-term cytoplasmiques. Chaque pore posséde une signature unique dans sa
séquence, Gly-Tyr(Phe)-Gly pour P1 et Gly-Leu(Phe)-Gly pour P2. D’apres (Djillani et al., 2019).

Bien que majoritairement exprimé dans le cerveau, TREK-1 est également présent dans
la périphérie, dans des organes comme I'estomac, le muscle squelettique, la prostate, le rein
ou encore le pancréas (Medhurst et al., 2001). Partageant 28% d'homologie de séquence avec
le canal TWIK-1, TREK-1 a été cloné pour la premiere fois dans le cerveau de souris (Fink et al.,

1996).

2. La régulation de TREK-1

L'ouverture ou la fermeture du canal TREK-1 est régulé par de nombreux stimuli
physiques et chimiques. En effet, des expériences de patch-clamp ont démontré que
['étirement de la membrane induit, de maniére réversible, I'ouverture du canal TREK-1
(Maingret et al., 1999; Patel et al., 1998). Cette ouverture réversible du canal TREK-1 a
également été observée lorsque le pH intracellulaire s’acidifie (Maingret et al., 1999), que la
température augmente progressivement (Maingret et al., 2000a) ou encore en présence de
phospholipides ou de lipides polyinsaturés (acide arachidonique, I’acide docosahexaénoique,
I’acide alpha-linolénique) (Blondeau et al., 2007; Lauritzen, 2000; Maingret et al., 2000b; Patel
et al., 1998). TREK-1 est également modulé physiologiquement par des stimuli intracellulaires.
Par exemple, la protéine kinase G (PKG), activée par I'oxyde nitrique, phosphoryle la sérine

351 de la partie C-Terminale (cytoplasmique) de TREK-1, ce qui active le canal, c’est-a-dire
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I'ouvre (Koh et al., 2001; Murbartian et al., 2005). La PKA et la PKC activées par des récepteurs
couplés aux protéines G, inhibent I'activité de TREK-1 en phosphorylant sa sérine 333 (PKA) et
sa sérine 300 (PKA et PKC) (Murbartian et al., 2005; Patel et al., 1998). Le canal TREK est
également capable de dimériser avec d’autres K2P, ce qui peut moduler son activité. Par
exemple, il a récemment été montré qu'une forme tronquée du canal TRESK, un K2P
fréquemment associé a la migraine, s'hétérodimérise avec TREK-1 et TREK-2 et provoque leur
fermeture (Djillani et al., 2019; Royal et al., 2019). Ces différentes propriétés procurent au
canal TREK un réle physiopathologique important notamment dans I'épilepsie, 'AVC, la
douleur, la dépression et ’lhoméostasie du glucose, ce qui en fait une cible thérapeutique
potentielle intéressante (Alloui et al., 2006; Djillani et al., 2019; Heurteaux et al., 2004, 2006;
Hivelin et al., 2016).

3. Les outils pharmacologiques de TREK-1

Parmi les différents outils pharmacologiques capables de moduler I'activité du canal
TREK-1 on retrouve les activateurs (ouvrent le canal) et les inhibiteurs (ferment le canal). Ces
molécules conduisent respectivement soit a une hyperpolarisation, soit a une dépolarisation
de la membrane plasmique. Cependant, le mode d’action sur TREK-1 de la plupart des drogues
citées ci-dessous n’est pas connu. De plus, la majorité de ces molécules ne sont pas sélectifs
de TREK-1 et peuvent donc moduler I'activité du canal de facon directe ou indirecte, en
agissant sur la fluidité membranaire, le cytosquelette, ou encore en activant des canaux ou
des protéines kinases. Il est important de noter que I'étude récente d’un cristal de TREK-1 en
présence de deux activateurs (ML335 et ML402) a révélé un domaine de liaison situé au sein
du filtre de sélectivité du canal (Lolicato et al., 2017). Ce domaine pourrait ainsi constituer un

site de liaison a d’autres molécules.

Les activateurs des canaux TREK-1 : Parmi ces agents pharmacologiques, on retrouve

des anesthésiques volatils tels que le chloroforme, I'halothane, l'isoflurane ou I'éther
diéthylique (Patel et al., 1999). Les acides gras polyinsaturés comme l'acide arachidonique,
I'acide docosahexaénoique et 'acide linolénique activent également TREK-1 et sont associés
a des mécanismes neuroprotecteurs (Blondeau et al., 2007; Lauritzen, 2000). Il a récemment

été montré que des stabilisateurs de I'humeur couramment utilisés pour le traitement des
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troubles bipolaires tels que le chlorure de lithium, la gabapentine, le valproate et la
carbamazépine, activent le canal TREK-1 et peuvent en plus, pour certains (LiCl et la
carbamazépine), augmenter I'expression du canal (Kim et al., 2017). Des anti-inflammatoires
non-stéroidiens de la famille des fénamates (acide niflumique, acide flufénamique et acide
méfénamique) activent TREK, mais de facon moins importante que le BL-1249, une molécule
dérivée du tétrazole et qui présente une structure similaire au fénamates (Tertyshnikova et
al., 2005; Veale et al.,, 2014). Enfin, I'acide caféique ainsi que ML67, ML335 et ML402
(molécules issues d’un ciblage de plus de 106000 molécules) ont été identifiés comme des
activateurs de TREK-1 (Djillani et al., 2019). Le riluzole est une molécule neuroprotectrice aux
propriétés anticonvulsives, sédatives et anti-ischémiques (Duprat et al., 2000). Il est décrit
comme un modulateur de TREK-1 car il entraine une activation transitoire de TREK-1 (~30
secondes) suivie d’une puissante inhibition du canal apres 90 secondes de traitement (Duprat
et al., 2000). Les auteurs de cet article attribuent cet effet inhibiteur a I’activation de la PKA

(Duprat et al., 2000; Patel et al., 1998).

Les inhibiteurs de TREK-1: Parmi eux, on retrouve des inhibiteurs sélectifs de la

recapture de la sérotonine (ISRS) prescrits en cas de dépression tels que la fluoxétine (Prozac),
la paroxétine, le citalopram et I'escitalopram, mais également des antipsychotiques comme le
chlorpromazine et le loxapine (Djillani et al., 2019; Kennard et al., 2005). D’autres molécules
initialement décrites comme des antagonistes des canaux calciques comme I'amlodipine et le
niguldipine (analogues des 1-4,dihydropyridines) peuvent inhiber les courants TREK-1
(Busquet et al., 2010). De plus, le SID1900 (effet antidépresseur sur des rats) mais aussi le 3-
n-butylphtalide (NBP) et son analogue, le lig-4-4, ont été identifiés comme des inhibiteurs des
canaux TREK-1 (Djillani et al., 2019). Enfin, le propeptide (PE) issu de la maturation de la
sortiline ainsi que ses dérivés synthétiques la Spadine et la Mini-Spadine, sont des inhibiteurs
sélectifs des canaux TREK-1 (Djillani et al., 2017; Mazella et al.,, 2010). Il est également
important de noter qu’en plus d’étre les seules molécules connues sélectives de TREK-1, la
Spadine et la Mini-Spadine possedent de fortes affinités pour le canal (ICso) de I'ordre du
nanomolaire (~40-60 nM et ~0,12 nM respectivement), contre du micromolaire pour toutes
les autres drogues citées ci-dessus (Fuoxétine ~19 uM, Citalopram ~100 uM, ...) (Kennard et
al., 2005; Kim et al., 2017). Les propriétés physiques et biologiques du PE et de ses analogues
seront détaillées dans la partie IV-C-3 et 4.
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Figure 23 : Les régulations physiologiques et pharmacologiques de TREK-1.

L’activité du canal TREK-1 est régulée par de nombreux stimuli physiologiques et molécules
pharmacologiques. Les fléches vertes correspondent aux activateurs de TREK-1 et les fleches
rouges correspondent aux inhibiteurs de TREK-1. Modlifié a partir de (Heurteaux et al., 2011).

4. Les roles physiologiques et pathologiques de TREK-1

Depuis sa découverte, de nombreuses études ont démontré le réle majeur de TREK-1
dans certains mécanismes physiologiques et ont associé sa dysfonction ou son absence a

différentes pathologies, a la fois au niveau central et périphérique.

TREK-1 dans le systeme nerveux central (SNC)

Une étude réalisée en 2004 a révélé I'implication de TREK-1 dans la neuroprotection
contre I'épilepsie, ainsi que dans I'ischémie du cerveau et de la moelle épiniére, sur un modele
de souris dont le géne Kcnk2 codant pour TREK-1, a été inactivé (Heurteaux et al., 2004). Ainsi,
les souris TREK-1 KO sont plus vulnérables que les souris sauvages au déclenchement de crise

d’épilepsie et elles présentent une plus grande sensibilité a I'ischémie (cérébrale et de la
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moelle épiniere), avec un taux de survie post-ischémie beaucoup plus faible que pour les
souris sauvages (Heurteaux et al., 2004). Cette étude révele aussi que les souris TREK-1 KO
sont résistantes a I'anesthésie induite par des anesthésiques volatils tels que le chloroforme
et I'halothane (Heurteaux et al., 2004; Patel et al., 1999).

TREK-1 joue également un role dans la perception de la douleur. En effet, les souris
TREK-1 KO ont une hypersensibilité aux stimuli thermiques, ainsi qu’une hyperalgésie
thermique et mécanique dans des conditions qui miment I'inflammation (Alloui et al., 2006).

Comme mentionné précédemment, cette lignée de souris est aussi résistante a la
dépression et leur comportement est similaire a celui de souris traitées avec des
antidépresseurs classiques comme la fluoxétine (Heurteaux et al., 2006). Enfin, la délétion de
TREK-1 montre une augmentation de la libération de sérotonine par les neurones du noyau
raphé dorsal et une augmentation de la neurogéneése induite par un traitement chronique aux
antidépresseurs (Heurteaux et al., 2006). Ces résultats ont été renforcés par la découverte
guelques années plus tard de la Spadine (dérivé synthétique du propeptide de la sortiline), un
inhibiteur spécifique du canal TREK-1 (Mazella et al., 2010). En effet, le traitement de souris a
I'aide de la Spadine montre un effet antidépresseur des 4 jours de traitement qui est
comparable a celui présenté par des souris TREK-1 KO (Mazella et al., 2010). La Spadine est
donc considérée comme le premier peptide antidépresseur d’origine endogéne a action
rapide (Mazella et al., 2010). Les propriétés biologiques de la Spadine seront détaillées dans

la partie suivante.

TREK-1 dans la périphérie

Dans le cceur, TREK-1 est exprimé chez la souris et le rat, dans les ventricules et les
oreillettes (Liu and Saint, 2004; Wiedmann et al., 2021). Chez I'homme, des échantillons
obtenus a partir de patients ayant subi une opération a coeur ouvert, révelent des niveaux
importants d'ARNm de TREK-1 dans le tissu ventriculaire (Wiedmann et al., 2021). Une étude
menée sur des souris a montré que la délétion spécifique de TREK-1 dans des cardiomyocytes
entraine un probleme cardiaque en réponse a un stress. En effet, I'exercice physique provoque
chez ces souris une bradycardie sinusale accompagnée de fréquents épisodes de pauses

sinusales (Unudurthi et al.,, 2016). Au niveau électrique, les cardiomyocytes TREK-1 KO

Page 80



présentent une baisse des courants potassiques de fond en comparaison aux cellules saines,
ainsi qu’un potentiel de membrane diastolique maximal anormalement dépolarisé (Unudurthi
et al.,, 2016; Wiedmann et al., 2021). Cependant, les souris TREK-1 KO non-stimulées par
I’exercice physique, ne présentent pas de modification intrinseque de la fréquence cardiaque
(Unudurthi et al., 2016). De maniére intéressante, une mutation ponctuelle hétérozygote de
TREK-1 a été identifiée chez un patient atteint d’un trouble ventriculaire RVOT (Right
Ventricular Outflow Tract) et cette mutation procure au canal une hypersensibilité a

I’étirement ainsi qu’une plus grande perméabilité aux ions sodiques (Decher et al., 2017).

De nombreux canaux K2P sont exprimés dans d’autres organes de la périphérie comme
le pancréas endocrine et en particulier dans la cellule béta sécrétrice d’insuline (Dadi et al.,
2014b; Hivelin et al., 2016; Kang et al., 2004; Mazella et al., 2010; Vierra et al., 2015). Ces
canaux jouent un role majeur dans le couplage potentiel de membrane-sécrétion d’insuline,
suggérant des fonctions essentielles dans le contréle de la glycémie. Ainsi, de plus en plus
d’études s’intéressent a la possible implication de ces canaux dans le développement du
diabete. Par exemple, il a été montré sur des cellules béta primaires de souris que la délétion
ou l'inhibition du canal TASK-1 augmente significativement la sécrétion d'insuline stimulée par
le glucose, ce qui améliore la tolérance au glucose (Dadi et al., 2014b). Une autre étude
démontre que la délétion du géne codant pour le canal TALK-1 sur des souris entraine une
dépolarisation de la membrane des cellules béta, une augmentation de I'influx de Ca2+ dans
les Tlots et une augmentation de la seconde phase de la sécrétion d’insuline stimulée par le
glucose (Vierra et al., 2015). Ainsi, les souris TALK-1 KO sont résistantes a I'élévation de la
glycémie a jeun induite par un régime riche en graisses (Vierra et al., 2015). En ce qui concerne
les canaux TREK-1, le laboratoire a récemment montré sur des lignées cellulaires béta
pancréatiques (MIN6) et sur des flots pancréatiques de souris que I'inhibition spécifique de
TREK-1 par la Spadine, dépolarise la membrane de la cellule (~¥12mV) et augmente la libération
d’insuline en présence de concentration stimulante de glucose (Hivelin et al., 2016). De plus,
des souris traitées avec la Spadine présentent une meilleure tolérance au glucose que des
souris controles, ainsi qu’une sécrétion accrue d’insuline induite par le glucose (Hivelin et al.,
2016). Ces travaux révelent d’une part et pour la premiere fois, le role important du canal
TREK-1 dans I’homéostasie du glucose, mais soulignent d’autre part le caractéere innovant de
I"'approche pharmacologique utilisée.
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La partie suivante de ce manuscrit s’intéresse tout particulierement aux propriétés
biologiques et pharmacologiques de cette nouvelle classe de peptides, qui tient son origine

de la maturation de la sortiline.

C) Le propeptide ou PE endogéne
1. Le PE, un produit de maturation de la sortiline

La sortiline est produite sous une forme immature, la pro-sortiline, qui est ensuite
clivée par la furine dans les compartiments tardifs du Golgi via sa liaison a la séquence
consensus RWRR (Mazella et al., 1998). Ce clivage permet d’une part de rendre la sortiline
mature fonctionnelle et conduit d’autre part a la libération d’un peptide de 44 acides aminés
appelé propeptide (Figure 24) (Petersen, 1999). Le PE lie la sortiline avec une grande affinité
(Kd~20nM) de maniére dépendante du pH, ce qui empéche la fixation de RAP et de la
neurotensine (Petersen, 1999). Ce mécanisme de compétition évite également une fixation
prématurée des différents ligands sur la sortiline, prévenant ainsi une activation précoce de
certaines voies de signalisation (Petersen, 1999; Westergaard et al., 2004). Des dosages
sériques du PE ont révélé une concentration de 10nM chez la souris (Mazella et al., 2010) et

d’environ 18-20nM chez ’lhomme (Devader et al., 2017; Roulot et al., 2018).

Page 82



DI

/" Propeptide/PE

’ Pro-sortiline

- -
& Furine

Figure 24 : La production du propeptide de la sortiline.

La sortiline est produite sous une forme immature et non-fontionnelle, la pro-sortiline. Dans le
compartiment tardif du Golgi (trans-Golgi) la furine, qui est une protéase a sérine, se fixe a la
pro-sortiline et la clive au niveau de la séquence consensus RWRR. Ce processus de maturation
permet de rendre la sortiline fontionnelle et libére un peptide de 44 acides aminés, le
propeptide (PE), dans le milieu extracellulaire lors de la fusion des vésicules avec la membrane
plasmique. Modifié d’aprés (Mazella et al., 2018).

2. Pharmacologie du PE et de ses dérivés synthétiques

L'implication de TREK-1 dans de nombreuses pathologies suscite un effort de
recherche soutenu dans le développement de drogues pouvant moduler les courants générés
par ce canal (Djillani et al., 2019). Apres avoir découvert que la délétion du canal TREK-1 induit
un phénotype résistant a la dépression chez des souris (Heurteaux et al., 2006), les équipes
du Dr Mazella et du Dr Heurteaux ont cherché a savoir si la sortiline/NTSR3 pouvait avoir un
réle dans I'adressage de TREK-1 a la membrane et donc potentiellement dans la dépression.

Dans une étude publiée en 2010, les deux équipes montrent que la sortiline et TREK-1
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interagissent et colocalisent dans des neurones corticaux de souris (Mazella et al., 2010). De
plus, le PE inhibe les courants TREK-1 en présence d’acide arachidonique (Figure 25) (Mazella

et al., 2010).

I(pA/pF) a
160 _aa + PE

- 8
Control

-100 -50 . V(mV) 50

Figure 25 : Effet du propetide (PE) sur I’activité de TREK-1.
Le graphe représente les courbes I/V des courants TREK-1. Les mesures de courant sur cellules

entieres sont réalisées sur des cellules COS-7 surexprimant TREK-1, en présence de bloqueurs
de canaux potassiques. Les courants ont été enregistrés apres activation de TREK-1 par 10 uM
d'acide arachidonique (aa) et d’aa + propeptide (PE, 500 nM) (Mazella et al., 2010).

La caractérisation structure-fonction du PE a permis le développement d’un analogue
appelé Spadine (Mazella et al., 2010). La Spadine est composée de la séquence de fixation du
PE endogene (17-28) dans laquelle s’ajoute la séquence 12-16 (APLRP) qui permet de
maintenir la contrainte conformationnelle du peptide (Figure 26) (Mazella et al., 2010). Tout
comme le PE endogéne, la Spadine est capable de lier et d’inhiber le canal TREK-1 avec une
affinité d’environ 10 nM (Mazella et al., 2010). De maniere intéressante, les autres canaux K2P
(TREK-2, TRAAK, TASK et TRESK) ainsi que les canaux potassiques hERG, impliqués dans la
fonction cardiaque, sont tous insensibles a la Spadine (Moha Ou Maati et al., 2012). Alors que
la Spadine est un puissant antidépresseur a action rapide, ses effets biologiques s’estompent
in vivo apres 7 heures (Mazella et al., 2010). Ainsi, dans un objectif thérapeutique, des
analogues et dérivés de la Spadine ont été synthétisés pour améliorer leur stabilité in vivo
(Djillani et al., 2017; Veyssiere et al., 2015). L’étude des produits de dégradation de la Spadine
dans la circulation sanguine a permis d’identifier un peptide court de 7 acides aminés

correspondant a la séquence 22-28 du PE (Djillani et al., 2017). Avec un ICso d’environ 0,12
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nM, ce peptide appelé Mini-Spadine possede une affinité pour TREK-1 environ 300 fois
supérieure a la Spadine (ICsp ~40-60 nM) (Djillani et al., 2017). La Mini-Spadine est stable in
vivo pendant environ 23 heures (vs 7 heures pour la Spadine) et comme la Spadine, elle est
spécifique des canaux TREK-1 (Djillani et al., 2017; Moha Ou Maati et al., 2012). La Spadine et
la Mini-Spadine possédent donc des propriétés pharmacologiques trés intéressantes et

constituent également de formidables outils pour étudier les propriétés biologiques du PE

endogene.
1 12 22 28 44
Propeptide : QDRLDAPPPPAAPLPRWSGPIGVSWGLRAAAAGGAFPRGGRWRR
Spadine : YAPLPRWSGPIGVSWGLR
Mini-Spadine : GVSWGLR
Stress l
conformationnel Site de liaison

Figure 26 : Les séquences peptidiques du propeptide, de la Spadine et de la Mini-Spadine.
Comparatif des séquences peptidiques du propeptide et de ses deux dérivés synthétiques, la

Spadine et la Mini-Spadine. En vert : la séquence permettant le maintien conformationnel de
la protéine. En bleu : la séquence de liaison au canal TREK-1 qui permet son inhibition. Modifié
d’apreés (Djillani et al., 2017).

D) Les propriétés bénéfiques du PE et de ses dérivés

1. Les effets au niveau central

Grace a l'utilisation de la Spadine, les équipes du Dr Mazella et du Dr Heurteaux ont
montré les propriétés antidépressives du PE (Mazella et al., 2010). Il s’agit du premier effet
pharmacologique décrit du PE endogéne. Dans cette étude, les souris traitées de maniére
aigue, subchronique et chronique par la Spadine, présentent le méme comportement
résistant a la dépression que les souris TREK-1 KO (Heurteaux et al., 2006; Mazella et al., 2010).
Aussi, les effets de la Spadine sont comparables a ceux de la fluoxétine (Prozac) et
apparaissent apres seulement 4 jours de traitement, contre habituellement 3-4 semaines pour
les antidépresseurs ISRS (Mazella et al., 2010).

La caractérisation de la Mini-Spadine a montré qu’elle présente les mémes propriétés
antidépressives comportementales que la Spadine dans un modele de dépression identique

(TREK-1 KO) et dans un modele de dépression post ischémie cérébrale (AVC) (Djillani et al.,
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2017; Pietri et al., 2019). De plus, la Spadine augmente d’un facteur 2 les décharges électriques
des neurones sérotoninergiques en comparaison aux souris non-traitées et ce, de maniére
comparable a ce qui a été observé dans le modele de souris TREK-1 KO (Heurteaux et al., 2006;
Mazella et al., 2010). La Spadine favorise I'expression de la neurotrophine de survie BDNF dans
I’"hippocampe et le cortex préfrontal de souris. Aussi, Spadine et Mini-Spadine stimulent la
geneése de nouveaux neurones (neurogenese) via des mécanismes prolifératifs. De facon
concomitante, cela augmente I'expression de PSD-95 et de la synapsine, qui sont des protéines
impliquées dans la structure et la fonction synaptique (Devader et al., 2015; Djillani et al.,

2017; Mazella et al., 2010; Pietri et al., 2019).

En comparaison a des souris non-traitées, I'utilisation de Mini-Spadine sur des souris
ayant subies une ischémie cérébrale prévient la perte de poids post-ischémie, améliore les
déficits moteurs et cognitifs et protége les neurones dopaminergiques de la mort induite par
I'ischémie (Pietri et al., 2019). Les effets neuroprotecteurs de la Spadine et de son analogue
s’expliqguent notamment par les voies de signalisation activées par le traitement. En effet,
I’application de Spadine sur des cultures primaires de neurones corticaux de souris, dépolarise
la membrane plasmique d’environ 12mV et active la voie proliférative ERK et la voie de survie
Akt (Devader et al.,, 2015). La Spadine active le facteur de transcription CREB dans des
neurones hippocampiques (Mazella et al., 2010). CREB est un facteur de transcription
essentiel dans la plasticité et la survie neuronale et dont la dérégulation est associée a de
nombreuses pathologies comme la dépression, Alzheimer, Parkinson ou encore Huntington

(Sakamoto et al., 2011).

Il a récemment été montré que des patients qui souffrent d’un trouble dépressif
majeur possédaient un taux sérique de PE plus faible que celui de personnes non-dépressives
(~18nM vs ~24nM) (Devader et al., 2017). Cependant, chez les patients qui répondent au
traitement par des antidépresseurs, le taux sérique normal de PE est rétabli (Devader et al.,
2017; Mazella et al., 2018). Concernant les patients dépressifs qui ne répondent pas aux
antidépresseurs, le traitement par électroconvulsion entraine une forte augmentation de la
concentration de PE dans le sang, mais la encore, seulement chez les patients répondant a
cette thérapie (Roulot et al., 2018). Ces données indiquent donc que le PE pourrait servir de
marqueur biologique de I'état dépressif et aussi d’indicateur de rémission de la pathologie

(Mazella et al., 2018).
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2. Les effets sur la périphérie

Bien que la majorité des études ait été réalisée au niveau du systeme nerveux central,
de plus en plus d’articles révelent un réle physiologique bénéfique du PE dans la périphérie.
En effet, la découverte de taux d’expression de la sortiline anormalement élevés dans
certaines pathologies comme le cancer ou les troubles cardiovasculaires, a orienté certaines
recherches vers I'étude du trafic de la sortiline vers les vésicules extracellulaires (VE). Ces
structures sont impliquées dans la communication cellule-cellule et permettent d’éliminer des
déchets cellulaires (protéines, lipides ou ARNs) (ltoh et al., 2018; van Niel et al., 2018). La
sortiline est capable d’homodimériser, par la formation d’un pont disulfure intermoléculaire
entre les résidus cystéine 783, ce qui provoque I'adressage de ce complexe vers les VE (Itoh
et al., 2018). L’homodimeére de sortiline entraine avec lui la phosphatase alcaline non-
spécifique des tissus (PANT) ce qui favorise la calcification vasculaire. En effet, si cette protéine
a de nombreux roles physiologiques, dont celui de la clairance des microbes au niveau du
tractus digestif, I'augmentation de sa présence dans le sang est associée a une inflammation
accrue et a une augmentation de la calcification vasculaire pouvant conduire a
I'athérosclérose (Brichacek and Brown, 2019). La formation d’homodiméres de sortiline

favorise donc par ce biais, la calcification vasculaire (Goettsch et al., 2016; Itoh et al., 2018).

De maniere intéressante, le PE inhibe '"homodimérisation de la sortiline (Itoh et al.,
2018). Cela montre que le propeptide endogene peut réguler la fonction de la sortiline en
empéchant la formation d’un complexe pathogene, ce qui peut constituer une approche
thérapeutique intéressante dans le traitement de pathologies associées aux VE (ltoh et al.,

2018).

La présence de TREK-1 et de la sortiline dans les cellules béta pancréatiques a soulevé
le role possible du PE dans I’'homéostasie glucidique (Hivelin et al., 2016; Mazella et al., 2010).
Ainsi, des expériences menées sur la lignée de cellules béta pancréatiques MIN6-B1 ont
montré que l'inhibition de TREK-1 par 10nM de Spadine dépolarise la membrane plasmique
de ~12 mV et augmente la concentration intracellulaire de calcium de maniéere indépendante
de la PKA (Hivelin et al., 2016). De plus, la Spadine (100nM) potentialise la sécrétion d’insuline
déclenchée par le glucose (16,7mM) ou le KCI (30mM) dans des ilots pancréatiques de souris
et dans des MIN6-B1, grace a la dépolarisation membranaire et a une augmentation de la

concentration intracellulaire de calcium (Hivelin et al., 2016). Il est a noter que sans
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sécrétagogue, la Spadine n’a pas d’effet sur la libération d’insuline (Hivelin et al., 2016). Les
expériences IPGTT (Intraperitoneal Glucose Tolerance Test) in vivo montrent également que
le traitement par la Spadine améliore la tolérance au glucose des souris et que cet effet correle
avec une augmentation significative de la concentration d'insuline plasmatique (Hivelin et al.,
2016). Ces données révelent pour la premiére fois I'effet incrétine de la Spadine et suggerent
qgue le PE endogéne serait un acteur important de I'homéostasie glucidique. Elles placent
également la Spadine comme un agent thérapeutique potentiel original pour le traitement du

diabete de type 2.

Le but principal de ma thése est de compléter ces données et d’identifier le role du
PE endogéne et de ses dérivés dans les mécanismes de survie de la cellule béta

pancréatique.
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LES OBJECTIFS DE LA THESE

Lorsque j'ai rejoint le laboratoire des Drs Catherine Heurteaux et Jean Mazella en 2018,
I’équipe venait de démontrer I'effet incrétine in vitro et in vivo de I'analogue du PE endogene,
la Spadine (Hivelin et al., 2016). Ces résultats ont permis de renforcer I’hypothése de départ
du laboratoire selon laquelle le PE endogene jouerait un réle important dans ’lhoméostasie
glucidique (Mazella et al., 2012) et ils placent également les canaux potassiques TREK-1
comme des régulateurs de la sécrétion d’insuline et la Spadine comme un antidiabétique
potentiel innovant.

La diminution de la masse cellulaire béta pancréatique fonctionnelle est un parametre
clé du déclenchement et de I’évolution du diabete de type 2. Ainsi, I'objectif principal de mon
doctorat a été de poursuivre la caractérisation du role du PE endogéne dans I’homéostasie
glucidique et d’évaluer le potentiel pharmacologique de ses deux analogues synthétiques
(Spadine et Mini-Spadine) sur la survie des cellules béta pancréatiques. Pour cela, nous avons

utilisé une lignée de cellules béta pancréatiques de rat, les INS-1E.

Ce projet de thése consiste premiérement a étudier I’effet biologique du PE et de ses
dérivés sur la survie cellulaire. Pour cela nous avons évalué le potentiel protecteur des
peptides en présence de deux inducteurs de lI'apoptose aux fenétres d’actions bien

distinctes, la staurosporine (stress aigu) et I'lL-1f3 (stress chronique).

Nous avons ensuite cherché a mettre en évidence les mécanismes moléculaires
impliqués en analysant les voies de signalisation activées, ainsi qu’en étudiant I’effet du PE
et de ses dérivés sur le facteur de transcription CREB, dont I’activité est associée a des effets

bénéfiques sur la survie et la fonction cellulaire.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Projet : Role du propeptide de la sortiline et de ses dérivés, dans les
mécanismes de survie de la cellule béta pancréatique

A) Contexte de I’étude

Dans un monde ou la prévalence du diabéete ne cesse d’augmenter, il devient urgent
d’identifier de nouvelles approches thérapeutiques innovantes. Les précédents travaux du
laboratoire ont révélé les propriétés antidépressives du propeptide endogene et ont identifié
la Spadine et la Mini-Spadine comme des peptides neuroprotecteurs, favorisant la sécrétion
de sérotonine, la prolifération et la survie neuronale, via I'inhibition spécifique du canal TREK-
1 (Devader et al., 2015; Djillani et al., 2017; Mazella et al., 2010; Pietri et al., 2019). En plus de
ces effets bénéfiques au niveau central, l'identification de TREK-1 dans la cellule béta
pancréatique a soulevé la question du possible role du PE sur I’homéostasie glucidique
(Mazella et al., 2010). Ainsi, en 2016, le laboratoire a démontré sur des lignées béta endocrines
et des flots pancréatiques de souris qu’en réponse au glucose seulement, I'inhibition de TREK-
1 par la Spadine dépolarise suffisamment la membrane plasmique pour entrainer une
augmentation de la concentration cytosolique de calcium et potentialise la libération
d’insuline (Hivelin et al., 2016). De plus, I'administration de Spadine a des souris 20 minutes
avant une injection de glucose a permis d’améliorer leur tolérance au glucose (Hivelin et al.,
2016). Cet effet incrétine n’est pas sans rappeler celui de I’exendine-4, un agoniste des
récepteurs au GLP-1 qui fait partie des traitements de référence utilisés en clinique pour le
traitement du diabéte de type 2. Alors que les effets de I'exendine-4 sont médiés par un
récepteur aux protéines G, le mécanisme d’action du PE et de ses dérivés semble passer par
une voie atypique et originale, ou le potentiel de membrane et le calcium occupent un réle
central. En plus de la propriété de potentialisateur, I’exendine-4 favorise la prolifération et
protege la cellule béta pancréatique de I'apoptose via des voies de signalisation dépendantes
de la PKA (Ferdaoussi et al., 2008; Jhala et al., 2003; Song et al., 2008). Le maintien d’une
masse pancréatique fonctionnelle est I'approche thérapeutique optimale dans le traitement

du diabéte de type 2. Fort de ce constat et par analogie aux effets protecteurs du PE et de ses
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dérivés observés sur le neurone, nous avons émis I’hypothése que ces molécules pourraient

avoir aussi un role bénéfique dans les mécanismes de survie de la cellule béta pancréatique.

B) Résultats

Sortilin-derived peptides promote pancreatic beta-cell survival

through CREB signaling pathway
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Origin of endogenous PE, actions and mimetics. The PE is an endogenous propeptide
generated from the maturation of pro-sortilin to sortilin. Its secretion in extracellular
compartment endows PE with a physiological role, that is a protective effect on pancreatic
beta-cells by increasing calcium content and activating Akt, ERK and CaM-kinases pathways.
These effects are reproduced by synthetic PE derivatives named Spadin and Mini-Spadin. All

these signaling pathways converge to CREB activation that triggers the beneficial actions of PE

and derivatives on beta-cells.
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Voltage dependent calcium channel (VDCC)

ABSTRACT

Deterioration of insulin secretion and pancreatic beta-cell mass by inflammatory attacks
is one of the main pathophysiological features of type 2 diabetes (T2D). Therefore, preserving
beta-cell mass and stimulating insulin secretion only in response to glucose for avoiding the
hypoglycemia risks, are the most state-of-the-art option for the treatment of T2D. In this study
we tested two correlated hypothesis that 1/ the endogenous peptide released from sortilin,
known as PE, that stimulates insulin secretion only in response to glucose, protects beta-cells
against death induced by cytokines, and 2/ Spadin and Mini-Spadin, two synthetic peptides
derived from PE, that mimic the effects of PE in insulin secretion, also provide beneficial effect
on beta-cells survival. We show that PE and its derivatives by inducing a rise of intracellular
calcium concentration by depolarizing the membrane protect beta-cells against death induced
by Interleukin-1B. Using biochemical, confocal imaging and cell biology techniques, we reveal
that the protective effects of PE and its derivatives rely on the activation of the CaM-Kinase
pathway, and on the phosphorylation and activation of the transcription factor CREB. In
addition, Mini-Spadin promotes beta-cell proliferation, suggesting its possible regenerative
effect. This study highlights new possible roles of PE in pancreatic beta-cell survival and its

derivatives as pharmacological tools against diabetes.

KEYWORDS: Beta-cell protection; Calcium influx; CREB activation; Neuropeptide; Sortilin-

released propeptide

1. Introduction

Insulin is a hormone produced and released by pancreatic beta-cells to regulate glucose
homeostasis. Imbalance of insulin secretion and the tissue needs caused by insulin resistance

leads to diabetes, one of the deadliest diseases worldwide. In diabetes, glucose-induced
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insulin secretion (GSIS) of beta-cells is impaired. In addition, the loss of insulin secretion is
exacerbated by the loss of beta-cell mass (BCM) that is estimated of 30-50% in long-term
disease, resulting from increased beta-cell apoptosis and possibly dedifferentiation.

Major mechanisms coupling diabetes development to impaired GSIS and the loss of BCM
involve alteration of positive signaling pathways. Among them, CREB by its anti-apoptotic and
trophic effects plays a central role in beta-cell survival and growth (1-4) and a decrease in its
expression leads to beta-cell dysfunction and death (3). Induction of CREB is a key mechanism
from which glucagon-like peptide 1 (GLP-1) exerts its incretin physiological action and
therefore its mimetics that are used as antidiabetic drugs, ameliorate beta-cell function and
preserves BCM (5, 6). This suggests that endogenous molecules that induce the expression
and/or CREB activation support beta-cell function and preserve BCM, and are of potential
therapeutic interest against diabetes.

In beta-cells, both insulin secretion and CREB activation are directly dependent on
cytosolic calcium concentration and therefore linked to ion channels. The voltage-dependent
calcium channels (VDCC), which enable calcium entry into the cell in response to glucose-
induced depolarization, stimulate CREB phosphorylation (7). Beside of VDCC, beta-cells also
express two-pore domain channel (K2P) TREK-1 (8, 9).

TREK-1, a background K(+) channel that plays a major role in setting the resting membrane
potential of many cell types, is inhibited by an endogenous peptide of 44 amino acids (GIn1-
Arg44) (10). This sortiline-released peptide (PE) also known as neurotensin receptor-3 (NTR3)
propeptide results from the cleavage of the precursor form of NTR3/sortilin by furin (11) and
is detectable in the bloodstream advocating for a potential physiological importance (10).

With respect to glucose homeostasis, in insulin-secreting beta cells INS-1E, PE induces a
20% increase of calcium response (12). A synthetic analogue, we have generated to investigate
PE physiological, known as Spadin (Spa), that reproduces the inhibitory action of PE on TREK-
1(10), potentiates glucose-induced insulin secretion (8). Therefore, beyond being a useful tool
to investigate the physiological role of PE, the development and optimization of Spadin-based
peptides may constitute a potential opportunity in search of new antidiabetics acting on the
membrane potential of pancreatic beta-cell (13).

Targeting membrane potential of pancreatic beta-cell is already a well-accepted
therapeutic strategy for type 2 diabetes, as exemplified by the use of glucagon like peptide 1

analogues (GLP-1) (14, 15). GLP-1 synergizes insulin secretion only in a context of
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hyperglycemia (16) by modulation of the membrane potential and its correlated Ca2+
signaling pathways (17). Indeed, GLP-1 exerts its effects by binding to a G-protein coupled
receptor (GLP-1R) at the surface of the pancreatic beta-cells inducing downstream signaling
pathways such as activation of cAMP dependent protein kinase (PKA) that are also known as
potent triggers of growth factor cascades and cell survival signal pathways (6). This dual effect
on insulin secretion by both ameliorating beta-cell function and BCM preservation makes the
GLP-1 mimetics the most advanced antidiabetic drugs on the market.

Interestingly, Spa activates the CREB pathway galvanizing growth factor cascades in
brain, thereby leading to increased synaptogenesis and neurogenesis and showing
antidepressive effect (10, 18, 19). As a similar activation of the CREB pathway should
demonstrate beneficial effect on pancreatic beta-cells, we investigated the role of PE and the
therapeutic potential of its derivatives Spa and Mini-Spa in the beta-cell protection against
apoptotic cell death by Interleukin-1p (IL-1 § and staurosporine. Indeed, to propose innovative
option, beside Spa, we also tested its new synthetized derivative that has an increased affinity
for TREK-1 receptor and a higher stability in vivo. This potent derivative is a shortened Spa
analog, defined as Mini-Spa (PE-(22-28)), which has a 400-fold higher affinity for TREK-1 than
Spa (20).

In this study, we provide the evidence that endogenous PE may play a major protective
role on pancreatic beta-cells in triggering the phosphorylation and activation of CREB.
Moreover, such beta-cell protection against apoptotic cell death, phosphorylation and
activation of CREB were also reproduced by Spa and Mini-Spa. Beyond elucidated a
physiological role of PE, our finding may pave the way for the identification of a new class of

antidiabetics.

2. Material and methods

2.1.  Cell culture, transfection and pharmacological treatments
The insulin-secreting cell line INS-1E (21) was cultured in RPMI 1640 medium supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS), 50 Ul/ml penicillin, 50 mg/ml streptomycin, 0.1mM sodium
pyruvate and 0.001% B-mercaptoethanol. Transient transfection experiments were
performed using the Lipofectamin 3000 transfection Kit (Invitrogen). Ex-4, Staurosporine, IL-

1B, LY294002, H89 PKA inhibitor and CaM-Kinases inhibitor KN93 were purchased from Sigma
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Aldrich (St Quentin Fallavier, France). INS-1E were exposed to different peptides at the
following concentrations: PE (100 nM), Spadin (Spa, 10 or 100 nM), Mini-Spadin (Mini-Spa, 10
nM), Ex-4 (100 nM) in the presence of IL-1B (10 ng/mL) during 48h or Staurosporine (1 uM)
during 2h, PI3-kinase pathway inhibitor LY294002 (1 uM), H89 (1 uM) and KN93 (1 uM).

All experiments were performed in triplicate on at least three independent experiments (three
different cell passages), in a minimum of 2 plates per plating period. In all experiments, 3-4
wells within each 12-well plate were devoted to vehicle control, in order to minimize inter-

plate variability.

2.2. Caspase assay
Caspase 3/7 activity was measured using the Caspase-Glo 3/7 assay system (#G8090)
(Promega France). In brief, INS-1E cells were seeded in 96-well plates and incubated with PE
(100 nM), Spa (100 nM), Mini-Spa (10nM) or Ex-4 (100nM), in the presence of apoptosis
inducers IL-1B (10 ng/mL, during 48h) or Staurosporine (1 uM, during 2h). Activity of caspase
3/7 was measured in cell lysate by the production of aminoluciferin and its subsequent
consumption by luciferase. This generates a luminescent signal proportional to caspase
activity. Experimental procedure was performed following the manufacturer’s guidelines.
Results are expressed as arbitrary units (AU) of luminescent signal normalized by protein

amount (pug) in each sample.

2.3. CREB transcriptional activity assays
CREB transcriptional activity was measured using the Granuphilin promoter Luciferase
construct (Gra-Luc) described in (2). In this construct, the human Granuphilin promoter
containing CREB-Responsive Elements (CRE) has been subcloned upstream of the luciferase
coding sequence. The plasmid was introduced into beta-cells by transient transfection using
the Lipofectamin 3000 transfection Kit (Invitrogen). CREB activity was measured using the
Luciferase Assay System (E1500) (Promega France), according to the manufacturer’s protocol.
CREB activity is proportional to the luminescent signal and results are expressed as % or fold

of control condition.
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2.4. Measurement of cytosolic calcium
The Fura-2AM loading protocol was previously described (22). Loaded cells were visualized
under an inverted epi-fluorescence microscope (AxioObserver, Carl Zeiss, France) using a Fluar
40x/1.3 oil immersion objective. The intracellular Fura-2AM was sequentially excited at 340
and 380 nm with a Xenon arc-lamp through a high-Speed multi-filter wheel. For each
excitation wavelength, the fluorescence emission was discriminated by a same 400 LP dichroic
mirror and a 510/40 band-pass filter. Fluorescence images were acquired every 10 seconds on
an EMCCD camera (Cascade 512, Roper Scientific, Evry, France). Calcium images were
analyzed with MetaMorph, Metafluor software (Universal Imaging). Fura-2AM fluorescence
intensity is expressed as change relative to the initial fluorescence ratio (F340/380). A
minimum of 5 to 7 cells per field has been analysed in a minimum of 3 to 5 experiments for

each condition.

2.5. Immunocytochemistry
INS-1E cells seeded on glass coverslips coated with 2 mg/ml poly-L-Lysine were incubated for
24 hours in RPMI 1640 medium supplemented with the indicated concentrations of peptides.
The cells were fixed in 4% paraformaldehyde and incubated for 2h with the first antibody
diluted in PBS (rabbit polyclonal Anti-Phospho (Ser133) CREB (1:500) or mouse monoclonal
Anti-BrdU (1:7000), BD France), pH 7.5, 0.1% goat serum, 0.3% Triton-X-100 and 20 mg/ml
bovine serum albumin (BSA). The coverslips were then incubated for 30 min with the
secondary antibody and mounted for confocal microscopy (Zeiss LSM780). The images shown
are representative of 3 independent experiments. Characteristics of antibodies used for

immunocytochemistry are detailed in Suppl table 1 in Supplementary material section.

2.6. Western blot analysis
Solubilized proteins from beta-cells were loaded at 50 pg in Laemmli sample buffer, separated
on 10% SDS PAGE gels and then transferred to a nitrocellulose membrane. Membranes were
blocked and incubated with antibodies directed against phosphorylated or total forms of Akt
(1:1000) and ERK1/2 (1:1000) (Cell Signaling, Ozyme, France), overnight at 4°C. Afterwards,
membranes were incubated 45 min with secondary antibody (adapted for species of first
antibody) coupled to Horse Radish Peroxidase (HRP). Protein bands were revealed, and images
acquired with FX Fusion (Vilber) and analyzed with the Imagel software (US NIH, Bethesda,
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MD, United States) (Schneider et al.,, 2012). Original Western Blots can be found as
Supplementary material (Suppl S1: INS-1E treated with 100nM PE; Suppl S2: INS-1E treated
with 100nM Spadin; Suppl S3: INS-1E treated with 10nM Mini-Spadin). Characteristics of
antibodies used for Western Blotting are detailed in Suppl table 1 in Supplementary material

section.

2.7. 5-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation assay
Proliferation of INS-1E cells was assessed using a BrdU incorporation assay. INS-1E cells that
were seeded in 12-wells plates at the density of 12x10* cells/well onto poly-L Lysine coated
coverslips were incubated with or without the different peptides for 24h (Spa 100nM, Mini-
Spa 10nM or Ex-4 100nM) and exposed to 10 uM BrdU for the last 2h. Next, they were fixed
with 4% formaldehyde and permeabilized with 1% Triton X100. Proliferative BrdU positive
cells were revealed by immunochemistry. The number of BrdU positive cells has been

normalized per total cell number and results are expressed as fold over control.

3. Results

3.1. PE, Spa and Mini-Spa reduce apoptosis of beta cells submitted to cytotoxic

conditions.

To investigate the protective effect of PE and its synthetic analogues Spa and Mini-Spa,
the peptides were co-cultured together with the cytotoxic and diabetogenic agent IL-1 and
compared to that of Ex-4 (100 nM) known to protect INS-1E cells against apoptosis induced
by IL-1B (23). Measurement of caspase-3/7 activity indicated that exposure of cells to IL-1B
for 48h strongly enhanced caspase-3/7 activity (125.4+1.1 AU/ug protein) as compared to
control condition (64.4+6.0 AU/ug protein) (Fig. 1A).

Application of PE (100 nM, which was the maximal physiological circulating concentration
we have measured) drastically dampens caspase-3/7 activity of INS-1E cells (95.7+5.3 AU/ug
protein) in response to IL-1B (125.4+1.1 AU/ug protein). This decrease in IL-1B-induced
caspase-3/7 activity was also afforded by its synthetic derivatives Spa (100 nM) and Mini-Spa
(10 nM) (respectively 113.7+4.3 and 104.6+4.6 AU/ug protein). Moreover, the reduction of IL-
1B-induced caspase-3/7 activity by PE, Spa and Mini-Spa was similar to the one observed in

presence of Ex-4 (108.2+6.3 AU/ug protein).
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As this experimental setting suggested there could be a difference in the intensity of
protection by PE and its analogue Spa, we investigated the protective effects of PE, Spa and

Mini-Spa in a harsher model of apoptosis caused by Staurosporine (Fig. 1B).
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Fig. 1. PE, Spa and Mini-Spa prevent beta cells apoptosis induced by IL-13 and
Staurosporine cytotoxic challenges. INS-1E cells were cultured under serum deprivation
(Ctl) and treated or not with PE (100 nM), Spa (100 nM), Mini-Spa (10 nM) or Ex-4 (100
nM) in the presence of IL-18 (10 ng/mL) during 48h (A) or Staurosporine (1 uM) during 2h
(B). The analysis of caspase-3/7 activity identifies a significant reduction of caspase-3/7
activity, normally induced by IL-18 (A) and staurosporine (B), in presence of PE, Spa or Mini-
Spa. Values expressed in arbitrary units are the mean + SEM of 3 independent experiments
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 different from IL-16-stimulated condition; *p < 0.01
different from PE condition). Results are expressed as Arbitrary Units (luminescent signal)
normalized by the amount of protein (ug).

Incubation of INS-1E cells with Staurosporin for 2h induced a 2-fold increase of
caspase-3/7 activity (Ctl: 60.1+8.3 AU/ug prot vs Stau: 137.0+3.5 AU/ug prot) (Fig. 1B). We
found that caspase-3/7 activation caused by staurosporine was prevented by PE
(115.946.6 AU/ug protein) and by both derivatives Spa (117.746.9 AU/ug protein) and
Mini-Spa (108.4+9.0 AU/ug protein). The reduction of caspase-3/7 activation by Ex-4
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(101.3+6.4 AU/ug protein) and the three peptides were similar (Fig. 1B). These data
indicated that PE and its derivatives Spa and Mini-Spa protect beta cells from apoptosis

induced by different cytotoxic challenges.

3.2. PE, and its derivatives, Spa and Mini-Spa, activate the Akt and ERK survival and

proliferative pathways in INS-1E beta cells.

Since ERK1/2 control the phosphorylation and protein level of CREB and play a key role in
glucose-mediated pancreatic B-cell survival (24), we first investigated the influence of PE, Spa
and Mini-Spa on Phosphatidyl Inositol 3-kinase (PI3K) and MAP kinases pathways by
measuring the phosphorylation level of Akt and ERK1/2, respectively. Concerning the PI3-
kinase pathway, PE (100 nM), Spa (10 nM) and Mini-Spa (10 nM) exerted a strong activation
on both kinases in INS-1E cells (Fig. 2A). The effects of the native peptide PE and its two
derivatives (Spa and MiniSpa) on Akt and ERK were different. The PE effect on the
phosphorylation of the two kinases was faster than Spa and Mini-Spa. PE induced
phosphorylation as early as 5 min after stimulation, whereas PE derivatives showed a maximal
Akt and ERK1/2 phosphorylation at 20 min that returned to basal level after 30 min (Fig. 2A).
This result suggests that PE and its derivatives Spa and Mini-Spa protect cells via activation of

the Akt and ERK pathways.
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Fig. 2. PE, Spa and Mini-Spa activate ERK and Akt signaling pathways and induce calcium
influx in INS-1E cells. (A) Representative Western blots of INS-1E cells stimulated by 100 nM of
PE, 10 nM of Spa or Mini-Spa during 5 to 30 min. The Akt and ERK1/2 phosphorylation (pAkt
and pERK1/2) was evaluated by immunoblotting and normalized by labelling the same blot
with antibodies directed against total Akt or total ERK1/2 (3 distinct experiments). (B) Cytosolic
calcium variations were analyzed measuring the Fura-2AM absorbance ratio (340/380) of INS-
1E cells in response to the PI3-kinase pathway inhibitor LY294002 (1uM) and a subsequent
exposition to Spa (100 nM) or Mini-Spa (10 nM). (***p < 0.001 compared to LY294002
condition alone.

As PE, Spa- and Mini-Spa induce membrane depolarization and calcium influx (8, 20),
we then investigated whether Akt activation by Spa or Mini-Spa accounts for the rise of
calcium influx. To do so, intracellular calcium of cells cultured with Spa or Mini-Spa was

measured in the presence of the PI3K/Akt inhibitor (LY294002). LY294002 failed preventing
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an increase of the intracellular calcium concentration by Spa (100 nM) (1.23 + 0.01 for Spa+LY
vs 1.02 £ 0.01 for LY294002 condition or 1.00 + 0.01 for basal condition) and Mini-Spa (10 nM)
(1.09 £ 0.01 for Mini-Spa+LY vs 1.01 + 0.01 for LY294002 condition and 1.00 + 0.01 for basal
condition) (Fig. 2B). This result demonstrates that the activation of the PI3K/Akt pathway in

response to Spa or its derivative occurs downstream of the Ca?* influx and not the opposite.

3.3  PE and its derivatives prevent stress-induced decrease of phosphorylation

level and transcriptional activity of CREB factor.

As CREB is regulated by AKT (25) and ERK1/2 and Akt are directly involved in cell fate
modulation (26), we investigated whether PE, Spa or Mini-Spa application could induce
activation of CREB, a well-known marker of cell survival (6, 27). To achieve this, we cultured
INS-1E cells with Spa or Mini-Spa in a serum-deprived condition, a well-accepted model for
inducing stress and subsequent death in INS-1E cells (22, 26). CREB activity was monitored by
measuring its transcriptional activity on SYTL4, also called Granuphilin. The SYTL4 gene
contains the cAMP responsive elements that bind CREB (1, 28). We therefore investigated
whether PE, Spa and Mini-Spa could promote CREB transcriptional activation by following the
expression level of luciferase as reporter under the control of the human Granuphilin

promoter (Gra-Luc).

Figure 3A shows that PE (85.00% + 6.59) prevents the reduction in CREB activity
normally induced by the serum deprivation (-FCS: 54.70% + 1.86), and with a similar intensity
than the protection achieved by Ex-4 (-FCS+ Ex-4: 80.61% + 3.50) used as positive control for
its capacity to stimulate CREB activity (29). This protection was also achieved by the PE-
derivatives Spa (64.87% + 1.95) or Mini-Spa (79.44% + 3.57), suggesting that PE benefit may

be reproduced by its synthetic derivatives.
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Fig. 3. PE, Spa and Mini-Spa maintain CREB activity in INS-1E challenged by serum-
deprivation. (A) INS-1E cells were transiently transfected with the Gra-Luc plasmid, incubated
24h in the presence or absence of serum and treated or not with PE (100 nM), Spa (100 nM),
Mini-Spa (10nM), or Ex-4 (100 nM). Results are mean + SEM of (at least) 5 independent
experiments (17 for +/- SVF and Spa, 11 for Mini-Spa, 13 for Ex-4 and 5 for PE) and values are
expressed as % of CREB activity. (**p < 0.01, ***p < 0.001 compared to -FCS condition). (B)
Immunofluorescent staining was used to evaluate the number of pCREB positive cells
(phospho-CREB (Ser133, in red) and Hoescht 33342 (in blue)). The images shown are
representative of 3 independent experiments.

Moreover the dose used and amplitude of the CREB activity protection suggest that Mini-
Spadin (10nM) effects are improved in comparison with that of Spadin (100nM), in agreement

with its better specificity and affinity for TREK-1 channel (20).

As exemplified with Mini-Spa, immunostaining shows that the PE-derivatives induced
protection of CREB activity revealed by Luciferase activity of Gra-Luc in correlation with an
increased level of phosphorylation on CREB Ser!33 (25) (Fig. 3B). Interestingly, an increased
number of pCREB-positive cells was observed in presence of Mini-Spa (55%) as compared to
the -FCS condition (32% of pCREB positive cells). The increase factors induced by Mini-Spa
(1.72) and by Ex-4 (1.84) were comparable. It therefore suggested that PE-derivatives similarly
to what has been already demonstrated for GLP-1 and analogues, may protect beta cells by

promoting CREB phosphorylation.
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3.4. PE, Spa and Mini-Spa induce transcriptional CREB activity through CaM-

Kinases pathway

Our previous results suggested that PE, Spa and Mini-Spa triggered beneficial effects
on beta cell survival and that CREB phosphorylation induced by Spa and Mini-Spa rely on a
Ca%*-dependent signaling pathway. We then went further in the comprehension of the
protective mechanism(s) induced by PE and derivatives, investigating their effect on two
distinct pathways of CREB activation: the cAMP-dependent Protein Kinase A (PKA) pathway
and the well-known non-canonical pathway activated by calcium, Ca?*/calmodulin-dependent
protein kinases (CaM-Kinases) (30-33). INS-1E cells transfected with the Gra-Luc construct
were incubated with PE (100nM), Spa (100nM), Mini-Spa (10 nM) or Ex-4 (100 nM), in
presence of the PKA inhibitor H89 or the CaM-Kinases inhibitor KN93 to decipher the pathways
triggered by PE and its synthetic derivatives. Figure 4A shows that the inhibition of the PKA
pathway failed to block the protective effect of PE, Spa and Mini-Spa on CREB activity (PE:
1.2540.08, Spa: 1.15+0.03, Mini-Spa: 1.11+0.02 vs H89: 1.00+0.01, in fold of CREB activity).
However, as expected, inhibition of PKA abolished the sole improvement of CREB activity by

Ex-4 (Ex-4: 0.99+0.03 vs H89: 1.00+0.01, in fold of CREB activity).
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Fig. 4. CaM-Kinases, but not cAMP-dependent PKA pathway mediates the effect of PE, Spa
and Mini-Spa on CREB activity. (A) INS-1E cells were transiently transfected with the Gra-Luc
plasmid, incubated 24h under serum deprivation in presence of PE (100 nM), Spa (100 nM),
Mini-Spa (10 nM) or Ex-4 (100 nM) and exposed to (A) H89 (1 uM) or (B) KN93 (1 uM). ***p <
0.001 compared to H89 or KN93 condition respectively. Values expressed in fold of basal CREB
are mean *+ SEM of all the experiments done (3 to 6 independent experiments) per condition.
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(C) Cytosolic calcium variations were analysed by measuring the Fura-2AM absorbance ratio
(340/380) of INS-1E cells in response to the CaM-Kinases inhibitor KN93 and a subsequent
exposure to Spa (100 nM) or Mini-Spa (10 nM). ***p < 0.001 compared to KN93 condition.

In contrast, the inhibition of the cAMP-dependent Protein Kinases (CaM-Kinases)
pathway by KN93 suppressed the protective stimulation of CREB activity induced by PE, Spa
and Mini-Spa (PE: 0.96+0.02; Spa: 0.974£0.04 and Mini-Spa: 1.11+0.06 vs KN93: 1.00+0.02, in
fold of CREB activity) without affecting the beneficial effect of Ex-4 (Ex-4: 1.28+0.04 vs KN93:
1.00£0.02, in fold of CREB activity, Figure 4B).

To further get insight on the correlation between the protective action by Spa and
Mini-Spa and the involvement of CaM-Kinases pathway, we investigated whether the
protective action of Mini-Spa was the consequence and not the origin of the calcium influx.
Figure 4C shows that the presence of the CaMK inhibitor KN93 failed to inhibit the increase of
the intracellular calcium concentration induced by Mini-Spa (Mini-Spa+KN93: 1.58 + 0.02 vs
KN93: 1.04 + 0.01). These results strongly suggest that Mini-Spa protective effects rely on
CaMK activation by a mechanism that does not involve PKA, thereby differing from GLP-1

receptor agonists action.

3.5. Mini-Spadin protects from inhibition of INS-1E cells proliferation by serum

deprivation.

Akt/CREB pathway also controls an essential feature of beta-cell proper physiology
that is cell growth (6). As individuals with type 2 diabetes could benefit from agents that
preserve or expand beta cell mass (34), we investigated the potential of both PE synthetic
derivatives to prevent inhibited proliferation of serum-starved beta-cells. Using BrdU
incorporation experiments in serum starved cells incubated for 24 hours with Spa and Mini-
Spa, the results presented in Figure 5A and 5B show that Spa failed to maintain INS-1E cell
proliferation under serum deprivation (-FCS) (Spa: 0.26+0.03 vs -FCS: 0.2740.03, in fold of +FCS
condition). In contrast, Mini-Spa and as expected, Ex-4 (35), had similar protective effects on
INS-1E cell proliferation in serum deprived condition (Mini-Spa: 0.46+0.05 and Ex-4:
0.53+0.05, in fold of +FCS condition).
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Figure 5. Mini-Spa protects INS-1E cells proliferation from inhibition by serum deprivation.
(A) Serum-deprived INS-1E were treated 24h with Spa (100 nM), Mini-Spa (10 nM) or Ex-4 (100
nM). BrdU (10 uM) was added the last 2 hours of the treatment and nuclei were labeled using
Hoescht 33342 (blue). The microscopy images are from a representative experiment out of 3
independent experiments. B) The quantitation of the BrdU positive cells ratio (red, white
arrows) on the total cells (blue) is shown. The values expressed as fold over +FCS condition are
the mean + SEM of 3 independent experiments (**p < 0.01, ***p < 0.001 different from —FCS
condition).
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4, Discussion

The PE derivative Spa is now emerging as a promising peptide for the treatment of
depression (10). The anti-depressive effect of Spa relies on the modification of the neuron
morphology (36) and activation of the CREB pathway (10). Beside of treating depression, Spa
may also be insightful for moving forward about the understanding of mechanisms
modulating insulin secretion. We previously showed that Spa potentiates glucose-induced
insulin secretion in cell and animal models (8). The level of potentiation of insulin secretion by
Spa was seen as comparable with the one triggered by GLP-1 receptor agonists, including
Exendin-4, which are currently used as antidiabetic drugs (37). As a considerable effort is
placed for making Spadin-analogs usable in clinics against depression, gaining evidence for
their potential in another clinical application is of high interest. Another important point was
to confirm that it was possible to work on the synthetic PE analog to ameliorate its efficiency.
Indeed, the shorten formulation of Spadin that present an improved in vivo stability and
bioavailability, and a reduced manufacturing cost as compared to the lead Spa, Mini-Spa rivals
Exendin at a concentration 10 times lower. However, future investigation is required for
confirming this hypothesis, which would move forward about the clinical interest of these
molecules for diabetes. Herein, we provide the evidence that Spa and its short derivative Mini-
Spa protect beta cells against apoptotic death caused by IL-1B or staurosporine in a
mechanism involving the PI3/Akt pathway. Akt and other MAPKs including ERK, PKA and CaMK
stimulate the phosphorylation and thereby, the activation of the transcription factor CREB
(38). Once activated, CREB is pivotal for regulating the expression of genes required for the
secretory function (1). Impairment of the CREB activity as observed in response to a
diabetogenic environment such as chronic hyperglycemia, leads to a profound defect in beta-
cell function (1, 39). Therefore using an in vitro model of chronic exposure of INS-1E cells or
rat or human islets to high glucose that also result in a decrease CREB protein expression (3)
would have probably been more representative of the physiological condition rather than
using a serum deprivation model to reveal the beneficial effect of PE and derivatives on CREB.
Nonetheless, our findings indicate that the effect of the PE-derived peptides is a consequence
of the increase in intracellular calcium influx able to generate a sufficiently robust intracellular
signal for activating CREB via CaMK, but not via PKA. Because, CaMK-II and IV play a crucial
role in the beta-cells and neurons function, it is possible that they account for the effects of

Spa and Mini-Spa on CREB (40, 41). We also demonstrate that blocking PI3K/Akt or CaMK
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pathways does not prevent intracellular calcium increase, while blocking the protective effect
of Spa and Mini-Spa. This suggests that the intracellular calcium influx could be the upstream
key for inducing CaMK/CREB pathway and finally beta-cell survival induced by Spa and Mini-
Spa. Such mechanism has also been raised in neurons (2, 20), indicating a conserved function
of the PE derivatives in neuroendocrine cells. As Spa causes beta-cell depolarization, which is
a key event that promotes calcium influx in beta cells, it is tempting to speculate a role of the
plasma membrane potential in the CREB activation. This idea may also be supported by the
effect on the membrane potential of GLP-1 receptor agonist that potently activates CREB (17,
38). By linking small depolarization events induced by PE and its derivatives leading to
variations of internal calcium, and CREB pathways, the present work also highlights a parallel
between protective pathways already described in neurons and those we now describe in
beta-cells. This is in line with the increasing number of studies showing that several anti-
hyperglycemic agents play a neuroprotective and anti-inflammatory role by reducing insulin
resistance or by directly acting on brain (42). Indeed, most anti-diabetic drugs, when
consumed orally or injected, can enter the brain through the blood-brain barrier, which makes
them perfect candidates for bidirectional therapy associating diabetes and co-morbidity like
vascular or neuronal diseases.

Beyond the importance of the therapeutic aspect of identifying new synthetic peptides
with antidiabetic potential, the present work also highlights that circulating level of an
endogenous peptide could protect beta cells against apoptotic death caused by IL-1B that is
known to play a key role in the decline of BCM in diabetes. Altogether with PE positive
influence on the level of protective signaling pathway in beta pancreatic cells our results
suggest the possible contribution of PE in resistance to diabetes. Therefore, it would be
interesting to evaluate whether alteration of PE level may be a factor associated with a
diabetes diagnosis and whether physiological ways known to prevent or delay the onset of
T2D, like healthy diet, regular physical activity influence PE circulating level. Future
investigation is required for confirming this hypothesis, which would move forward on the

understanding of mechanisms regulating insulin secretion.
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5. Conclusion

Endogenous PE generated from sortilin and its derivatives play key roles in triggering
insulin secretion by modulating beta-cell membrane potential (8, 36). The present work
highlights an original mechanism: small depolarization events link the effects of PE and its
derivatives to PI3K/Akt and CREB on pancreatic beta-cells.

As CaMKII/CREB signaling is often associated with several cellular beneficial effects, the
activation of the CaMK and CREB pathway by PE and its derivatives Spa and Mini-spa should
contribute to their anti-apoptotic and proliferative effect in beta pancreatic cells. Altogether
the present study provides novel mechanistic evidence that the PE derivatives may be new

promising peptides for improving insulin secretion and for preserving beta-cell mass in T2D.
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C) Discussion générale

Les précédents travaux du laboratoire ont permis d’identifier le PE endogéne et ses
dérivés synthétiques, la Spadine et la Mini-Spadine, comme des inhibiteurs spécifiques du
canal TREK-1, présentant un potentiel prometteur pour le traitement de la dépression
(Devader et al., 2015; Djillani et al., 2017; Mazella et al., 2010). Au niveau périphérique
également, la Spadine a été décrite in vitro et in vivo comme un peptide incrétine, avec un
effet comparable a celui de I'exendine-4, un antidiabétique couramment utilisé en clinique
(Hivelin et al., 2016). Mes résultats completent ainsi la précédente étude du laboratoire et
montrent pour la premiere fois le réle du PE endogéne et de ses dérivés synthétiques sur la
survie de la cellule béta pancréatique. Nous démontrons en effet que I'ensemble de ces
molécules protegent les cellules béta de I'apoptose induite par la présence chronique de
I'interleukine IL-1B (48h), ainsi que par un choc toxique aigu induit par la staurosporine (2h).
La protection observée en présence de staurosporine souligne notamment la rapidité d’action
et la robustesse de I'effet des peptides. Nous montrons également que le PE endogeéne et ses
dérivés activent les voies de signalisation prolifératives et protectrices ERK et Akt, ainsi que le
facteur de transcription CREB via un mécanisme dépendant des calmodulines kinases. CREB
est un facteur de transcription essentiel pour la fonction et la survie de la cellule béta
pancréatique et dont le déclin d’activité est associé a I'intolérance au glucose dans le diabete
de type 2 (Abderrahmani et al., 2006; Favre et al., 2011). En effet, I'exposition chronique de
cellules béta pancréatiques a des concentrations élevées de glucose favorise la dégradation
de CREB par le protéasome (Costes et al., 2009). De plus, cet effet corréle avec I'apparition du
répresseur transcriptionnel ICER (Inducible cAMP Early Repressor), qui est un antagoniste
endogene de CREB et dont I'augmentation d’expression corréle avec une réduction de la
masse pancréatique fonctionnelle en condition d’hyperlipidémie et d’hyperglycémie
chronique (Mayr and Montminy, 2001; Salvi and Abderrahmani, 2014). Le PE et ses dérivés
ayant un effet positif sur CREB, nous nous sommes demandés si ces peptides étaient capables
de maintenir I'activité transcriptionnelle de CREB en présence d’ICER. Ainsi, nous avons
surexprimé ICER dans des cellules INS-1E et mesuré I'activité de CREB apres 24h de traitement
avec la Spadine (100nM), la Mini-Spadine (10nM) et I'exendine-4 (100nM) (Figure 27 ;

Données non-publiées).
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Figure 27 : La Mini-Spadine prévient la baisse d’activité CREB induite par la surexpression
d’ICER dans des cellules INS-1E.

Les cellules INS-1E ont été co-transfectées de maniére transitoire avec le plasmide Graluc et
avec un plasmide conduisant a la surexpression d'ICER (1 molécule d’ICER pour 5 molécules de
Graluc). Aprés transfection, les cellules ont été cultivées pendant 24h sous privation de sérum
et traitées ou non avec de la Spadine (100nM), de la Mini-Spadine (10nM) ou de I'exendine-4
(100nM). Les résultats, exprimés en ratio par rapport a la condition ICER en absence de
peptides, correspondent a la moyenne +SEM de 3 expériences indépendantes (ns : non-
significatif, **p<0.01, ***p<0.001 différent de ICER) (Données non-publiées).

La figure 27 montre que la Mini-Spadine (1,24 + 0,09) prévient la diminution de
I'activité CREB induite par la surexpression d’ICER (0,96 + 0,04) d’'une maniére comparable a
I’exendine-4 (1,23 £ 0,05). En revanche, I'application de Spadine (0,94 + 0,03) n’a aucun effet
sur CREB. Cette différence peut s’expliquer par une meilleure affinité de la Mini-Spadine pour
TREK-1 (~300 fois supérieure a celle de la Spadine) et donc une plus forte activation de CREB,
comme observé dans la figure 3 de l'article. Il est a noter que la déplétion de sérum peut
augmenter I'expression endogéne d’ICER dans des lignées cellulaires béta de type MING (Inada
et al., 2005). Ainsi, ces données préliminaires soulignent la robustesse de I'effet de la Mini-
Spadine dans un modele expérimental ou I'expression de CREB est déja diminuée par la
déplétion de sérum et ou, en plus, ICER est surexprimé.

Il est important de noter que certains effets bénéfiques de la Mini-Spadine relevés
jusqu’ici sont comparables a ceux de I'exendine-4, mais a des concentrations dix fois plus

faibles, ce qui renforce I'idée de son utilisation en tant qu’agent thérapeutique.
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Nous pourrions compléter cette expérience en ciblant ICER endogéne. En effet, le
stress oxydatif, I’hyperglycémie chronique ou encore certains acides gras saturés comme le
palmitate, augmentent I'expression endogéne d’ICER, ce qui est associé a une perte de la
masse cellulaire béta ainsi qu’a un défaut de sécrétion d’insuline (Abderrahmani et al., 2006;
Allagnat et al., 2008; Favre et al., 2011; Inada et al., 2004; Salvi and Abderrahmani, 2014). De
fait, il serait intéressant d’évaluer la capacité du PE et de ses dérivés synthétiques a rétablir la
balance CREB/ICER, dans des conditions mimant I’'environnement pathologique diabétique qui

augmentent I'expression endogene d’ICER et non a la suite d’'une surexpression.

Le PE semble donc jouer un role important dans le maintien d’'une masse béta
pancréatique fonctionnelle. Des données préliminaires réalisées au laboratoire montrent que
la concentration de PE dans le sang augmente chez des souris obéses et diabétiques. Ainsi, il
serait intéressant d’étudier les conséquences métaboliques d’'une déplétion de PE par un
anticorps chez des souris saines, résistantes a I'insuline (ob/ob) ou diabétiques (db/db), en
réalisant des tests de tolérance au glucose (GTT) et a l'insuline (ITT), ainsi qu’en mesurant la

glycémie, I'insulinémie ou encore le taux d’acides gras libres circulants.

Les patients insulinorésistants ou avec un diabete de type 2 déclaré présentent un
défaut de maturation de pro-insuline en insuline mature, qui se traduit par un ratio sérique
de pro-insuline/insuline anormalement élevé (Ferrannini et al., 2007; Mykkanen et al., 1999;
Yoshioka et al.,, 1988; Zethelius et al., 2003). En particulier, les niveaux ARNm de la
prohormone convertase (PC) 1/3 (enzyme impliquée dans la maturation de I'insuline) sont
plus faibles dans des flots humains de patients atteints de diabéte de type 2, que dans des flots
de personnes saines (Strawbridge et al., 2011). Le méme constat a été fait chez la souris, avec
une expression de PC1/3 plus faible dans des flots pancréatiques de souris diabétiques (db/db)
gue dans des flots de souris saines (Wang et al., 2014). Ainsi, dans un modeéle expérimental
similaire, il serait intéressant de savoir si le PE et ses dérivés peuvent agir sur la maturation de
I'insuline, en évaluant leur capacité a restaurer des niveaux de PC1/3 (ARNm et protéine)
comparables a ceux retrouvés chez des individus sains, mais également en mesurant le ratio
pro-insuline/insuline libéré. En faveur de cette hypothése, le Liraglutide, un analogue du GLP-

1, augmente les taux d’ARNm et de protéine de la PC1/3 dans des lignées cellulaires béta
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pancréatiques MIN6 (Wang et al., 2014). Egalement, le géne de la PC1/3 (Pcsk1) contient des
sites CRE (Espinosa et al., 2008) et CREB3L1 (une isoforme de CREB) a été identifié comme un
facteur de transcription du gene Pcsk1 dans I'hypothalamus et dans les cellules corticotropes
(Greenwood et al., 2020). Ainsi, nous pouvons imaginer que le PE et ses dérivés, de part leur

action sur CREB, puissent favoriser I'expression de la PC1/3.

D) Conclusion et perspectives

En somme, nous montrons que le PE et ses dérivés sont capables de protéger la cellule
béta pancréatique de maniere comparable a I'exendine-4, mais par un mécanisme original
indépendant de la PKA. Cela permet d’envisager cette nouvelle classe de peptides protecteurs
comme un complément aux approches thérapeutiques antidiabétiques déja utilisées. Outre
leur fort potentiel pharmacologique, la Spadine et la Mini-Spadine peuvent étre utilisées
comme des outils permettant d’étudier la fonction endogene du propeptide de la sortiline.
Cette étude, en complément de la précédente (Hivelin et al., 2016), place le canal TREK-1 et
le PE comme des acteurs endogenes impliqués dans I’homéostasie du glucose. Nous montrons
ici que le PE initie des mécanismes cellulaires vertueux, ou le potentiel de membrane et le

calcium occupent un role crucial.

Les différentes données obtenues jusqu’ici suggérent que le PE et ses dérivés
pourraient avoir une action préventive ou curative dans le diabéte et la dépression, qui sont
deux pathologies souvent liées (Badescu et al., 2016; Devader et al., 2015; Djillani et al., 2017;
Hivelin et al., 2016; Mazella et al., 2010; Moha Ou Maati et al., 2012). A I'heure actuelle, nous
ignorons quels sont les tissus qui contribuent le plus a la libération de PE et quelles pourraient
étre les conditions environnementales qui la contrélent. |l a été décrit qu’un régime de type
méditerranéen ainsi que la pratique d’une activité physique consituent une approche
thérapeutique bénéfique dans la prise en charge du diabete et de la dépression (Colberg et
al., 2016; Helgadottir et al., 2017; Institut national de la santé et de la recherche médicale,
2019; Pesta et al., 2017; Salas-Salvadé et al., 2014; Sdnchez-Villegas et al., 2006). Ainsi, il serait
intéressant d’évaluer la capacité d’un régime alimentaire spécifique et/ou de différents types

d’exercices physiques a moduler les taux de PE circulant dans des modeles de souris saines,
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diabétiques et dépressives, en dosant le PE dans le sang. Cela permettrait d’une part de
poursuivre la caractérisation de cette voie endogéne et d’autres part, de trouver des
conditions permettant de restaurer des concentrations physiologiques de PE dans le sang.
Enfin, pour compléter ce point, il serait intéressant d’étudier dans un modele in vitro les
mécanismes impliqués dans la libération de PE dans le milieu extracellulaire, afin de

déterminer si sa sécrétion est constitutive ou s’il s’agit d’un processus régulé.

Aussi, nous avons vu que la sortiline est une protéine qui posséde de multiples ligands
(Figure 21) et qui est impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques (cf introduction,
parties IV-A-3). Dans certaines conditions pathologiques, |’expression de la sortiline ou de ses
partenaires peut étre augmentée, ce qui a des conséquences variables en fonction du tissu
impliqué. Par exemple, on sait que la liaison des pro-neurotrophines proNGF et proBDNF sur
le complexe sortiline-p75NTR induit la mort neuronale (Arnett et al., 2007; Nykjaer et al.,
2004; Teng, 2005) et I'expression de certaines de ces protéines est augmentée dans des
pathologies telles que Parkinson ou la dépression (Szegd et al., 2013; Zhou et al., 2013).
Egalement, le systeme neurotensinergique a été montré comme étant impliqué dans la
progression de nombreux cancers comme le cancer de la prostate, de la peau, du célon, du
pancréas ou encore du poumon (Wu et al., 2013). En particulier, dans bon nombre de ces
cancers, I'expression de la sortiline, de la neurotensine et de NTSR1 est anormalement élevée
(Wilson et al., 2016; Wu et al., 2013). La liaison de la neurotensine sur le complexe
sortiline/NTSR1 déclenche son internalisation et active des voies de signalisation impliquées
dans la survie, la prolifération, I'invasion et la migration cellulaire (Martin et al., 2002; Wu et
al., 2013). Cela pourrait jouer un réle important dans I'agressivité du cancer, en favorisant

I’apparition de métastases.

Compte-tenu de ces résultats, il est intéressant d’envisager qu’en plus de son action
sur TREK-1, le PE, en tant que ligand endogéne de la sortiline, puisse faire compétition avec
les pro-neurotrophines et/ou la neurotensine et réverser leurs effets délétéres dans ces
conditions pathologiques (Figure 28). Cela renforcerait I'idée que le PE agirait comme un frein
biologique a une dérive vers un état pathologique. En faveur de cette hypothese, le PE

antagonise I'effet de la neurotensine sur la libération de cytokines et la migration de cellules
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microgliales humaines et murines (Dicou et al., 2004; Martin et al., 2003). De plus, cela
étendrait le spectre d’action thérapeutique de la Spadine et la Mini-Spadine et permettrait de
les envisager comme des candidats potentiels dans ces pathologies.

PE PE

- - NT
: @
K* ProNGF / /
TREK-1 P7SNTR
Sortiline AV NTR1
A
K+ /032+ *
ERK/Akt/CREB JNK ERK/AKt/FAK
Survie cellulaire Apoptose Sur\r!e
Exocytose (insuline/sérotonine) Migration
Invasion
Prolifération

Figure 28 : Représentation schématique des possibles roles du PE.

En plus d’inhiber les courants du canal TREK-1, le PE, en tant que ligand endogene de la
sortiline, pourrait faire compétition avec le proNGF et la neurotensine et bloquer leurs effets
intracellulaires (croix rouges). Cela serait notamment bénéfique dans des conditions
pathologiques ol ces complexes protéiques sont surexprimés et suractivés. PE : Propeptide ;
NT : Neurotensine ; AV : Dépolarisation de la membrane plasmique ; NTSR1 : Récepteur 1 de
la neurotensine ; NGF : Nerve Growth Factor; JNK : c-Jun N-terminal kinases ; FAK : Focal
Adhesion Kinase ; ERK : Extracellular signal-regulated kinases.

Ainsi, ces résultats dans leur ensemble montrent que le PE se comporte comme une
hormone. Sécrété par de nombreux tissus, il circule dans le sang et initie des mécanismes
cellulaires vertueux par une voie atypique et originale, lui conférant un role protecteur au
niveau central et périphérique. De plus, ses dérivés synthétiques la Spadine et de la Mini-
Spadine, ne possedent pas d’effets secondaires délétéres. Ces propriétés en font donc de bons
candidats thérapeutiques pour soigner en méme temps le diabéte et ses comorbidités. Cette
approche suscite en effet un grand intérét de nos jours alors que la plupart des concepts
thérapeutiques dans chacune des pathologies ont montré leur limite. Le propeptide endogéne
PE est lui aussi trés intéressant puisqu’il pourrait servir de marqueur biologique de I'état
métabolique et serait un bon candidat préventif si 'on parvient a moduler ses niveaux

circulant a la demande (je(ine, exercice physique, stress, alimentation, ...).
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