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Modifications mé taboliqués ét fonctionnéllés dés céllulés β pancré atiqués au cours du diabé té dé typé 2 
Mots clés : Diabète de type 2, Métabolomique, Résonance Magnétique Nucléaire, Îlots 
pancréatiques, cellules β, Glucolipotoxicité, Déshydrogénases mitochondriales, Cycle du 
citrate 

L’insuline est une hormone contribuant à l’homéostasie du glucose dans le sang en favorisant 
son absorption par les cellules cibles des tissus insulino-sensibles tels que : le foie, le muscle 
et le tissu adipeux. Lors d’un diabète de type 2 (DT2) les tissus insulino-sensibles voient 
diminuer leur capacité à répondre à l’insuline mettant progressivement en place une 
hyperglycémie chronique. Pour répondre à la demande accrue en insuline découlant de 
l’insensibilité des tissus cibles, les cellules β pancréatiques insulino-sécrétrices libèrent 
davantage d’insuline jusqu’à s’épuiser. L’excès de substrats énergétiques circulants sous 
forme de glucose et de lipides, induisant respectivement une gluco- une lipotoxicité, mène à 
un défaut de renouvellement de l’ATP. Cet ATP est un substrat crucial pour la synthèse et la 
sécrétion régulée d’insuline  par les cellules β pancréatiques. Les modifications de 
l’homéostasie métabolique intracellulaire sont des marqueurs du remodelage du 
métabolisme des cellules β au cours du DT2 mais les échanges entre ces cellules et leur 
environnement restent mal connus. En vue d’étudier la nature métabolique de ces échanges, 
nous avons soumis des îlots pancréatiques humains et un modèle de cellule s β murines INS-
1E à différentes concentrations de glucose et de palmitate pendant 48h afin de mimer les 
conséquences de la gluco- et/ou lipotoxicité associée au DT2. Une étude de métabolomique 
par résonance magnétique nucléaire du proton en complément d’analyses biochimiques nous 
ont permis de révéler des modifications majeures du métabolisme énergétique. Ces 
modifications sont associées à des altérations d’expressions et de régulations de 
déshydrogénases mitochondriales perturbant le cycle du citrate. La signature métabolomique 
en condition de glucolipotoxicité est proche entre les îlots humains et les INS-1E. Cependant, 
alors que le citrate est directement sécrété hors de la cellule dans le modèle des îlots humains, 
il apparait utilisé au profit de la synthèse de lipides supportant une sécrétion de triglycérides  
dans le modèle INS-1E. Ces résultats sont en accord avec les travaux précédemment réalisés 
par notre équipe montrant que des modifications des contacts entre la mitochondrie et le 
réticulum endoplasmique sont associées à une diminution de la respiration mitochondriale  
lors de conditions mimant la glucotoxicité. Ainsi nous proposons un modèle où, comme lors 
du DT2, les cellules β pancréatiques sont soumises à de fortes quantités de glucose et de 
lipides induisant un stress mitochondrial. Ce stress conduit à l’altération de l’axe glycolyse-
cycle du citrate-sécrétion d’insuline associée à une secrétions importante de pyruvate, de 
citrate ou de triglycérides, ne permettant plus le renouvellement d’ATP nécessaire à la 
sécrétion d’insuline. 
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β pancréatic céll métabolic and functional modifications during typé 2 diabétés 
Key words: Type 2 diabetes, Metabolomic, Nuclear Magnetic Resonance, Pancreatic islets, 
β cells, Glucolipotoxicity, Mitochondrial dehydrogenases, Citric acid cycle 

Insulin is a hormone contributing to blood glucose homeostasis by promoting its absorption 
by targeted cells from insulin-sensitive tissues, in particular the liver, muscle, and adipose 
tissue. During type 2 diabetes (T2D), the capacity of insulin-sensitive tissues to respond to 
insulin decreases leading to the progressive development of chronic hyperglycemia. This 
creates a vicious cycle contributes to the insulin-secreting β cells releasing more insulin to 
compensate for the lack of glycemic regulation until there are exhausted. Chronic 
hyperglycemia brings an excess of energetic substrate in form of circulating glucose, inducing 
a glucotoxicity but also into lipids, inducing a lipotoxicity. Altogether this results in a defect in 
ATP turnover defect which is crucial for β cell insulin synthesis and secretion. Intracellular 
metabolism homeostasis modifications are key markers of β cell metabolism reshaping 
occurring during T2D but the exchanges of metabolites between cells and their environment 
remain unknown. To characterize these exchanges, we have cultured for 48 h human 
pancreatic islets and INS-1E murine β cell line with different glucose and palmitate 
concentrations to mimic T2D-associated glucolipotoxicity. A metabolomic study through high-
resolution proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) completed with biochemical analysis 
allowed us to reveal key energetic metabolism modifications. These modifications were 
associated with alterations in the mitochondrial dehydrogenase expression and regulation 
perturbing the citric acid cycle (TCA). Human islets and INS-1E cells show a similar 
metabolomic signature led by glucolipotoxicity. However, citrate is directly secreted out of the 
cell in a human islets model while this metabolite may be used for lipid synthesis supporting 
a higher triglyceride secretion in the INS-1E model. These results are consistent with previous 
works done by our team showing modifications of mitochondria-endoplasmic reticulum 
contact sites associated with a decrease of mitochondrial respiration during chronic exposure 
to high glucose concentration. Thus, we propose a model where, as in T2D, β pancreatic cells 
exposition to high glucose and lipid concentrations lead to mitochondrial stress. This stress 
leads to a modification of glycolysis-TCA cycle-insulin secretion axes where islets and β cells 
oversecrete pyruvate, citrate, or triglycerides, limiting ATP renewing required for insulin 
secretion. 
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CHAPITRE I La cellules β et la régulation de la glycémie 
PARTIE A La cellules β et son environnement 

I. A. 1 Les grandes fonctions du pancréas 

Le pancréas est un organe situé dans l’abdomen des vertébrés, sous le foie, devant l’estomac, 

entre le duodénum (à droite) et la rate (à gauche) (Figure 1 A). Chez l’homme, il mesure en 

moyenne 13 cm de long, 3 cm de large et 4 de haut et est composé de quatre différentes 

parties : la tête, le col, le corps et la queue. La tête est la partie la plus large du pancréas, située 

en contact avec le duodénum, elle est reliée au reste du pancréas par le col.  La queue est 

située à l’opposé de la tête, en contact avec la rate. Le corps est la partie reliant le col à la 

queue. Le pancréas est un organe bénéficiant d’un fort apport de sang venant du tronc 

cœliaque ou de l’artère mésentérique supérieure tandis que les veines de l’organe convergent 

au niveau de la veine porte. De plus le pancréas est traversé sur sa longueur par le canal 

pancréatique finissant sa course dans le duodénum. 

Le pancréas est un organe amphicrine signifiant qu’il a à la fois des fonctions exocrines et 

endocrines. La fonction exocrine, impliquée dans la digestion, est assurée par les cellules 

glandulaires organisées en acini et reliées au canal pancréatique par les canaux excréteurs. 

Ces cellules produisent des enzymes de type protéases, lipases, amylases, ribonucléases et 

désoxyribonucléases impliquées dans le processus de digestion. Les cellules épithéliales , 

formant la paroi des canaux excréteurs, sécrètent des ions bicarbonates neutralisant l’acidité  

du chyme stomacal dans le duodénum. Les enzymes et les ions bicarbonates sont déversés 

dans le canal pancréatique jusque dans le duodénum (Pandol, 2010). La fonction endocrine 

du pancréas assure le maintien de l’homéostasie glucidique. Cette fonction est assurée par 

des cellules regroupées en amas appelés îlots de Langerhans ou îlots pancréatiques. 

I. A. 1.1 Les îlots pancréatiques et la fonction endocrine du pancréas 

Les îlots sont disséminés dans le parenchyme exocrine pancréatique et richement vascularisés 

par les artères spléniques et mésentériques supérieures. Cet afflux sanguin spécifique permet 

de capter des stimuli et d’y répondre en libérant des hormones directement dans le système 

circulatoire. Les hormones produites par les cellules des îlots pancréatiques sont libérées dans 
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les veines pancréatiques et distribuées dans tout l’organisme par l’intermédiaire de la veine 

porte. 

Les îlots pancréatiques ne représentent que 1% à 2% à des cellules pancréatiques mais 

bénéficient jusqu’à 20% de l’afflux sanguin de l’organe (Jansson and Hellerström, 1986). Ces 

îlots sont de forme sphérique et représentent 0.5 à 1.3 cm3 du pancréas. Chez l’humain, il était 

considéré que leur nombre variait entre 3.6 et 14.8 million par pancréas en 1978 (Saito et al., 

1978), mais des observations plus récentes ne prenant pas en compte les très petits îlots 

ajustent ce chiffre à environ 1,5 millions d’îlots pancréatiques de plus de 23 µm de diamètre 

en 2005 (Da Silva Xavier, 2018; Korsgren et al., 2005). En moyenne la taille d’un îlot humain 

est de 150 µm contenant environ 1000 cellules endocrines (Figure 1B). 

Les îlots pancréatiques sont composés de 5 types de cellules endocrines chacune spécialisé e 

dans la sécrétion d’une hormone  spécifique ayant chacune un impact direct ou indirect sur la 

glycémie. Les cellules α et β sécrètent respectivement le glucagon et l’insuline, permettant la 

régulation de la glycémie. En plus de ces cellules, les îlots sont composés des cellules δ, Ɛ et 

PP sécrètant respectivement la somatostatine, la ghréline et le polypeptide pancréatique (PP), 

des hormones n’ayant pas de lien direct avec la glycémie  (Figure 1C). L’organisation des îlots 

pancréatiques varie selon l’espèce. Chez les rongeurs, les cellules β sont situées au cœur de 

l’ilot et sont entourées par un manteau constitué des autres types cellulaires (Orci and Unger, 

1975) (Figure 1D). Chez d’autres espèces tel que l’homme, les îlots ont une organisation 

particulière à première vue aléatoire, pour permettre une meilleure vascularisation du micro-

organe (Cabrera et al., 2006) (Figure 1E). Mais lorsque l’on regarde plus attentivement, ces 

îlots de plus grandes tailles disposent d’une structure cœur/manteau comparable à celle des 

rongeurs (Erlandsen et al., 1976) (Figure 1F). Dans ce cas, les cellules β sont entourées des 

autres cellules en formant un plan replié autour des capillaires sanguins sous la forme de 

lobules (Bosco et al., 2010) (Figure 1E 1F). Mais même chez les espèces plus grandes, les plus 

petits îlots eux gardent une structure similaire à celle des rongeurs (Bosco et al., 2010). 
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Figure 1 : Les îlots pancréatiques humains. 
A) Représentation et localisation d’un pancréas humain. B) Image représentative de plusieurs îlots humains 
ainsi que le zoom sur un îlot (barre d’échelle 50 µm). C) Représentation et composition d’un îlot pancréatique. 
D) E) Sections optiques de microscopie confocale de 1µm à la profondeur indiquée (40µm) à travers des îlots 
isolés murin (D) et humain (E) respectivement permettant d’observer leur s architectures spécifiques en 
fonction de l’espèce avec les cellules α (en rouge), β (en vert) et δ (en bleu) (G x 40). F) Modèle d’organisation 
cellulaire dans les îlots humains (cellules β en vert, autres cellules en rouge et vaisseaux sanguins en bleu). 
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 Les cellules α et β 

Les deux types cellulaires majoritairement présents dans les îlots pancréatiques sont les 

cellules β et α. Les cellules β pancréatiques sont capables de sécréter de l’insuline, une 

hormone dite hypoglycémiante permettant de diminuer la glycémie . L’impact de cette 

hormone sur la glycémie est détaillé en partie 2 de ce chapitre. Les cellules β représentent 

48% à 59% des cellules des îlots chez l’humain (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006) et 

60% à 80% chez la souris (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006; Quesada et al., 2008). Ces 

cellules sont vitales et leur absence ou dérégulation cause de sévères complications 

développées par la suite au chapitre II. Les cellules α représentent elles entre 30% et 45% des 

cellules d’îlots dans le modèle humain et 15% à 20% dans le modèle murin (Brissova et al., 

2005; Cabrera et al., 2006; Quesada et al., 2008). Les cellules α sécrètent du glucagon, une 

hormone hyperglycémiante stimulant la glycogénolyse dans les hépatocytes, les myocytes ou 

les adipocytes par le biais d’une famille de récepteurs spécifiques comprenant les récepteurs 

au glucagon, les glucagon-like peptides 1 et 2 receptor (GLPR) et les gastric inhibitory 

polypeptide receptors (GIPR). Les cellules α possèdent un récepteur spécifique générant un 

potentiel d’action en absence ou à de bas niveaux de glucose (Gromada et al., 1997). Ce 

potentiel d’action active un signal calcique  permettant la libération de glucagon. Ce processus 

permet la sécrétion stimulée de l’hormone par l’hypoglycémie et inhibée par l’hyperglycémie. 

Chez l’homme et la souris, le glucose inhibe directement la sécrétion de glucagon des cellules 

α (Gromada et al., 2004; MacDonald et al., 2007; Ravier and Rutter, 2005; Shiota et al., 2005; 

Vieira et al., 2007). 

 Autres cellules composant les îlots pancréatiques 

D’autres types cellulaires minoritaires composent les îlots pancréatiques. Les cellules δ 

sécrétent la somatostatine, aussi appelée growth hormone inhibiting hormone (GHIH). La 

somatostatine a de multiples fonctions. Elle inhibe la sécrétion d’hormones gastro-

intestinales, endocrines, exocrines, pancréatiques et pituitaires en plus de modifier la 

neurotransmission et la formation de la mémoire dans le système nerveux central, elle 

diminue aussi l’angiogenèse et la prolifération cellulaire (O’Toole and Sharma, 2021). La 

localisation des cellules δ ne se restreint pas uniquement aux îlots pancréatiques. Elles sont 
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présentes dans différents organes comme l’hypothalamus, le système nerveux central et 

périphérique, l’estomac ainsi que l’intestin (Arimura et al., 1975; Hökfelt et al., 1975). Les îlots 

pancréatiques humains comptent environ 5% de cellules δ et les îlots murins  10% (Brissova et 

al., 2005; Cabrera et al., 2006; Quesada et al., 2008). Les cellules δ sont équipées de canaux 

potassiques adénosine triphosphate (ATP) dépendants ouverts lorsque le glucose est bas, 

permettant le déclenchement d’un potentiel d’action et l’ouverture de canaux calciques 

dépendants du voltage. Une oscillation du Ca2+ est alors induite conduisant à la sécrétion de 

la somatostatine par la cellule (Berts et al., 1996; Braun et al., 2009; Grill and Efendić, 1984; 

Zhang et al., 2007). Les cellules δ sécrètent aussi de la somatostatine en réponse à des 

nutriments semblables à ceux permettant la sécrétion d’insuline (glucose, acide s aminés et 

lipides) (Rorsman and Huising, 2018). Cette observation peut être expliquée par le fait que les 

cellules δ et β partagent le même progéniteur endocrine immédiat (Sosa-Pineda et al., 1997) . 

Les cellules Ɛ secrètent la ghréline, une hormone régulant principalement la sécrétion de 

l’hormone de croissance, la prise de nourriture et l’homéostasie énergétique (Shi et al., 2017). 

Ces cellules Ɛ sont exprimées en périphérie des îlots pancréatiques de manière similaire chez 

l’homme, les rongeurs et les poissons (Wierup et al., 2014). Au cours du développement, la 

quantité de cellules Ɛ diminue dans les îlots pancréatiques, commençant aux alentours de 10% 

chez le fœtus et ne représenteraient plus que 1% des îlots à l’âge adulte (Wierup et al., 2014). 

Les cellules PP, sécrétant le PP, représentent elles moins de 2% des cellules des îlots 

pancréatiques humains et moins de 5% pour les rongeurs (Clark et al., 1988; Stefan et al., 

1982; Sundler et al., 1977). La plus grande concentration de ces cellules se trouve dans les îlots 

situés au niveau de la tête du pancréas (Stefan et al., 1982). La sécrétion du PP est une étape 

importante de la communication entre l’intestin et le cerveau par le biais du nerf vague (Holzer 

et al., 2012; Schwartz, 1983). Cette sécrétion est induite de manière post prandiale (Schwartz, 

1983) mais peut aussi être stimulée par l’arginine (Weir et al., 1979). Le PP à la propriété de 

réduire la « vidange » gastrique et les activités musculaires intestinales (Lin and Chance, 1974) . 

 Régulation paracrine de la sécrétion d’insuline et de glucagon  

La somatostatine, le PP, la ghréline mais aussi le glucagon et l’insuline ont en plus de leurs 

propriétés décrites précédemment, la capacité de moduler les sécrétions d’insuline et 

glucagon, leurs permettant de participer à la régulation de la glycémie. En effet, la sécrétion 
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d’insuline est diminuée par l’action de la ghréline dans les îlots mais son action éventuelle sur 

la sécrétion d’autres hormones pancréatiques reste à définir (Wierup et al., 2014). La sécrétion 

de glucagon quant à elle est diminuée in vitro par le PP (Aragón et al., 2015) sans impacter la 

sécrétion d’insuline in vivo (Bastidas et al., 1990). Le rôle de la somatostatine dans le pancréas 

est encore mal connu. Celle-ci inhibe la sécrétion de glucagon (Hauge-Evans et al., 2009; Unger 

and Orci, 2010), d’insuline (Hauge-Evans et al., 2009), de PP ainsi que sa propre sécrétion par 

un mécanisme d’auto-inhibition (Ipp et al., 1979). Se faisant, la somatostatine agit comme une 

hormone tampon, prévenant la sursécrétion d’insuline ou de glucagon ou inhibant la sécrétion 

d’insuline avant la sécrétion de glucagon lors d’une transition de l’hyperglycémie à 

l’hypoglycémie. La somatostatine stimule des récepteurs spécifiques couplés à des protéines 

G des cellules α et β induisant une inhibition paracrine de la sécrétion de glucagon et d’insuline 

(Rorsman and Huising, 2018). Les cellules α possèdent elles aussi des fonctions paracrines. En 

effet la sécrétion de glucagon stimule la sécrétion d’insuline et de somatostatine en agissant 

sur les cellules β et δ (Huising, 2020; Kieffer et al., 1996; Vuguin and Charron, 2011)  mais 

stimule aussi sa propre sécrétion par un mécanisme d’auto activation démontré dans le 

modèle murin (Ma et al., 2005). 

Je vais maintenant me focaliser sur les cellules β, faisant partie intégrante de mon sujet de 

thèse, et laisser les autres types cellulaires de côté. 

I. A. 1.2 Les modèles d’étude des cellules β  

Il existe différents modèles d’étude de la sécrétion d’insuline in vivo, ex vivo et in vitro. Je 

présente ici non-seulement les modèles utilisés lors de cette thèse (les cellules INS-1E et les 

îlots pancréatiques humains) mais aussi d’autres modèles intéressants ainsi que les raisons 

qui ont motivé ces choix. 

 Les modèles in vitro 

Les travaux sur l’insuline ont commencé il y a plus d’un siècle comme nous le verrons dans la 

partie suivante. Les modèles de lignées cellulaires β se sont vite révélés indispensables à la 

recherche dans le domaine d’étude de la sécrétion d’insuline, économisant la vie de nombreux 
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animaux. C’est pour cela que de multiples lignées de cellules β immortalisées ont vu le jour 

avec chacune leurs avantages et leurs inconvénients. 

 La lignée cellulaire INS-1E 

La lignée cellulaire utilisée lors de cette thèse est la lignée INS-1E. Celle-ci est originaire d’un 

insulinome (tumeur de cellules β) de rat induit par rayons X dans les années 1990 par Asfari 

et al. (Asfari et al., 1992). Les cellules de cette lignée ont des caractéristiques cruciales pour 

notre étude : ces cellules ont conservé leur fonction ainsi que leur capacité à proliférer à une 

vitesse adaptée pour notre étude sans nécessiter de concentrations de glucose 4 à 5 fois 

supérieures à la concentration physiologique. En effet, les INS-1E ont encore la capacité de 

sécrétion d’insuline en réponse au glucose et ce même après plus de 80 passages indiquant 

un maintien de l’état différentié  de la lignée. Ces cellules sont de plus cultivées à 10 mM de 

glucose ce qui permet d’étudier l’effet de concentration supraphysiologique de glucose à 

25mM de manière aigue et chronique (Asfari et al., 1992). Ces atouts font de cette lignée une 

des plus utilisées dans l’étude de pathologies liées à la sécrétion d’insuline. 

 Autres modèles cellulaires non utilisés dans ces travaux 

Miyazaki et al. dans les années 1990 travaillaient sur des souris transgéniques exprimant des 

gènes augmentant la génération de tumeurs dans certains types cellulaires (Paul et al., 1988) . 

L’expression de l’antigène SV40 T à la suite du promoteur de l’insuline permit à Miyazaki et al. 

de développer des insulinomes murins. La caractérisation de ces insulinomes permit de créer 

la lignée MIN6, sécrétant de l’insuline en réponse à une stimulation au glucose (Miyazaki et 

al., 1990). Malgré tout, les MIN6 nécessitent l’utilisation d’un milieu contenant des 

concentration supraphysiologiqes de glucose (25 mM) pour se développer. Cette 

caractéristique ne permettant pas d’étudier l’impact de l’exposition chronique à des 

concentrations supraphysiologique de glucose, je ne l’ai pas utilisé au cours de ma thèse. 

Cette même méthode a été utilisée dans les années 2010 pour créer une lignée de cellules β 

à partir d’un insulinome humain (Ravassard et al., 2011). L’antigène SV40 T large a été exprimé 

sous le promoteur de l’insuline dans un tissu pancréatique fœtal greffé à des souris SCID. 

Plusieurs tumeurs de cellules β se sont développées menant à de nombreuses lignées. L’une 

d’entre elles, EndoC-βH1, exprime de nombreux marqueurs spécifiques des cellules β en plus 

de sécréter de l’insuline en réponse à différents sécrétagogues dont le glucose (Ravassard et 
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al., 2011). Les EndoC-βH1 sont de bons modèles, proches de l’humain et cultivables à 5mM 

glucose. Malgré tout, celles-ci prolifèrent environ 4 fois moins vite que les INS-1 en plus d’avoir 

un rythme métabolique plus faible, signifiant que les consommations et sécrétion des 

métabolites de la lignée EndoC-βH1 sont plus faibles que celles des INS-1. Les travaux de ma 

thèse, axés sur l’étude du sécrétome métabolique  des cellules β (développée dans le chapitre 

III), ne permettent pas l’utilisation de cette lignée humaine .  

Les cellules souches pluripotentes induites (CSPi) sont des cellules souches générées à partir 

de cellules somatiques développées en 2006 par Okita et al. (Okita and Yamanaka, 2006) sous 

la direction de Shinya Yamanaka lui ayant valu un prix Nobel de médecine en 2012. Ces cellules 

ont la particularité de pouvoir être différenciées en presque tous les types cellulaires, en 

utilisant des facteurs de transcription spécifiques. Plusieurs équipes ont travaillé sur le 

développement de cellules β à partir de cellules CSPi humaines (Chen et al., 2009; D’Amour et 

al., 2006; Jiang et al., 2007; Kroon et al., 2008; Kunisada et al., 2012; Thatava et al., 2011) . 

Malgré tout, le taux de cellules positives à l’insuline après les différents protocoles proposés 

est relativement faible (de 0,8% à 15%), rendant pour l’instant ces lignées quasi inutilisable  

afin d’étudier la sécrétion d’insuline. Le développement d’un protocole simple, reproductible 

et versatile est encore nécessaire pour imaginer utiliser ce modèle très prometteur pour les 

études in vitro et la greffe de cellules β (Hosoya, 2012). 

 Les modèles ex vivo 

Comme vu précédemment, les îlots pancréatiques sont constitués de multiples types 

cellulaires en plus des cellules β. C’est pour cela que le modèle ex vivo d’îlots pancréatiques, 

plus intégré que les modèles in vitro, jouent un rôle incontestable dans le domaine d’étude de 

la sécrétion d’insuline. 

 Les îlots murins 

Les îlots murins sont couramment utilisés dans les études sur le diabète. L’avantage de ce 

modèle provient de sa disponibilité dans la recherche. En effet un utilisateur expérimenté peut 

extraire entre 200 et 400 îlots pancréatiques par souris (Gotoh et al., 1985; Shewade et al., 

1999) et de 600 jusqu’à 800 îlots par rat (de Groot et al., 2004) correspondant à 10% à 30% 

des îlots totaux de l’animal (Carter et al., 2009). Il existe différentes approches d’extraction de 
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ces îlots pancréatiques. La première méthode nécessite l’extraction du pancréas de l’animal 

et sa réduction mécanique en morceaux d’environ 1 à 2mm. Puis une solution de collagénase 

sur ces morceaux permet de séparer les îlots des cellules les entourants (Lacy and 

Kostianovsky, 1967; O’Dowd, 2009). La seconde méthode consiste à injecter directement la 

collagénase dans le conduit biliaire du pancréas. L’organe est ensuite excisé de l’animal et 

digéré à 37°C sans dégradation mécanique préallable (Gotoh et al., 1985). 

 Les îlots humains 

Les îlots pancréatiques humains sont des modèles intégrés et précieux. L’utilisation d’îlots 

pancréatiques humains dans la recherche a permis de nombreux projets et avancées dans la 

compréhension de la biologie de ces îlots (Hart and Powers, 2019). Ceux-ci proviennent de 

donneurs décédés la plupart du temps d'arrêt cérébral. Cette cause de mort permet de 

préserver les îlots pancréatiques de tout stress avant leur extraction. Afin de permettre leur 

utilisation dans la recherche ou le domaine médical, il est nécessaire d’isoler les îlots du reste 

du pancréas par microdissection (Hellerstroem, 1964). Ensuite des enzymes, comme la 

collagénase, sont utilisées afin d’isoler au mieux les îlots pancréatiques (Moskalewski, 1965) . 

La perfusion du pancréas avec ces enzymes permet de dégrader la matrice extracellulaire et 

séparer les îlots du reste du pancréas (Shapiro et al., 2017). Une centrifugation sur gradients 

isole et purifie efficacement les îlots pancréatiques (Lindall et al., 1969; Shapiro et al., 2017). 

Ces modèles d’études permettent d’étudier les mécanismes de la sécrétion d’insuline. Cette 

hormone fait l’objet de nombreuses études car la compéhension fine de sa sécrétion et de 

son mécanisme d’action ont permis et permettront des avancées majeures dans la vie de 

nombreuses personnes souffrants de pathologies liées à l’insuline.  

PARTIE B L’insuliné ét sa sécrétion réguléé 

I. B. 1 L’historique de la découverte de l’insuline 

L’insuline n’a pas été la découverte d’une seule personne et fait suite à une plus longue 

histoire dont les implications par rapport au diabète sont développées au chapitre II et son 

origine au chapitre III. Au début du XXème siècle, peu de choses sont connues sur l’insuline . 

Même le nom d’insuline, donné par Jean de Meyer, est alors utilisé pour décrire une sécrétion 
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« sûrement » pancréatique provenant « probablement » des îlots pancréatiques décrits par 

Paul Langerhans au cours du XIXème siècle (Bliss, 2019). 

Entre 1900 et 1914, Georg Ludwig Zuelzer, un physicien allemand, travaillait sur les effets des 

extraits pancréatiques, réalisés à partir d’alcool, sur la survie de chiens et lapins avec une 

déficience pancréatique (Jörgens, 2021). Ses résultats lui permirent de traiter pendant 

plusieurs jours un patient atteint d’un diabète sévère , et ce, jusqu’à épuisement de son stock 

d’extraits pancréatiques (Karamitsos, 2011). Il conclut que ces extraits avaient un impact sur 

la quantité de glucose présente dans les urines des patients diabétiques. Malgré cela, 

l’utilisation de ces extraits était associée à des vomissements, de la fièvre ainsi que des 

convulsions (Pratt, 1989). Zuelzer mis un terme à ses recherches en 1914 à la suite de l’entrée 

dans la 1ere guerre mondiale (Bliss, 2019).  
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Figure 2 : Portraits des hommes ayant participé à la découverte de l’insuline. 
A) N. Paulescu, B) J.R. Macleod, C) C. Best et F. Banting et D) J.B. Collip. 
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Indépendamment, Ernest Lyman Scott travaillait aussi sur des extraits pancréatiques 

administrés à des chiens dont le pancréas avait été ligaturé. Les résultats montraient des effets 

positifs sur la survie de ces animaux (Scott, 1912). Une correspondance avec le Professeur 

John James Rickard Macleod (Figure 2B) conclue au fait qu’il serait impossible d’isoler les 

sécrétions internes du pancréas en vue de les utiliser à des fins thérapeutiques . Cette nouvelle 

conduit au départ de Scott vers un autre domaine de recherche, abandonnant ses recherches 

sur les extraits pancréatiques (Bliss, 2019). 

John Murlin et Benjamin Karmer observèrent une diminution du glucose dans les urines de 

chien après administration d’extraits pancréatiques mais leurs conclusions restèrent 

hésitantes (Murlin and Kramer, 1913). En 1915, Israel Kleiner confirma également ces résultats 

en montrant l’effet de ces extraits sur le glucose sanguin (Karamitsos, 2011). Il ne fut 

malheureusement pas en mesure de poursuivre ses recherches par manque de financement 

(Karamitsos, 2011). 

Nicolae Paulescu (Figure 2A) étudia aussi en 1916 les extraits pancréatiques comme 

traitement contre l’obésité et le diabète, il publia ses recherches dans un journal francophone 

(Karamitsos, 2011). Les recherches de N. Paulescu étaient plus poussées comparées aux autres 

chercheurs de son temps et il est aujourd’hui considéré comme l’un des découvreurs de 

l’insuline (Martin, 1989). Malgré tout, la nécessité d’utiliser 20mL de sang pour doser le 

glucose a poussé Paulescu à utiliser des sujets non-humains pour ses expériences (Hegele and 

Maltman, 2020; Karamitsos, 2011).  

En 1920, Frederick Banting (Figure 2C) a l’idée d’isoler la partie endocrine de la partie exocrine 

du pancréas afin d’étudier plus spécifiquement la ou les sécrétion(s) endocrine(s) de cet 

organe. Le Professeur Miller, chargé de son encadrement, lui conseille d’en parler au 

Professeur J.R Macleod, un spécialiste du métabolisme des carbohydrates. J.R. Macleod 

accepte et laisse son laboratoire sous la responsabilité de F. Banting. C’est avec l’aide de 

Charles Herbert Best (Figure 2C) que F. Banting, commence ses expériences en mai 1921 

jusqu’en décembre 1921 où ils mettent au point une technique d’extraction pancréatique à 

partir d’alcool et réalisent de multiples tests avec ces extraits pancrétiques sur des chiens. Ils 

injectent ensuite ces extraits à des animaux ayant subi une ablation ou une ligature du 

pancréas et observèrent une plus longue survie de ceux-ci. Dès décembre 1921, avec l’aide du 
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Professeur James Bertram Collip (Figure 2D), ils mettent en évidence le caractère protéique 

de l’insuline et sa sécrétion par le pancréas. De plus, ils découvrent que l’insuline est sécrétée 

par plusieurs espèces, agissant de manière universelle et permettant de diminuer la glycémie 

et traiter le diabète d’une espèce  à l’autre. Ils présentent leurs résultats en fin d’année 1921 

et décident de traiter avec de l’insuline un enfant de 14 ans atteint d’un diabète dès janvier 

1922 (Bliss, 2019; Hegele and Maltman, 2020). Les premières injections révélaient une 

diminution du sucre dans les urines mais le patient souffrait de signes d’infection au niveau 

des sites d’injections mettant en suspend les opérations (Bliss, 2019). J. B. Collip résolu ce 

problème en réalisant une extraction plus propre permettant de réduire l’infection  suite aux 

injections d’extraits pancréatiques (Karamitsos, 2011; Martin, 1989). 

Dès février 1922, ces injections sont administrées à 6 patients (Banting and Best, 1963). Au 

départ appelée « pancréine », le nom « insuline » fut défini en hommage au nom que lui avait 

donné le Docteur belge J. Mayer travaillant quelques années avant sur les sécrétions internes 

du pancréas (Karamitsos, 2011). En février 1923, la compagnie pharmaceutique américaine Eli 

Lilly commença une production en masse d’insuline suivie par le Medical Research Council of 

London (Karamitsos, 2011) pour répondre à la demande grandissante. Le diabète juvénile, 

jusque-là incurable et rapidement fatal, devint traitable. 

F. Banting et J.R. Macleod furent nobélisés en octobre 1923 pour leurs travaux sur l’insuline 

qu’ils partagèrent avec C.H. Best et J.B. Collip. N. Paulescu, revendiquant la paternité de la 

découverte, ne fut pas entendu à l’époque. Il fut cependant reconnu à titre posthume comme 

étant impliqué dans la découverte de l’insuline  lors de la célébration des 50 ans de 

l’implémentation de la thérapie à l’insuline  (Karamitsos, 2011). 

Cette année 2021, nous célébrons le 100ème anniversaire de la découverte de l’insuline, la 

protéine qui révolutionna et révolutionnera la vie de centaines de millions de personnes 

diabétiques. 
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I. B. 2 Le rôle clef de l’insuline dans la régulation glycémique 

Nous allons maintenant nous intéresser au rôle de l’insuline dans l’organisme. Cette hormone 

est caractérisée d’hypoglycémiante, c’est-à-dire qui permet de réduire la quantité de glucose 

circulant. Elle intervient lors de situations d’hyperglycémie, après un repas par exemple, 

permettant de maintenir l’homéostasie glucidique autour de 1g/L de sang. C’est une hormone 

endocrine peptidique stimulant le métabolisme anabolique (Dimitriadis et al., 2011). Des 

peptides similaires à l’insuline ont été identifiés universellement dans le règne animal (Jin 

Chan and Steiner, 2000) mettant en avant l’importance de cette hormone . Des études 

phylogénétiques ont permis de mettre en évidence une similarité entre l’insuline et des 

insulin-like growth factor (IGF)-1 et 2 provenant d’une duplication et d’une dérive génétique 

au cours de l’évolution (Jin Chan and Steiner, 2000). La similarité structurale entre l’insuline 

et les IGFs explique leur capacité commune à stimuler le récepteur à l’insuline (INSR ). Ce 

récepteur est exprimé de façon ubiquitaire mais seuls quelques types cellulaires, appartenant 

aux tissus dits périphériques, ont un rôle à jouer dans l’homéostasie glucidique en répondant 

à l’action directe de l’insuline. Il s’agit des rhabdomyocites , des hépatocytes et des adipocytes 

du tissu adipeux blanc (Petersen and Shulman, 2018). Les effets physiologiques de l’insuline 

sont réalisés uniquement après son interaction avec l’INSR (Haeusler et al., 2018). À 

concentration physiologique, une seule molécule d’insuline se lie à un INSR (De Meyts, 2008; 

Hubbard, 2013). Cette interaction induit un changement conformationnel du récepteur 

permettant son autophosphorylation suivie d’une cascade d’activations intracellulaires 

(Hubbard et al., 1994; Wei et al., 1995). Deux types de signaux peuvent être déclenchés suite 

à cette interaction : un signal mitogénique passant par la voie de signalisation mitogen-

activated protein kinase (MAPK) (Bedinger and Adams, 2015) et un signal métabolique 

permettant la captation et la diminution du glucose circulant. Contrairement au signal 

mitogénique, le signal métabolique est déclenché par des concentrations plus basses 

d’insuline (Bedinger and Adams, 2015). Le signal mitogénique est en général stimulé par les 

IGFs (Bedinger and Adams, 2015). Du fait de son implication dans l’homéostasie glucidique, 

c’est le signal métabolique qui est développé dans ce manuscrit. 
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Figure 3 : Activation du signal métabolique dans les cellules des organes cibles. 
Les flèches rouges représentent des inductions de phosphorylations créant une cascade d’amplification et 
menant au signal métabolique de l’insuline. P : phosphorylation, INSR : récepteur à l’insuline, IRS : substrat du 
récepteur à l’insuline, PI3K : phosphoinositide-3-kinase, AKT : protéine kinase B. 
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I. B. 3 La traduction du signal de l’insuline et le mécanisme de régulation de 

la glycémie par les cellules cibles 

L’intéraction de l’insuline avec son récepteur déclenche une cascade de réactions 

enzymatiques permettant l’amplification du signal de l’insuline. Après son 

autophosphorylation, l’INSR phosphoryle plusieurs Insulin Receptor Substrate ( IRS) (Hubbard, 

2013) permettant le recrutement de phosphoinositide-3-kinase (PI3K) et l’activation par 

phosphorylation d’AKT (pAKT), appelée aussi protéine kinase B, par le biais de la production 

et l’accumulation de phosphatidylinositol-tris-phosphates (PIPs) (Alessi et al., 1996; Hodakoski 

et al., 2014; Stephens et al., 1998). La cascade d’activation de multiples protéines 

intermédiaires permet l’amplification du signal de l’insuline. Une fois la protéine AKT activée, 

celle-ci va directement induire le signal métabolique mais aussi activer le complexe 

mammalian Target Of Rapamycin Complex 2 (mTORC2) (Sarbassov et al., 2005). Du fait de son 

implication majeure dans la stimulation du signal métabolique, la mesure du ratio pAKT/AKT 

est la donnée la plus utilisée pour quantifier le niveau d’activation de la cascade de 

phosphorylation induite par l’INSR (Petersen and Shulman, 2018). L’IRS, PI3K et AKT sont tous 

trois nécessaires à l’activation du signal métabolique dans les cellules sensibles à l’insuline 

(Figure 3). 
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Figure 4 : Action du signal métabolique sur les organes cibles de l’insuline. 
Lorsque le glucose circulant dépasse la concentration de 1 g/L, le pancréas sécrète de l’insuline, activant le 
signal métabolique dans les cellules composants les différents organes cibles : hépatocyte (foie), adipocyte 
(tissu adipeux blanc) et rhabdomyocytes (muscles striés squelettiques). Le signal métabolique aura différents 
rôles en fonction de l’organe cible d’appartenance des cellules, mais tous rôles permettront de réduire la 
concentration de glucose circulant jusqu’à atteindre environ 1 g/L. GLUT2-4 : transporteur du glucose 2-4. 
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Malgré la similitude de la cascade d’amplification du signal de l’insuline, selon leur type, les 

cellules présenteront des réponses différentes permettant la régulation de l’homéostasie 

glucidique (Molinaro et al., 2019; Petersen and Shulman, 2018). Le pancréas est relié à la 

circulation sanguine par la veine porte exposant le foie à une concentration 2 à 3 fois plus 

élevée d’insuline que le reste de l’organisme (Cherrington et al., 1998). Dans cet organe, 

l’insuline permet aux hépatocytes de stimuler la synthèse de macromolécules endogènes 

comme le glycogène, des lipides et des protéines ainsi que de réduire la production de glucose 

hépatique (Cherrington et al., 1998). Indépendemment de l’insuline, une hyperglycémie est 

suffisante pour inhiber la glycogénolyse mais l’hyperglycémie et l’hyperinsulinémie 

combinées sont nécessaires pour augmenter la synthèse de glycogène  dans le foie (Petersen 

et al., 1998). Dans le tissu adipeux blanc, l’activation du signal métabolique des adipocytes 

induit d’une part la suppression de la lipolyse (Perry et al., 2015; Reaven, 1988) ainsi que la 

translocation de transporteur au glucose GLUT4 à la membrane plasmique (Bogan, 2012; 

Cushman and Wardzala, 1980; Suzuki and Kono, 1980) et augmentant finalement la 

lipogénèse (Lewis et al., 1991). Ces trois mécanismes permettent respectivement de diminuer 

la sécrétion de glucose stocké sous forme de lipides, d’augmenter son absorption par le biais 

des GLUT4 et d’augmenter son stockage sous forme de lipides. Les muscles striés  

squelettiques sont aussi sensibles à l’insuline. Comme pour les adipocytes du tissu adipeux 

blanc, les rhabdomyocites vont augmenter la quantité de transporteur GLUT4 à leur 

membrane plasmique (Leto and Saltiel, 2012). De plus, l’insuline induit dans la cellule 

musculaire une augmentation de la consommation du glucose et la stimulation de 

l’anabolisme par la synthèse de glycogène (Cline et al., 1999; Cohen, 2006; Ren et al., 1993; 

Shulman and Rothman, 1996) (Figure 4). Toutes ces fonctions ont pour objectif de capter et 

stocker ou consommer le glucose circulant afin de diminuer sa concentration dans le sang lors 

d’une hyperglycémie, ramenant ainsi sa concentration autour des 1g/L (Figure 4). 
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Figure 5 : Synthèse et maturation de l’insuline. 
A) Maturation de l’insuline et du peptide C à partir de la pré -pro-insuline. B) Images d’une cellule β 
pancréatique en microscopie électronique ainsi qu’un zoom sur les granules d’insuline. 
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I. B. 4 La synthèse et la sécrétion régulée d’insuline 

Afin de maintenir l’organisme autour de 1g/L de glucose circulant, la sécrétion de l’insuline 

doit être finement régulée. C’est ce que nous allons chercher à comprendre dans cette partie 

en nous intéressant à la fonction de la cellule β, de la biosynthèse et stockage de l’insuline 

jusqu’à sa sécrétion régulée par le glucose ou d’autres sécrétagogues moins connus.  

I. B. 4.1 La biosynthèse de l’insuline 

Les cellules β sont des usines sophistiquées destinées à produire de l’insuline. En effet, 6000 

molécules de pré-pro-insuline sont produites par cellule β et par seconde, représentant 15% 

à 50% de la synthèse de protéines totales de la cellule (Schuit et al., 1991). Sur toutes ces 

molécules d’insuline produites, seul 1% est dégradé suite à des erreurs de traduction ou de 

modifications post-traductionnelles. Ce phénomène est bien en deçà des 30% de protéines 

dégradées à cause d’erreurs d’expression similaires dans la plupart des autres cellules (Gehart 

and Ricci, 2013; Schubert et al., 2000). La biosynthèse de l’insuline est un processus comptant 

plusieurs étapes (Vakilian et al., 2019) dynamiquement régulées permettant à la cellule β de 

toujours disposer d’une réserve d’insuline nécessaire à sa fonction (Liu et al., 2018). La 

synthèse de la pré-pro-insuline est initiée dans le cytosol, puis le polypeptide est transloqué 

dans la lumière du réticulum endoplasmique (RE) grâce à un peptide signal (Dodson and 

Steiner, 1998; Liu et al., 2014) (Figure 5A). Le clivage de la séquence signal située dans la partie 

N-terminale de la pré-pro-insuline permet la formation de la pro-insuline (Sun et al., 2015; 

Weiss et al., 2000). La formation de trois ponts disulfures permet à la chaine polypeptidique 

de se replier sur elle-même (Liu et al., 2009; Weiss, 2009) (Figure 5A). La proinsuline est 

ensuite clivée à deux endroits formant un assemblage de deux chaines polypeptidiques reliées 

entre elles par deux ponts disulfures. Un reste de séquence clivée forme le peptide-C (Sun et 

al., 2015; Weiss, 2009) (Figure 5A). Le peptide-C et l’insuline seront tous deux stockés à des 

concentrations équimolaires dans les granules d’insuline (Venugopal et al., 2021) (Figure 5A). 

I. B. 4.2 Le stockage de l’insuline 

Dans la cellule β, l’insuline est stockée sous forme de granules observables en microscopie  

électronique à transmission (MET) (Figure 5B). Chez l’homme, on trouve environ 10 000 
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granules par cellule (Olofsson et al., 2002) contenant chacun jusqu’à 8 à 9 femtogrammes 

d’hormone soit une concentration d’environ 100mM d’insuline par granules (Huang et al., 

1995; Rorsman and Renström, 2003). Ces granules ont un diamètre d’environ 300nm 

(Rorsman and Renström, 2003). L’insuline représente ainsi 5% à 10% de la quantité totale de 

protéines de la cellule. Des observations de microscopie électronique, montrent que 10% des 

granules d’insuline des cellules β d’îlots pancréatiques sont localisées à la membrane 

plasmique de la cellule et 30% à moins de 300nm de la membrane permettant à la cellule β 

de disposer de 40% de granules d’insuline immédiatement mobilisables (Rorsman et al., 2000)  

conformément à nos observations en MET. 

La conversion de la pro-insuline en insuline est le point de départ de la formation des granules 

(Steiner, 1982; Weiss et al., 2000). Le clivage du peptide connectant les chaines A et B est 

réalisé par la Prohormone Convertase 2 (PC2), une enzyme associée à la membrane de 

l’appareil de Golgi (Bennett et al., 1992). L’insuline est stockée dans les granules sous forme 

d’hexamères grâce à la présence de deux ions zinc et d’un pH inférieur à 6 favorisant des 

liaisons hydrogène entre les protéines d’insuline  (Baker et al., 1988; Bentley et al., 1992; 

Nicolson et al., 2009). Ces hexamères sont aplatis et s’agrègent sous forme de cristaux 

(Michael et al., 1987) (Figure 5B). Cette organisation cristalline assure probablement la 

protection de l’insuline de sa dégradation par des enzymes protéolytiques (Dodson and 

Steiner, 1998) et augmenterait la stabilité de l’hormone (Coore et al., 1970). De plus, cette 

forme de stockage permettrait la sélection de l’insuline complètement convertie  sans pour 

autant intervenir dans le processus de conversion (Dodson and Steiner, 1998). 

I. B. 4.3 La sécrétion de l’insuline 

La biosynthèse et le stockage d’insuline sont tellement efficaces que  même avec une forte 

stimulation au glucose, chaque cellule β ne sécrète que 1% de sa réserve d’insuline  par heure 

(Rorsman and Renström, 2003). Lors de la sécrétion des cristaux dans le sérum, le pH passe 

de 5,5 à 7,4 réduisant les liaisons hydrogène redonnant des structures en hexamères 

maintenues par la présence de zinc. Ces derniers sont rapidement dilués dans le sérum. La 

forte répulsion qu’il existe entre les carboxylates des chaines  latérales des glutamates liant les 

molécules d’insuline entre elles prend alors le dessus en désintégrant le cristal et libérant 
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l’insuline sous sa forme monomérique dans la circulation (Bentley et al., 1992; Dodson and 

Steiner, 1998). 

La sécrétion d’insuline est dite biphasique : la première phase de sécrétion à moins de 10 

minutes après la stimulation au glucose puis la seconde durant tant que le stimulus reste 

appliqué (Magnan and Ktorza, 2005). Les observations de ces différentes phases de sécrétion 

d’insuline ont été réalisés sur différents modèles in vivo et in vitro (Cerasi and Luft, 1967; Curry 

et al., 1968; Henquin et al., 2002). Malgré tout, les études in vitro chez l’homme et la souris 

(Henquin et al., 2006b, 2006a) présentent des secondes phases moins développées que les 

modèles in vivo (Henquin et al., 2006b; Luzi and DeFronzo, 1989; Nesher and Cerasi, 2002; 

Nunemaker et al., 2006) (Figure 6A). 

La première phase est une réponse rapide et intense des cellules β pancréatiques (Caumo and 

Luzi, 2004; Henquin et al., 2006b) ayant pour effet d’inhiber la néoglucogenèse hépatique 

(Cherrington et al., 2002; Luzi and DeFronzo, 1989) en plus d’atteindre rapidement une 

concentration d’insuline interstitielle suffisante  à son action (Getty et al., 1998) (Figure 6A). 

Cette phase mobilise les granules d’insuline directements accollés à la membrane plasmique 

des cellules β pancréatiques (Rorsman et al., 2000). La seconde phase se traduit par une 

augmentation graduelle de la sécrétion d’insuline  au cours de la stimulation par le glucose 

(Henquin et al., 2006b) permettant de maintenir l’état de diminution de glucose circulant  

(Figure 6A). Cette phase fait appelle aux autres granules d’insuline situés plus 

profondémments dans la cellule β lors de la stimulation au glucose (Rorsman et al., 2000).
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Figure 6 : Sécrétion d’insuline en réponse au glucose. 
A) Représentation graphique des 2 phases de la sécrétion d’insuline. La première phase est représentée en 
rouge. La seconde est représentée en bleu. B) Représentation des évènements impliqués dans la sécrétion 
d’insuline en réponse au glucose. ATP : adénosine-triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, KATP : canal 
potassique sensible à l’ATP, CCVD : canal calcique voltage dépendant. 
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  Le rôle majeur du glucose dans la sécrétion d’insuline 

La sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (GSIS) est permise grâce à différents acteurs 

métaboliques et protéiques comme représentés en figure 6B. Le métabolisme spécifique du 

glucose est développé dans le chapitre III. La cellule β capte le glucose grâce à des 

transporteurs de glucose : les GLUTs. Une fois dans la cellule, les carbones provenant du 

glucose sont orientés vers le cycle de l’acide citrique dans la mitochondrie pour produire de 

l’ATP à partir d’adénosine diphosphate (ADP) et de phosphate inorganique (Pi). L’ATP est le 

substrat énergétique de la cellule. Ainsi, lors de la stimulation au glucose, le rapport ATP/ADP 

augmente entrainant la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants (KATP) (Ashcroft et 

al., 1984; Cook and Hales, 1984; Craig et al., 2008). Ceci génère un potentiel d’action qui 

permet l’ouverture des canaux calciques voltage dépendants (CCDV) (Rorsman and Ashcroft, 

2018). Ces derniers induisent un infflux de Ca2+ à l’intérieur de la cellule qui déclenche à son 

tour l’exocytose des granules d’insuline  (Jonas et al., 1998) situés directement sous la 

membrane plasmique. Cet enchainement de réactions résume la phase de sécrétion aigüe 

d’insuline (Straub and Sharp, 2002). La seconde phase est due à un mécanisme indépendant 

des canaux potassiques mais dont le mécanisme ne fait toujours pas consensus à ce jour. Celle-

ci nécessite probablement d’autres messagers secondaires comme l’adénosine 

monophosphate (AMP) ou le DAG et solliciterait tous les types de granules d’insuline de la 

cellule β indépendamment de leur localisation (Straub and Sharp, 2002). La seconde phase de 

sécrétion d’insuline pourrait contribuer à plus de 70% de la sécrétion d’insuline  lors d’une 

réponse à une stimulation au glucose (Henquin et al., 2003). 

Le glucose est le principal déclencheur de la sécrétion d’insuline mais d’autres métabolites 

sont depuis longtemps reconnus comme étant impliqués dans sa sécrétion (McQuarrie, 1954) . 

 D’autres facteurs métaboliques sont des sécrétagogues efficaces 

Certains acides aminés induisent ou potentialisent la sécrétion d’insuline de par le rôle de 

cofacteurs. Le glutamate est l’acide aminé le plus étudié comme facteur de couplage à la 

sécrétion d’insuline (Jitrapakdee et al., 2010; Maechler and Wollheim, 1999). En conditions 

spécifiques de perméabilisation membranaire et en présence de Ca2+, le glutamate est décrit 

comme étant capable déclencher la sécrétion d’insuline in vitro (Høy et al., 2002; Maechler 
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and Wollheim, 1999). Malgré tout, son utilisation comme substrat énergétique carboné 

nécessaire à la sécrétion d’insuline est de nos jours encore discuté. En effet celui-ci a été décrit 

seulement comme un cofacteur de la sécrétion d’insuline agissant en aval de la mitochondrie  

(Maechler and Wollheim, 1999). De plus, des études de métabolomique plus récentes ont 

décrit une augmentation de la concentration intracellulaire de glutamate lors de la stimulation 

au glucose dans des modèles cellulaires (Gheni et al., 2014; Spégel et al., 2015), d’îlots murins 

(Gheni et al., 2014; Spégel et al., 2015) ou humains (Li et al., 2013). Cette augmentation est 

permise grâce à la glutamate déshydrogénase (GDH), catalysant dans les cellules β la 

formation de glutamate à partir d’α-ketoglutarate (un substrat du cycle de l’acide citrique) 

(Broca et al., 2003). La suppression de cette enzyme dans les cellules β de souris induit une 

diminution de la sécrétion d’insuline par un facteur 2 (Vetterli et al., 2012). La surexpression 

de GDH dans les INS-1E rend possible le déclenchement de la sécrétion d’insuline en réponse 

à une stimulation de glutamine (Carobbio et al., 2004). Ces observations soulignent 

l’importance du glutamate en tant que cofacteur de la sécrétion en réponse au glucose en 

plus de mettre en avant l’importance de la régulation fine de la GDH pour éviter que les acides 

aminés comme la glutamine soient des sécrétagogues efficaces inappropriés. Le glutamate 

aurait un autre rôle à jouer dans les granules d’insuline permettant sa sécrétion. L’entrée et 

la sortie de glutamate dans les granules d’insuline est permise par vesicular glutamate 

transporters 3 (VGLUT3) et excitatory amino acid transporters (EAATs) respectivement. La 

modulation de l’expression de ces protéines induit la perturbation du flux de glutamate à 

l’intérieur des granules d’insuline réduisant la sécrétion d’insuline des cellules β pancréatiques 

(Gammelsaeter et al., 2011). L’entrée du glutamate dans les granules d’insuline permet  

l’augmentation du pH (Eto et al., 2003), rendant ces granules compétents permettant la 

sécrétion d’insuline (Gammelsaeter et al., 2011; Høy et al., 2002). Ces observations sont une 

explication à l’implication de l’augmentation du glutamate intracellulaire lors de la sécrétion 

d’insuline en réponse au glucose . Mais le glutamate a aussi un effet inattendu en fonction de 

sa localisation. En effet, s’il est extracellulaire, cet acide aminé est décrit comme inhibant la 

sécrétion d’insuline. L’activation du récepteur N-methyl-d-aspartate (NMDA) des cellules β 

par le glutamate induit la réactivation du KATP, la repolarisation de la membrane plasmique, la 

régulation du Ca2+ intracellulaire, diminuant l’exocytose des granules d’insuline (Marquard et 

al., 2015) (Figure 7). Finalement, le glutamate est décrit comme jouant un double rôle dans la 
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sécrétion d’insuline des cellules β pancréatiques en fonction de sa localisation. Au nive au 

intracellulaire, ce métabolite permet de rendre les granules d’insuline compétentes, 

permettant la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Suite à cette sécrétion, le glutamate, 

contenu auparavent dans les granules d’insuline, devient  extracellulaire et agit sur les 

récepteurs NMDA induisant un rétrocontrôle négatif stoppant la sécrétion d’insuline 

(Maechler, 2017). 

Un autre acide aminé est décrit comme permettant le déclenchement de la sécrétion 

d’insuline par les cellules β : la leucine. En effet, une forme non métabolisable de la leucine, 

le 2-aminobicyclo(2,2,1)heptane-2-carboxylic acid, est montrée comme stimulant la sécrétion 

d’insuline via l’activation des GDH dans le sens inverse de celui vu jusque-là, de la formation 

d’α-ketoglutarate à partir de glutamate (Gylfe, 1976; Sener et al., 1981; Sener and Malaisse, 

1980). La glutamine peut alors alimenter le cycle de l’acide citrique en formant du glutamate, 

puis de l’α-ketoglutarate permettant d’alimenter la chaine oxydative, augmentant la balance 

ATP/ADP induisant la sécrétion d’insuline (Pongratz et al., 2007) (Figure 7). La leucine a aussi 

une autre fonction que la modulation de l’activité de la GDH. En effet, la leucine, ou son 

analogue transaminé, l’α-ketoisocaproate, sont montrés comme régulant le KATP, augmentant 

l’entrée du Ca2+ intracellulaire et permettant la sécrétion d’insuline (Henquin et al., 1994; 

Straub and Sharp, 2007). De manière intéressante, la leucine est capable de permettre la 

sécrétion d’insuline dans plusieurs modèles ou la stimulation au glucose est diminuée comme 

dans des ilots de souris BTBR (Rabaglia et al., 2005) ou ob/ob (Bränström et al., 1998) (Figure 

7).
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Figure 7 : Autres facteurs métaboliques stimulant la sécrétion d’insuline.  
Schéma représentant l’implication d’autres facteurs métabolique stimulant la sécrétion d’insuline. 
L’implication du glutamate est représentée en rouge, de la leucine en bleu et des triglycérides en violet. En 
gris est représentée la séquence d’évènements impliqués dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. 
ATP : adénosine-triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, NMDA : récepteurs à acide N-méthyl-D-
aspartique, AG : acides gras, 2MAG : sn-2 monoacylglycerol, GPR40/FFA1 : récepteur 1 aux acides gras libres, 
CD36 : cluster de différentiation 36, GPR119 : récepteur 119 couplé aux protéines G. 
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Ces observations décrivent le glutamate et la leucine comme des cofacteurs nécessaire s à la 

sécrétion d’insuline qui, dans certaines conditions, peuvent se substituer au glucose, devenant 

des sécrétagogues efficaces à la sécrétion d’insuline. L’étude de ces métabolites dans le cadre 

de la sécrétion d’insuline laisse espérer de nouvelles stratégies de prévention ou traitement 

de maladies liées au défaut de sécrétion d’insuline des cellules β pancréatiques (Marquard et 

al., 2015; Yang et al., 2010). 

Les acides aminés ne sont en revanche pas les seuls métabolites autre que le glucose capable 

d’induire la sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques. Les acides gras sont eux aussi 

des sécrétagogues efficaces de par leur implication à plusieurs niveaux dans le processus de 

sécrétion de l’insuline. Tout d’abord, les acides gras extracellulaires potentialisent la sécrétion 

d’insuline en réponse au glucose. En effet, dans les capillaires pancréatiques, les triglycérides 

sont clivés en 2-monoacylglycérol (2MAG) et acides gras (Cruz et al., 2001; Marshall et al., 

1999; Nyrén et al., 2012; Winzell et al., 2006). Le 2MAG à la capacité d’interagir avec le G-

Protein Coupled Receptor 119 (GPR119) des cellules β pancréatiques (Moran et al., 2014). Ces 

intéractions augmentent la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. L’utilisation 

d’agonistes du récepteur free fatty acid 1 Receptor (GPR40 ou FFA 1 R), normalement activé 

directement par les acides gras (Husted et al., 2017), augmente aussi la sécrétion d’insuline 

des cellules β pancréatiques (Itoh et al., 2003). L’activation pharmacologique de GRP40 est de 

plus proposée comme thérapie potentialisant la sécrétion d’insuline dans les cas de diabète 

de type 2 (Mancini et al., 2015) car il est impliqué dans l’exocytose des granules d’insuline 

(Graciano et al., 2013; Hauge et al., 2015). Finalement, l’ablation ou la mutation ponctuelle de 

ce récepteur chez des souris inhibe la sécrétion d’insuline en réponse aux acides gras (FASIS) 

sans pour autant inhiber la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Sabrautzki et al., 2017) . 

Ces deux voies de stimulation de la sécrétion d’insuline sont dites KATP indépendantes (Figure 

7). Mais les acides gras peuvent aussi être transloqués dans la cellule β par les transporteurs 

CD36 (Khan and Kowluru, 2018). Des expériences sans glucose ont montré une augmentation 

de la respiration dans des îlots humains perfusés avec des acides gras signifiant que ceux -ci 

sont capables d’induire la production d’ATP en alimentant le cycle de l’acide citrique suite à la 

β-oxydation (Cen et al., 2016). Cette voie aura pour effet d’augmenter la balance ATP/ADP 

stimulant la sécrétion d’insuline de manière KATP dépendante (Figure 7). 
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Finalement, les triglycérides sont des nutriments également capables d’induire la sécrétion 

d’insuline des cellules β pancréatiques appelé FASIS (Ježek et al., 2018b) de manière KATP 

dépendante et indépendante. En période post-prandiale, la quantité d’acides gras dans la 

circulation augmente, induisant la FASIS augmentant la sécrétion d’insuline (Figure 7). 

En plus de facteurs métaboliques, la sécrétion d’insuline en réponse au glucose nécessite des 

cofacteurs sous forme ionique. 

 Le Ca2+ et la communication entre RE et mitochondries sont nécessaires à 

la sécrétion d’insuline 

Dans les années 1940 il a été observé qu’en absence de Ca2+, la sécrétion d’insuline par les 

cellules β est inhibée (Wollheim and Sharp, 1981) mettant en avant l’importance de l’étude 

de cet ion et des conséquences du dérèglement des transferts calcique s pour comprendre la 

sécrétion d’insuline en réponse au glucose . 

 Le stockage du Ca2+ est permis grâce au RE 

Le RE est un organite présent dans toutes les cellules eucaryotes. Celui-ci s’étend dans 

l’intégralité du cytosol sous forme de saccules et tubules occupant en moyenne 9% du volume 

total de la cellule (Alberts et al., 1997; Chen et al., 2013). Le réticulum endoplasmique est 

délimité par une membrane permettant l’apparition d’une lumière en son sein. Celui-ci peut 

aussi par le biais d’extensions tubulaires communiquer avec d’autres organites présents dans 

la cellule telle que la mitochondrie, la membrane plasmique, en permettant des échanges 

interorganites de lipides et de Ca2+ (Wang and Dehesh, 2018). Différents types de réticulums 

sont présents dans les cellules eucaryotes : le réticulum endoplasmique lisse (REL) et rugueux 

(RER). Le RER est généralement proche du noyau de la cellule et est recouvert de ribosomes 

sur sa membrane du côté cytoplasmique (lui donnant son aspect rugueux en microscopie  

électronique à transmission) contrairement au REL, plus éloigné du noyau et sans ribosome à 

sa surface. Dans les cellules β, le RE est très présent et majoritairement composé de RER afin 

de répondre à la demande massive de production d’insuline comme vue précédemment.  

En plus de son rôle majeur dans la biosynthèse des protéines, le RE participe à l’homéostasie 

calcique comme centre de stockage de Ca2+. De fines diminutions de la concentration 

intraréticulaire de cet ion sont associées avec des dysfonctions cellulaires telles que 
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l’accumulation de Ca2+ mitochondrial, l’accumulation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

et la sénescence (Wiel et al., 2014). Les flux calciques du RE sont finement régulés par plusieurs 

transporteurs nécessaires à la sécrétion régulée d’insuline (Cassel et al., 2016). 

 Renouvellement de l’ATP et Ca2+ mitochondrial 

La mitochondrie est un organite aussi présent dans toutes les cellules eucaryotes. Elles ont un 

diamètre compris entre 0,4 à 1 µm ainsi qu’une structure particulière constituée d’une double 

membrane séparant le cytoplasme de la matrice mitochondriale et constituant un espace 

intermembranaire nécessaire à ses fonctions (De Pinto et al., 2010; Ghadially, 2014). L’espace 

intermembranaire, la composition et la perméabilité différente entre les membranes internes 

et externes sont indispensables à la phosphorylation oxydative. 

La phosphorylation oxydative est un processus permettant la régénération de l’ATP à partir 

d’ADP dans la mitochondrie. Cette régénération est possible grâce à la libération d’électrons 

dans la chaîne respiratoire par l’oxydation de cofacteurs du cycle du citrate (décrit dans le 

chapitre III). Ces électrons suivent la chaine de transport d’électrons causant une cascade de 

réactions libérant progressivement de l’énergie. Cette énergie est utilisée par des  pompes à 

protons situées sur la membrane interne mitochondriale permettant le passage de protons 

situés dans la matrice à l’espace intermembranaire conduisant à la formation d’un gradient 

de protons au niveau de la membrane interne mitochondriale. Le reflux de ces protons par 

l’ATP synthase permet à celle-ci de régénérer l’ATP à partir d’ADP et de phosphate inorganique 

(Figure 8).
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Figure 8 : La phosphorylation oxydative permet le renouvellement de l’ATP par la mitochondrie. 
Schéma représentant l’implication de la chaîne respiratoire dans la mise en place du gradient de protons 
permettant la production d’ATP. ME : membrane extracellulaire, EIM : espace inter membranaire, MI : 
membrane interne, I, II, III, IV : complexes I, II, III, IV de la chaine respiratoire, ATP : adénosine-triphosphate, 
ADP : adénosine diphosphate, Pi : phosphate inorganique, H+ : hydrogène, e- : électron, NAD+ : nicotinamide 
adénine dinucléotide, NADH,H+ : nicotinamide adénine dinucléotide réduit, FAD : flavine adénine dinucléotide, 
FADH2 : flavine adénine dinucléotide réduite. 

 



 

61 

 

L’apparition de sondes calciques mitochondriales a permi l’émergence d’études de l’influence 

du Ca2+ sur cet organite à l’instar du cytosol et du réticulum endoplasmique (Palmer et al., 

2006). Ces flux calciques mitochondriaux sont impliqués dans diverses fonctions cellulaires 

comme la régulation de l’apoptose, le métabolisme et encore la production d’ATP par la 

phosphorylation oxydative (Mammucari et al., 2018; Takeuchi et al., 2015). La mitochondrie 

est capable de répondre rapidement à des modulations de Ca2+ dans le cytoplasme grâce à 

plusieurs transporteurs : voltage depedent anion channel (VDAC), permettant l’entrée du Ca2+ 

dans l’espace intermembranaire et le mitochondrial Ca2+ uniporter (MCU) permettant son 

passage de l’espace intermembranaire à la matrice mitochondriale. VDAC est un transporteur 

mitochondrial existant sous 3 isoformes. Malgré cela, VDAC1, isoforme la plus exprimée du 

transporteur, est aujourd’hui la plus étudiée (De Pinto et al., 2010). VDAC1 est permissif non 

seulement au Ca2+ mais permet aussi l’entrée de certains métabolites comme le pyruvate, 

l’ATP ou le NADH,H+ (Gincel et al., 2000; Rostovtseva and Colombini, 1997; Shoshan, 2017)  et 

la diminution de son expression a permis de mettre en avant son implication dans la 

production d’ATP et l’apoptose (Abu-Hamad et al., 2006; Tajeddine et al., 2008). Le MCU quant 

à lui est situé sur la membrane interne de la mitochondrie et permet l’entrée de Ca2+ dans la 

matrice mitochondriale. 

 Les transferts calciques entre la mitochondrie et le RE sont nécessaires 

à la sécrétion régulée d’insuline 

Les transferts calcique entre le RE et la mitochondrie sont permis grâce aux MAMs 

(Mitochondria-Associated ER Membranes) (Csordás et al., 2006). Les MAMs sont des sites de 

contact entre la mitochondrie et le RE pour la première fois observée en 1952 et confirmée 

plus tardivement (Bernhard et al., 1952; Mannella et al., 1998; Meier et al., 1981; Perkins et 

al., 1997) (Figure 9A). Pour être considérée comme une MAM, la proximité de ces deux 

organites doit être inférieure à 50 nm mais ce point de contact est une apposition des 

membranes des deux organites et non pas une fusion entre ces deux organites (Csordás et al., 

2006). Ces points de contact représentent environ 20% de la surface mitochondriale en 

fonction de la condition ou du type cellulaire (Bravo et al., 2011). De nombreuses protéines 

sont présentes aux MAMs permettant d’une part de maintenir le contact entre les deux 

organites mais aussi de permettre des échanges de métabolites, la biosynthèse lipidique, 

l’autophagie, la régulation du stress de ces organites ainsi que leur dynamique mais aussi des 
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échanges calciques. Deux transporteurs permettent les échanges d’ions calciques entre le RE 

et la mitochondrie, l’un réticulaire  : IP3R (Inositol 3 Phosphate Receptor) et l’autre 

mitochondrial : VDAC1 (Rizzuto et al., 1998). La présence d’une autre protéine chaperonne  : 

GRP75 (Glucose Related Protein 75) est néanmoins nécessaire à l’association IP3R VDAC1 

(Rizzuto et al., 2012). L’implication des MAMs dans la régulation calcique mitochondriale  

permet de réguler la production d’ATP mais des contacts trop proches ou chroniques peuvent 

mener à terme au déclenchement du signal apoptotique par la mitochondrie (Csordás et al., 

2006) (Figure 9B). 

La mitochondrie joue un rôle majeur dans la sécrétion d’insuline en permettant la connexion 

entre le métabolisme et le ratio ATP/ADP nécessaire à la sécrétion d’insuline (Maechler and 

Wollheim, 2001). Des études sur des cellules β primaires uniques ont mis en évidence que les 

oscillations calciques permettent l’augmentation de Ca2+ mitochondrial ainsi que du ratio 

ATP/ADP dépendant de l’activité du MCU (Tarasov et al., 2013). De plus, plusieurs études ont 

mis en évidence l’importance de la chaîne respiratoire (Hutton et al., 1980), du Ca2+ 

mitochondrial (Wiederkehr et al., 2011) ainsi que MCU (Tarasov et al., 2012) dans la sécrétion 

régulée d’insuline. De par leur grande importance dans la régulation mitochondriale, les 

MAMs sont impliquées dans la signalisation de l’insuline, le « sensing » et le contrôle du 

glucose (Herrera-Cruz and Simmen, 2017). En effet notre équipe a récemment démontré 

l’importance des MAMs dans l’action de l’insuline dans le foie (Tubbs et al., 2014), les muscles 

(Tubbs et al., 2018) et la résistance à l’insuline dans l’obésité et le diabète de type 2 que nous 

développerons dans le 3ème chapitre (Rieusset et al., 2016). De plus, en participant aux 

échanges calciques entre le réticulum endoplasmique et la mitochondrie,  nous avons montré 

que les MAMs ainsi que leur intégrité sont nécessaires à la sécrétion régulée d’insuline en 

réponse au glucose (Dingreville et al., 2019).
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Figure 9 : Les MAMs permettent les transferts calciques entre le réticulum endoplasmique et les 
mitochondries. 
A) Images d’une cellule β pancréatique en microscopie électronique à transmission ainsi qu’un zoom sur les 
interactions entre les mitochondries et le réticulum endoplasmique appelées MAMs. B) Schéma représentant 
l’importance du complexe protéique VDAC1/IP3R, la chaperonne GRP75 et MCU dans la communication 
calcique entre le RE et la mitochondrie permettant l’augmentation du cycle du citrate. M : mitochondrie, RE : 
réticulum endoplasmique, MAMs : Mitochondria-Associated ER Membranes, ME : membrane extracellulaire, 
EIM : espace inter membranaire, MI : membrane interne, MCU : complexe de l'unipare calcique 
mitochondrial, VDAC1 : canal anionique voltage-dépendent, GRP75 : protéine 75 kDa régulée par le glucose, 
IP3R : Récepteur de l'inositol trisphosphate. 
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Tous ces processus sont comme nous l’avons vu bien régulés afin de maintenir l’homéostaise 

glucidique dans le corps. Malgré tout, il arrive dans certains cas qu’un ou plusieurs acteurs de 

la sécrétion d’insuline ou de l’absorption du glucose dysfonctionne. Cette situation ammène 

à la dérégulation de l’homéostasie glucidique appelé diabète. C’est  de cette maladie que 

traitera le chapitre suivant. 
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CHAPITRE II Le diabète et la cellule β pancréatique 
PARTIE A Les diabètes de type 1 et 2 

II. A. 1 L’histoire du diabète 

Le diabète est une maladie dont les symptômes sont rapportés depuis plusieurs millénaires.  

La polyurie est connue depuis l’Egypte ancienne, suivie par la découverte dès 500 ans avant 

JC du goût sucré de l’urine des personnes souffrant de diabète en Inde par les physiciens 

Charak et Sushrut. Des observations ont aussi été rapportées au VIIème siècle par Chen Chuan 

en Chine et au Xème siècle par Avicenne au Moyen-Orient. Charak et Sushrut ont aussi mis en 

évidence à l’époque que différents types de personnes touchées par cette maladie 

réagissaient différemment et nécessitaient des traitements différents. En effet, ils 

observèrent que les patients obèses ou en surpoids ayant une alimentation plus riche en gras 

et en sucre nécessitaient de l’exercice physique et une grande quantité de légumes dans leur 

régime. Au contraire, les personnes plus fines, chez qui la maladie était considérée comme 

plus sérieuse nécessitaient eux une alimentation plus riche. La polyurie a aussi été étudiée 

dans la Grèce antique par Aretaeus qui lui donna un nom : le diabète. Ce terme vient du mot 

grec διαβήτης, signifiant « passer au travers », car les patients souffrant de cette maladie  

urinaient juste après avoir bu (Ahmed, 2002; Tattersall, 2017). 

A partir du XVIIème siècle, les connaissances sur le diabète se développent en Europe. Thomas 

Willis écrit Diabetes, or the Pissing Evil où il mentionne encore l’urine des patients comme 

ayant un goût sucré, pensant que cette maladie était si rare qu’aucun avant lui n’en avait fait 

mention. La première description de l’hyperglycémie fut mentionnée par Matthew Dobson au 

XVIIIème siècle qui observa que le sérum, comme l’urine des patients diabétiques, avait un goût 

sucré. Il en conclut que le sucre contenu dans les urines n’était pas formé dans le s reins mais 

était déjà contenu dans le sang des patients souffrant de diabète. Au début du XIX ème siècle, 

le chirurgien John Rollo pensait que la cause de l’hyperglycémie des diabétiques venait des 

légumes digérés dans l’estomac et popularisa un régime thérapeutique à base de viande 

animale, utilisé au cours du XIXème siècle. En 1673, Johann Brunner réalisa des 

pancréatectomies sur des chiens sur lesquels il observa le développement d’une polyurie. Il 

en déduit que le pancréas joue un rôle clé dans le développement de cette pathologie  (Ahmed, 

2002). 
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En 1815, le français Michel Chevreul démontra que le sucre contenu dans l’urine des 

diabétiques était du glucose. A partir de 1840, les travaux de Trommer, Moore et Fehling sur 

les tests de détection du glucose par des techniques de chimie permirent peu à peu l’abandon 

les tests urinaires par le goût. Malgré tout, la grande quantité de sang nécessaire aux 

techniques utilisées à l’époque ne permit pas leur utilisation dans un cadre médical (Tattersall, 

2017). Des tests répétables et utilisables dans le milieu clinique ne furent développés qu’au 

début du XXème siècle par Ivar Christian Bang (Schmidt, 1986). 

Au XIXème siècle, de nombreuses avancées ont permis de relier la pathologie du diabète aux 

îlots pancréatiques. Les travaux du français Claude Bernard, entre 1846 et 1848, ont permis la 

mise en évidence de l’importance du foie dans l’absorption du glucose circulant permettant 

sa régulation (Olmsted, 1953). Paul Langerhans, en 1869, décrit les îlots pancréatiques sans 

émettre d’hypothèse à propos de leur(s) éventuelle(s) fonction(s) dans le pancréas 

(Langerhans, 1869). En 1889, lors d’études sur le métabolisme des lipides, Joseph von Mering 

et Oskar Minkowski sont amenés à réaliser une pancréatectomie sur le chien, conduisant au 

développement d’une incontinence urinaire de l’animal. Cette polyurie leur donna l’idée de 

tester les urines de l’animal, révèlant un diabète sévère (v. Mering and Minkowski, 1890)  

reliant l’absence de pancréas au développement du diabète. Cette même année, Charles -

Edouard Brown-Sequard publia le concept de sécrétion interne du pancréas. En 1892, 

Emmanuel Hédon appuie les travaux de Minkowski et Von Mering en prévenant le 

développement du diabète suite à une pancréatectomie en greffant une glande pancréatique 

sous la peau des chiens confortant l’importance du pancréas dans le  diabète (Karamitsos, 

2011). Gustave Laguesse suggéra que les îlots pancréatiques, qu’il baptisa îlots de Langerhans, 

étaient à l’origine de la sécrétion pancréatique (Sims et al., 2021) nommée en 1909 ou en 1916 

« insuline » par respectivement Jean de Meyer ou Edward Sharpy-Shafer respectivement 

(Vecchio et al., 2018). 

C’est au XIXème siècle que la plupart des complications liées au diabète sont décrites. Une 

première complication bien connue concerne une atteinte de la rétine. En 1869, Eduard Von 

Jaeger décrit pour la première fois une altération rétinienne sur un homme âgé de 22 ans 

(“Jaeger’s Atlas of Diseases of the Ocular Fundus,” 1972)  suivit en 1879 par Stephen Mackenzie 

et Edward Nettleship qui découvrent des microanévrismes dans des préparations de rétines 
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(“Archive of ‘Transactions of the American Ophthalmological Society’ .,” n.d.). En 1890, Julius 

Hirschberg fut le premier à décrire une image complète d’une rétinopathie et à la relier 

spécifiquement au diabète (Hirschberg, 1890; Tattersall, 2017). D’autres complications 

associées à des syndromes neuropathiques furent mentionnées dès la fin du XVIIIème siècle 

par Rollo (Tattersall, 2017) et Charles Marchal de Calvi initia l’idée en 1864 que les dommages 

nerveux sont des complications spécifiques du diabète (Tattersall, 2017). Cette description fut 

étoffée plus tard par Frederick Pavy en 1885 (Pavy, 1885). Enfin, les maladies rénales ne fûrent 

reliées au diabète qu’à partir des années 1930 alors que dès 1859 une étude sur des cadavres 

avait indiqué un lien entre les altérations rénales et des maladies cardiovasculaires,  

aujourd’hui connues comme caractéristiques du diabète (Eknoyan, 2019). Et finalement en 

1880, Etienne Lancereaux identifia que le diabète pouvait être caractérisé en 2 catégories qu’il 

appelait « diabète maigre » et « diabète gras » (Wright Jr. and McIntyre, 2020) rennomés 

aujourd’hui en diabète de types 1 et 2. 

La subdivision entre diabète de type 1 et 2 fut rediscutée par Wilhem Falta et Harnold 

Himsworth dans les années 1930 lorsqu’ils remarquèrent que certains individus diabétiques 

étaient plus sensibles à l’insuline contrairement à d’autres qui ne l’étaient peu ou pas du tout 

(Himsworth, 1936). La technique du clamp à insuline développée dans les années 70 par Ralph 

DeFronzo permit de tester l’action hypoglycémiante de l’insuline et d’étudier la résistance à 

l’insuline caractéristique du diabète de type 2 (DeFronzo et al., 1979). L’implication de 

l’autoimmunité dans le diabète de type 1 fut elle comprise à la fin des années 70 par Deborah 

Doniach et GianFranco Bottazo (Bottazzo et al., 1974). En 1967, Paul Lacy remarqua qu’il était 

possible de transplanter des îlots pancréatiques chez des rats pour traiter leur diabète 

(Tattersall, 2017). Cette étude reprise dans les années 2000 par une équipe Canadienne 

permit de développer un protocole d’isolation d’îlots pancréatiques (Shapiro et al., 2000)  

ouvrant la voie à d’autres études montrant que des individus transplantés avec des îlots 

pancréatiques pouvaient à nouveau sécréter de l’insuline , mais seuls 10% d’entre eux 

pouvaient se passer d’insuline exogène (Ryan et al., 2005). 

Finalement, le diabète, une maladie identifiée depuis des siècles, reste encore aujourd’hui 

presque incurable. Pourtant c’est aujourd’hui une maladie qui prend un essor considérable  

chez l’Homme de part la surnutrition et la sédentarité croissante de la population mondiale.  
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II. A. 2 Le diabète, un problème majeur de santé publique à l’échelle mondiale 

En 2019, le diabète touchait plus de 463 millions d’adultes dans le monde, soit environ de 

9,3% de prévalence pour les 20-79 ans (Figure 10). De plus, la fédération internationnale du 

diabète estime à plus de 50% les personnes souffrant de diabète non diagnostiqué. Ces 

chiffres sont en augmentation depuis 2010 où le diabète touchait 280 millions d’adultes avec 

une prévalence de 6,3% pour les 20-79 ans. Selon ce même organisme, la prévalence diabète 

augmente continuellement depuis les années 2000 et pourrait concerner 700 millions de 

personnes d’ici 2045. De manière inquiétante, ces estimations sont constamment revues à la 

hausse depuis les années 2000 (“IDF Atlas 9th edition and other resources,” n.d.)  (Figure 10A). 

Les facteurs sociodémographiques ont des implications dans la prévalence du diabète . En 

effet, le diabète touche tous les âges mais a une prévalence qui augmente avec ce paramètre. 

On estime que cette maladie touche 1% à 4% des moins de 35 ans et jusqu’à 15% à presque 

20% des 55 ans et plus. La prévalence du diabète est aussi affectée par le sexe de l’individu 

touchant légèrement plus les hommes que les femmes (9% de femmes contre 9,6% 

d’hommes). Le cadre de vie impacte aussi la prévalence de cette maladie touchant plus les 

zones urbanisées que les zones rurales avec respectivement 10,8% et 7,2% de prévale nce 

(“IDF Atlas 9th edition and other resources,” n.d.) . 

A l’instar des disparités géographiques à l’échelle régionale, le diabète a aussi une disparité 

géographique à l’échelle mondiale. Le Moyen-Orient et l’Afrique du Nord, le Pacifique 

Occidental, l’Asie du Sud Est et l’Amérique du Nord et les Caraïbes ont une prévalence du 

diabète ajustée en fonction de l’âge de plus de 10%. Au contraire, la région d’Afrique 

subsaharienne, avec une prévalence de moins de 5%, est la région du monde la moins 

impactée par le diabète. Cette faible prévalence peut s’expliquer par différents facteurs  : la 

malnutrition, un sous-diagnostic, des morts prématurées par l’absence d’accès à l’insuline 

ainsi qu’à une urbanisation moins importante que dans le reste du globe (“IDF Atlas 9th edition 

and other resources,” n.d.) (Figure 10B et 10C). 

Cette maladie est donc un problème de santé publique à l’échelle mondiale avec presque 10% 

des adultes agés de 20 à 79 ans concernés. Mieux comprendre cette maladie est d’une 
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importance capitale en vue de prévenir mais aussi de mettre au point de nouveaux 

traitements ainsi que de comprendre l’action des traitements existants.  

 

 
Figure 10 : Le diabète est un problème majeur et grandissant de santé publique à l’échelle globale. 
A) Estimations et projections de la prévalence mondiale du diabète dans la tranche d’âge de 20 à 79 ans (en 
millions). Les années affichées représentent les dates auxquelles l’estimation correspondante a été faite. B) 
Prévalences géographiques comparatives du diabète en 2019 ajustées en fonction de l’âge. ACAS : Amérique 
Centrale et Amérique du Sud, ANC : Amérique du Nord et Caraïbes, ASE : Asie du Sud Est, PO : Pacifique Ouest, 
MOAN : Moyen-Orient et Afrique du Nord. C) Prévalence comparative estimée du diabète chez les adultes (20 à 
79 ans) en 2019 ajustée en fonction de l’âge. L’ajustement en fonction de l’âge permet de comparer des zones 
géographiques entre elles. Étant donné que la prévalence du diabète augmente avec l’âge, les estimations brutes 
quant à la prévalence ne peuvent pas être utilisées pour comparer la prévalence du diabète entre des pays dont 
la répartition par âge est différente Tous les chiffres sont issus du l’International Diabetes Federation (“IDF Atlas 
9th edition and other resources,” n.d.). 
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II. A. 3 Qu’est ce que le diabète ? 

Le diabète suceé est une maladie chronique caractérisée par la présence d’un excès de sucre 

dans le sang appelé hyperglycémie (Kaul et al., 2012). L’hyperglycémie est liée à une sécrétion 

insuffisante ou inefficace d’insuline. Cette insuffisance est associée à l’altération des cellules 

β pancréatiques lorsque l’inefficacité est reliée à l’insulino-résistance des tissus cibles. Si cette 

insuffisance est non prise en charge et traitée, elle est dite chronique. Le diabète est avéré si 

le taux de glycémie à jeun est égal ou supérieur à 1,26 g/L ou 7 mmol/L de sang lors de deux 

dosages successifs. 

Les 2 principaux types de diabète, représentant 98% des différents diabètes, sont le diabète 

de type 1 et le diabète de type 2 décrits dans les parties ci-après. Ces deux pathologies sont 

dues à des dysfonctionnements différents. Les autres types de diabète ( maturity onset 

diabetes of the young (MODY), latent autoimmune diabetes in adults (LADA) ou diabète 

secondaire à certaines maladies ou prises de médicaments)  sont minoritaires et concernent 

les 2 % restants.  

II. A. 3.1 Le diabète de type 1 ou auto-immun 

Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune induisant la perte des cellules β des îlots 

pancréatiques (Katsarou et al., 2017; Wolkowicz et al., 2021) le plus souvent diagnostiquée 

chez l’enfant (Ashcroft and Rorsman, 2012). La production d’insuline par les îlots étant trop 

faible voire inexistante, les patients souffrant de diabète de type 1 requièrent une thérapie 

quotidienne nécessitant une source exogène d’insuline en vue de réguler l’homéostasie 

glucidique et d’éviter des complications métaboliques ou des dommages tissulaires et 

organiques (Davis et al., 2017; Mobasseri et al., 2020; Wolkowicz et al., 2021). Le diabète de 

type 1 représente entre 5% et 15% de tous les cas de diabètes (Katsarou et al., 2017; 

Mobasseri et al., 2020). 

II. A. 3.2 Le diabète de type 2 

Le diabète de type 2 (DT2) est la forme la plus courante de la maladie (Ashcroft and Rorsman, 

2012) représentant 80% à 90% des cas de diabète. Le DT2 est décrit comme causant des 

anomalies dans le métabolisme des lipides et des carbohydrates (Scheen, 2003) ne 
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permettant pas une régulation glucidique efficace de l’organisme . En plus des facteurs décrits 

précédemment, le mode de vie et des prédispositions génétiques influencent la prévalence 

de cette maladie (Ashcroft and Rorsman, 2012; Kaul and Ali, 2016; Sun et al., 2014). En effet, 

l’inactivité physique et une alimentation trop riche en sucres et en graisses augmentent 

considérablement le risque d’apparition de la maladie, expliquant sa plus forte prévalence 

dans certaines régions du monde (Ashcroft and Rorsman, 2012; Eaton and Eaton, 2017; 

Fletcher et al., 2002) et faisant de l’obésité un des principaux facteurs de risque conduisant au 

développement du DT2 (Toplak et al., 2016) (Figure 11). L’influence du mode de vie Américain, 

conciliant une mauvaise habitude alimentaire et peu d’exercice physique semble induire une 

plus forte prévalence du DT2 dans certaines populations minoritaires par rapport à la 

population générale (Fletcher et al., 2002). Concernant le risque génétique, plus de 400 

variants géniques sont associés à cette pathologie (Meigs, 2019). Il est néanmoins encore 

difficile d’obtenir des profils génétiques permettant de détecter efficacement les populations 

à risques et l’indice de masse corporelle reste un très bon indicateur (Meigs, 2019). 

Comme décrit au chapitre I, la régulation du glucose est permise par les cellules β sécrètant 

l’insuline et les tissus périphériques permettant l’absorption du glucose circulant. Ces deux 

acteurs majeurs de l’homéostasie glucidique peuvent dysfonctionnés lors du DT2. Bien que 

ma thèse traite plus particulièrement de la cellule β, je tenais quand même à présenter 

succintement le dérèglement de l’absorption du glucose par les tissus périphériques et ses 

conséquences. 

 L’insulino-résistance des tissus périphériques au cours du DT2 

Comme décrit précédemment, l’insuline induit l’absorption du glucose circulant par les tissus 

périphériques permettant la diminution de la glycémie. Un excès nutritionnel chronique ou 

l’obésité vont induire une insulino-résistance, c’est-à-dire une atténuation de la sensibilité à 

l’insuline, des tissus périphériques comme le foie, les muscles squelettiques et les adipocytes 

(Czech, 2017) (Figure 11). Cette insulino-résistance va réduire la capacité de ces organes à 

stocker le glucose circulant (Petersen and Shulman, 2018). Ce dérèglement ne cause pas 

forcément d’hyperglycémie car les cellules β vont essayer de compenser en sécrétant toujours 

plus d’insuline, augmentant la quantité d’insuline circulante à jeun (Czech, 2017; Kahn, 2003) . 

De ce fait un DT2 peut ne pas être diagnostiqué pendant plusieurs années par le simple dosage 
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du glucose circulant (Martin et al., 1992; Reaven, 2005). Cet état d’hypersécrétion des cellules 

β conduit à leur épuisement et/ou à leur mort (Prentki and Nolan, 2006) induisant la perte de 

25% à plus de 50% de la masse de cellules β lors d’un DT2 (Butler et al., 2003; Rahier et al., 

2008). 

 Les complications au cours du DT2 

En plus de causer une dérégulation glycémique, le DT2 peut causer diverses complications 

(Goyal and Jialal, 2021, p. 20). Certaines sont dites aiguës, telles que l’hyperglycémie, 

l’hypoglycémie, l’acidocétose diabétique caractérisée par une acidification excessive du sang, 

un état hyperosmolaire hyperglycémique dû à une déshydratation excessive, ces altérations 

peuvent conduire à un coma hyperglycémique voire à la mort (Adeyinka and Kondamudi, 

2021; Goyal and Jialal, 2021). D’autres altérations dues au DT2 sont chroniques et se déclarent 

à plus ou moins long terme. Les hyperglycémies répétées et prolongées entraînent une 

altération des nerfs et des vaisseaux sanguins présents dans tout le corps. Ces complications 

liées au diabète peuvent se traduire par l’augmentation de la prévalence des maladies 

cardiovasculaires, des rétinopathies pouvant entrainer la cécité, des néphropathies et des 

neuropathies (Goyal and Jialal, 2021; Liakopoulos et al., 2019; Patoulias et al., 2020). 

Le diabète est une maladie à ne pas prendre à la légère et la compréhension de la mise en 

place de l’insulino-résistance des tissus périphériques ainsi que le dysfonctionnement de la 

cellule β au cours de cette pathologie est capitale pour la recherche. Nous allons maintenant 

traiter du dysfonctionnement de la cellules β pancréatique.
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Figure 11: La glucolipotoxicité et son implication dans le développement du diabète de type 2. 
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PARTIE B Dysfonction de la cellule β 

La cellule β peut subir différentes altérations menant au défaut de sécrétion d’insuline du 

pancréas lors d’un DT2. En effet les cellules β peuvent subir une apoptose ou une perte de 

fonction, pouvant être liée à une dédifférenciation ou d’autres problèmes métaboliques, 

couramment reliés à la glucolipotoxicité. Cette toxicité est caractérisée par une exposition 

chronique à de fortes quantités de glucose et lipides circulants. Dans cette partie je décris de 

manière non-exhaustive les principales altérations des îlots et des cellules β elles-mêmes en 

lien avec la gluco- et/ou lipotoxicité. 

II. B. 1 La glucolipotoxicité est une combinaison de la gluco- et de la 

lipotoxicité 

L’hyperglycémie chronique induit une suractivation persistante du métabolisme du glucose. 

Cette situation, pouvant devenir toxique pour les cellules β, est appelée glucotoxicité  

(Bensellam et al., 2012). Ce terme désigne un effet délétère supposé irréversible caractérisé 

par un défaut fonctionnel des cellules β (van Raalte and Diamant, 2011). Plusieurs mécanismes 

ont été décrits pour mener à cet état de glucotoxicité et il n’existe pas réellement de 

consensus sur le temps ou la concentration de glucose à utiliser in vitro pour mener à cet effet. 

Lorsque l’insulinorésistance s’installe, le taux élevé d’acide gras libres plasmatiques induit une 

augmentation de la quantité de cellules β en vue de compenser la résistance à l’insuline des 

tissus périphériques (Oh et al., 2018). Mais lorsque cette surexposition aux acides gras libres 

devient chronique, elle résulte en une perturbation du métabolisme lipidique impactant la 

fonction mais aussi la viabilité des cellules β (Ježek et al., 2018b; Oh et al., 2018). Cet état est 

décrit comme étant la lipotoxicité. Tout comme la glucotoxicité, il n’existe pas de consensus 

quant à la durée, la quantité ou le type d’acide gras à utiliser en vue de générer une 

lipotoxicité. 

En effet, certaines études ont montré que plus l’état de saturation de l’acide gras est élevé et 

plus celui-ci sera délétère pour la sécrétion d’insuline. L’acide gras ayant le plus d’effet sur la 

sécrétion d’insuline des cellules β est le palmitate (C16 : 0), c’est pour cette raison qu’il est le 

plus utilisé in vitro en vue d’induire la lipotoxicité (Acosta-Montaño et al., 2019; Oh et al., 
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2018). D’autres acides gras saturés comme le myristate (C14 : 0) ou le laurate (C12 : 0) sont 

moins utilisés en recherche car moins impactant pour la sécrétion d’insuline (Acosta-Montaño 

et al., 2019; Oh et al., 2018). Des acides gras insaturés ont aussi été décrits comme ayant des 

effets stimulateurs de la prolifération et protecteur de la fonction des cellules β in vitro. Par 

exemple, l’acide arachidonique (C20 : 4) qui en plus d’augmenter la prolifération stimule la 

sécrétion d’insuline des cellules BRIN-BD11, une lignée hybride formée par la fusion de cellules 

primaires d’îlots pancréatiques et de RIN-m5F issues d’un insulinome de rat) (Keane et al., 

2011) ou encore l’oléate (C18 : 1) qui protège in vitro les cellules RIN-m5F, INS-1E, EndoC-

βH1 ainsi que les îlots pancréatiques de rats, contre les effets délétères du palmitate (Acosta-

Montaño et al., 2019; Brelje et al., 2008; Plötz et al., 2017; Sommerweiss et al., 2013). 

Malgré cela, certaines études ont remarqué que l’activation dans les cellules β INS-1E de 

PPARδ, un récepteur nucléaire contrôlant notamment la prolifération et l’apoptose , par des 

doses plus faibles d’acides gras, pouvait augmenter la sécrétion d’insuline (Cohen et al., 2015) . 

De plus, une récente revue de Weir remet en cause l’effet toxique direct des acides gras sur 

les cellules β dans les conditions de DT2 (Weir, 2020). Plusieurs arguments comme le type 

d’acides gras utilisés dans les experimentations in vitro, la quantité de ceux-ci liés à l’albumine 

ou libre dans un contexte in vivo ou encore la concentration réelle de ces acides gras libres 

entourant la membrane plasmique des cellules β chez les patients obèses ou diabétiques ne 

permet pas de conclure formellement sur l’existence d’une lipotoxicité impactant les cellules 

β lors du développement du DT2 (Weir, 2020). 

II. B. 2 La gluco- lipotoxicité cause des altérations au niveau physiologique 

II. B. 2.1 L’inflammation des îlots pancréatiques réduit la fonction des 

cellules β 

Au cours du DT2, une diminution de la masse de cellules β est rapportée. Certaines études ont 

mis en évidence la production de cytokines pro-inflammatoires chez des patients obèses (King, 

2008). L’expression de cytokines pro-inflammatoires comme les interleukines (IL) IL1β, IL8, 

IL11 mais aussi des chimiokines pro-inflammatoires ont été mises en évidence dans des 

coupes de pancréas et d’îlots pancréatiques de personnes souffrant de DT2 (Ehses et al., 2007; 

Mahdi et al., 2012, p. 2012; Marchetti, 2016; Marselli et al., 2010; Taneera et al., 2012) . Ces 
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observations sont aussi étayées par l’observation d’une infiltration des îlots pancréatiques de 

donneurs diabétiques par des macrophages (Ehses et al., 2007; Marchetti, 2016). Des études 

similaires ont pu aussi être réalisées dans des modèles de  rats diabétiques de type 2 (Homo-

Delarche et al., 2006). Cette infiltration potentialise l’augmentation du niveau de cytokines à 

l’intérieur même des îlots de patient diabétiques de type 2 sans pour autant causer un défaut 

pathologique chez tous les patients (Eguchi and Nagai, 2017). 

D’autres études démontrent que la sécrétion de l’IL-1β par les îlots pancréatiques induit une 

réponse auto-immune par activation de la voie pro-inflammatoire Nuclear Factor kappa B 

(NFkB) conduisant à l’apoptose des cellules β appelée ici « apoptose autocrine » (Ikeda, 1994; 

Maedler et al., 2002). La lipotoxicité est impliquée dans le développement de cette dernière 

réponse auto-immune. En effet les acides gras induisent la sécrétion de facteurs pro-

inflammatoires par les cellules β conduisant à la perte de leurs fonctions et/ou leur apoptose 

(Imai et al., 2016; Mukhuty et al., 2017). D’autres expériences avec des acides gras saturés ont 

mis en évidence la sécrétion de différentes interleukines, cytokines et chimiokines dans des 

îlots pancréatiques en plus de l’activation de pattern recognition receptors (PRR), des 

récepteurs de roconnaissance de pathogènes, dans les cellules β. L’activation de ces 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires déclenche la mobilisation de la voie 

NFkB, induisant la synthèse et la sécrétion d’interleukines, cytokines et chimiokines causant 

un cercle vicieux et amplifiant l’inflammation et le recrutement de cellules immunitaires dans 

les îlots pancréatiques (Cnop et al., 2014, p. 2014; Eguchi et al., 2012; Igoillo-Esteve et al., 

2010). Finalement, le blocage de la voie NFkB dans des cellules MIN6 permet la diminution de 

la réponse auto-immune en condition de lipotoxicité, protégeant la fonction des cellules tout 

en inhibant leur apoptose (Zheng et al., 2017). Contrairement à la lipotoxicité, certaines 

études impliquant la glucotoxicité dans ces processus d’activation de l’immunité au sein des 

îlots pancréatiques sont actuellement controversées. En effet, l’invalidation de l’expression 

du récepteur de l’IL1, en amont de la réponse NFkB, n’est pas montrée comme protecteur 

contre la forte concentration de glucose chronique (McKenzie et al., 2010). De plus, les 

sécrétions de cytokines pro-inflammatoires sont les résultantes des stress du RE et oxydatif 

pouvant déjà induire l’apoptose des cellules (Azevedo-Martins et al., 2003; Cnop et al., 2005, 

p. 2005; Welsh et al., 2005). 
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II. B. 2.2 Diminution de la masse de cellules β 

Comme nous avons pu le voir précédemment, lors d’un état diabétique, la gluco - et/ou la 

lipotoxicité peuvent conduire à l’apoptose des cellules β pancréatiques réduisant de facto la 

sécrétion d’insuline globale des îlots pancréatiques. Cette affirmation est confirmée par des 

études post-mortem sur des donneurs d’îlots diabétiques révélant d’une part de plus petits et 

moitié moins d’îlots pancréatiques en comparaison avec des donneurs sains (Deng et al., 

2004). D’autre part, la masse de cellules β pancréatiques provenant des îlots de donneurs 

diabétiques est inférieure à celle des cellules provenant des îlots de donneurs sains (Butler et 

al., 2016; Saisho et al., 2013) révélant une forte apoptose des cellules β au cours du DT2 (Butler 

et al., 2003). Ce peut aussi être en partie due à une plus grande fragilité de ces ilots lors de 

préparation qui augmenterait leur apoptose. Une étude de lipotoxicité rapporte qu’à forte 

concentration d’acides gras libres dans le cytoplasme de la cellule β pancréatique, des 

transporteurs mitochondriaux, comme le transporteur d’ADP/ATP, sont découplés pouvant 

ainsi induire l’apoptose des cellules (Ježek et al., 2010, 2018a, 2014). 

Malgré ces observations, l’apoptose des cellules β n’est pas la seule explication à la diminution 

de la masse des cellules β au cours du DT2 (Christensen and Gannon, 2019). Plusieurs groupes 

suggèrent qu’une dédifférenciation des cellules β pourrait avoir un rôle important dans le 

développement du DT2 (Nordmann et al., 2017; Talchai et al., 2012; Weir et al., 2013). En 

effet, les cellules β expriment des facteurs de transcriptions particuliers leur permettant de 

garder leur identité de cellules β matures ainsi que leur capacité à produire et sécréter de 

l’insuline en réponse au glucose (Brereton et al., 2016; Conrad et al., 2014; Remedi and 

Emfinger, 2016). L’inactivation chez la souris d’un de ces facteurs exprimés dans les cellules β 

matures (MafA) empêche le GSIS sans affecter la quantité de cellules β (Zhang et al., 2005). La 

perte de ce facteur de transcription est observée in vivo dans des modèles murins de DT2 

(souris db/db) ainsi que chez l’humain à des stades précoces de développement de DT2 (Guo 

et al., 2013). Le manque de réponse aux facteurs de prolifération de ces cellules β au cours de 

leur vie explique en partie le fait que l’incidence du DT2 augmente avec l’âge. La 

dédifférenciation est définie comme l’altération du phénotype pouvant conduire à la perte de 

composés responsables de la performance optimale des cellules comprenant la sécrétion 
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d’insuline. Celle-ci est étudiée depuis peu, encore mal comprise et potentiellement induite 

par la glucotoxicité (Weir et al., 2013). 

II. B. 3 La gluco- lipotoxicité cause des altérations au niveau subcellulaire 

II. B. 3.1 Le stress du réticulum endoplasmique diminue la sécrétion 

d’insuline 

Il a déjà été démontré que diverses maladies dont le DT2 induisent une altération structurelle 

de la morphologie du RE dans les cellules β pancréatiques (Masini et al., 2017). Lors d’une 

hyperglycémie prolongée, la forte demande en insuline peut causer une accumulation 

d’insuline non fonctionnelle  dans le RE et induire un stress de l’organite  (van Raalte and 

Diamant, 2011) comme cela a été décrit dans des îlots de rats cultivés avec une forte 

concentration de glucose ainsi que dans des îlots humains de patients diabétiques de type 2 

(Eizirik et al., 2008; Marchetti et al., 2007). La lipotoxicité peut aussi induire un stress du RE. 

Le prétraitement par du palmitate, de cellules β MIN6 (lignée murine) induit le remodelage 

des phospholipides et sphingolipides du RE perturbant les radeaux lipidiques, le trafic des 

protéines à l’intérieur du RE et induisant un stress réticulaire (Boslem et al., 2013). Une 

réponse adaptative appelée « Unfolded Protein Response » (UPR) est initiée afin de rétablir 

l’homéostasie du RE. Mais paradoxalement, l’UPR est aussi impliquée dans le défaut de 

sécrétion d’insuline et l’apoptose de la cellule β entrainant la diminution du nombre de cellule 

β (Acosta-Montaño et al., 2019; Eizirik et al., 2008). 

II. B. 3.2 L’induction de ROS affecte la sécrétion d’insuline 

Lorsque le glucose circulant est élevé, les cellules β subissent une augmentation de ROS 

produits, en partie, suite à la phosphorylation oxydative  (décrite dans le chapitre III) dans la 

mitochondrie induisant un stress oxydatif (Brownlee, 2003; van Raalte and Diamant, 2011) . 

Les acides gras dégradés par la β-oxydation sont une des sources principales de ROS dans la 

mitochondrie de la cellule β (Jezek and Hlavatá, 2005; Plecitá-Hlavatá and Ježek, 2016; Supale 

et al., 2012; Victor et al., 2011). Ces ROS sont converties en peroxyde d’hydrogène dans le 

cytosol et la mitochondrie (Okado-Matsumoto and Fridovich, 2001; Wang et al., 2011). De plus 

il a été observé que l’exposition pendant 24h à une mixture composée de différents acides 

gras, mimant la composition plasma de sujets souffrants de syndrome métabolique, induit la 
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réduction de la capacité antioxydante des cellules MIN6 altérant leur capacité à réduire la 

quantité de ROS dans ces cellules (Velasquez et al., 2017).  

Les cellules β ont comme particularité d’avoir peu de production d’enzymes anti-oxydantes 

les rendant particulièrement sensibles au stress oxydatif (Poitout and Robertson, 2008). Dans 

ces cellules, les ROS altèrent principalement la mitochondrie (Li et al., 2008) comme l’attestent 

des observations dans les îlots de rats et les cellules INS-1E soumis à des hautes concentrations 

de glucose ou de palmitate. Les conséquences de ces expositions sont des dommages à l’ acide 

désoxyribonucléique (ADN) ainsi qu’à des protéines membranaires mitochondriales et la 

diminution de leur capacité à produire de l’ATP résultant en une réduction du GSIS de ces 

modèles (Ježek et al., 2018b; Li et al., 2009). Des îlots isolés de donneurs souffrants de DT2 

montrent une augmentation des marqueurs de stress oxydatif comparée à des donneurs sains 

(Wajchenberg, 2007). L’augmentation du stress oxydatif de ces îlots est de plus corrélée avec 

leur défaut de sécrétion d’insuline (Wajchenberg, 2007). Il est aussi rapporté qu’a forte 

concentration les ROS activent la protéine découplante 2 (UCP2) permettant la protection des 

cellules β contre l’apparition de nouveaux ROS en réduisant la synthèse d’ATP pourtant 

nécessaire à la sécrétion d’insuline (Krauss et al., 2003; Lowell and Shulman, 2005; Prentki and 

Nolan, 2006). Des stratégies impliquant des antioxydants ou la surexpression d’enzymes 

antioxydantes permettent de réduire les effets délétères des ROS sur l’expression du gène de 

l’insuline dans des îlots de rats et des lignées de cellules β (Poitout and Robertson, 2008) ainsi 

que la mort des cellules (Azevedo-Martins et al., 2003). 

II. B. 3.3 L’homéostasie calcique et son implication dans la perte de 

fonction des cellules β 

Comme décrit précédemment, au sein même de la cellule β, l’homéostasie calcique ainsi que 

la communication inter-organite ont été mises en évidence comme jouant un rôle dans la 

sécrétion régulée d’insuline. Lors d’altérations métaboliques, cette communication peut se 

voir perturbée, induisant la diminution de leurs fonctions. En effet notre équipe a observé la 

diminution des MAMs dans les cellules β venant de patients souffrant de DT2 (Thivolet et al., 

2017). Cette même étude démontre aussi la diminution de ces interactions dans des cellules 

de lignée β soumises à une lipotoxicité (Thivolet et al., 2017). Les défauts de l’homéostasie 

calcique mitochondriale en condition de lipotoxicité sont corrélés avec l’induction de 
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l’apoptose des cellules β (Bernardi et al., 2015; Giorgio et al., 2018). Notre équipe a aussi pu 

démontrer que la diminution de la fuite calcique réticulaire dans des conditions de lipotoxicité  

par l’utilisation d’inhibiteurs du translocon, un canal calcique réticulaire, permet de diminuer 

la perte de Ca2+ réticulaire, le stress du RE ainsi que de restaurer la sécrétion d’insuline des 

cellules MIN6 et des îlots pancréatique humains soumis à une forte lipotoxicité (Cassel et al., 

2016). La glucotoxicité a été mise en avant comme augmentant les MAMs et la quantité de 

Ca2+ mitochondrial basal dans la lignée cellulaire INS-1E ainsi que des cellules β d’îlots humains 

(Dingreville et al., 2019). Ces altérations perturbent les oscillations calciques mitochondriales 

des cellules β diminuant la respiration et augmentant le stress mitochondrial et réticulaire  

(Dingreville et al., 2019). L’utilisation de spacers et linkers, des protéines exprimées 

permettant de moduler artificiellement et durablement les interactions entre la mitochondrie 

et le RE, ont mis en évidence que la dynamique de ces interactions est nécessaire au GSIS dans 

les cellules β (Dingreville et al., 2019). Finalement on observe que la perte de régulation de 

l’homéostasie calcique joue un rôle majeur dans la dysfonction des cellules β lors de 

conditions mimant le DT2 (Madec et al., 2021).  

Ces observations démontrent bien que la glucotoxicité est un bon modèle d’étude pour 

comprendre les altérations causées par le DT2. De récentes revues de Weir et son équipe 

décrivent la lipotoxicité comme étant potentiellement impliquée dans l’insulinorésistance des 

tissus périphériques mais restent très discutée dans la dysfonction des cellules β lors du 

développement du DT2 (Weir, 2020; Weir et al., 2021). Malgré tous les efforts déjà employés, 

tout le processus de dysfonction des cellules β pancréatique lors de condition de DT2 n’a pas 

encore été élucidé. De nombreuses études décrivent que la gluco- et ou la lipotoxicité  

induisent le dérèglement du métabolisme de la cellule β pancréatique. Ce dérèglement est 

impliqué dans la dysfonction de la synthèse et la sécrétion d’insuline par le biais de divers 

mécanismes. Ce sujet étant au cœur de ma thèse, je l’ai développé dans le chapitre dédié ci-

après. 
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CHAPITRE III Le métabolisme cellulaire et la 
sécrétion d’insuline 

PARTIE A Le métabolisme énergétique et son étude 

III. A. 1 Le métabolisme énergétique 

Le métabolisme, du grec ancien « μεταβολή » ou « metabolē », signifiant un changement, est 

un ensemble de réactions chimiques dans un organisme permettant de le maintenir en vie, de 

se reproduire, de se développer et de répondre aux stimuli de son environnement. Ces 

réactions chimiques utilisent des métabolites, définis comme étants des composés de moins 

de 1,5 kDa et pouvant être d’une grande variété (Nicholson and Lindon, 2008). Le métabolisme 

est souvent décrit comme étant le résultat de l’addition de deux composants  : le catabolisme 

et l’anabolisme. Le catabolisme représente la dégradation de métabolites permettant la 

production d’intermédiaires énergétiques et de composés simples, nécessaires aux réactions 

anaboliques ou aux fonctions cellulaires spécifiques. L’anabolisme permet la biosynthèse de 

constituants cellulaires comme les protéines, les lipides, les acides nucléiques ou encore les 

glucides. Le métabolisme énergétique est à l’interface entre ces deux notions et se focalise  

sur les transferts d’energie chimique entre les réactions de l’anabolisme et du catabolisme et 

la production d’énergie et de travail pour l’organisme . La dégradation progressive de 

métabolites carbonés, comme la glycolyse et la β-oxydation, dégradant respectivement du 

glucose et des acides gras, mènent au cycle du citrate dans la mitochondrie. Cette voie 

métabolique permet de réduire complètement les carbones entrants sous forme de pyruvate 

ou d’acetyl-CoEnzyme A (Acétyl CoA) en CO2. Au cours de l’oxydation des carbones, des 

coenzymes à l’état oxydé comme le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) et le flavine 

adénine dinucléotide (FAD+) sont réduits en NADH,H+ et FADH2 et peuvent être utilisés par la 

chaîne respiratoire pour produire de l’énergie sous forme d’ATP grâce à la phosphorylation 

oxydative (Figure 8). 

Avant de s’intéresser plus au métabolisme en lui-même, je débute ce chapitre en exposant ce 

qui a poussé l’humanité à se plonger dans son étude  (Judge and Dodd, 2020, p. 20; “Roche 

Biochemical Pathway,” n.d.) en plus de présenter deux techniques très utilisées à ce propos à 

l’heure actuelle.  
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III. A. 1.1 Un peu d’Histoire 

 Auparavant… 

Depuis l’Antiquité, il est reconnu que les fluides biologiques contiennent des informations sur 

l’état de santé d’un individu. À défaut de comprendre le métabolisme et sa complexité, 

l’humanité a vite compris l’utilité de ces fluides pour diagnostiquer des états et des 

pathologies. Il y a 6000 ans, la civilisation babylonienne inspectait déjà les urines (Haber, 

1988). De plus, dans un papyrus daté de 1550 ans avant JC et découvert dans un tombeau au 

sud de l’Egypte par Georg Ebers, se trouve une description de la polyurie. Puis 700 ans avant 

notre ère, Hesy-Ra un physicien de la IIIème dynastie égyptienne décrit une nouvelle fois cette 

pathologie. D’autres médecins égyptiens auraient été capables de diagnostiquer une 

grossesse par l’étude des urines. Ils pensaient que l’urine des femmes enceinte rouillait les 

ongles, changeait la couleur des feuilles ou abritait des créatures vivantes (Haber, 1988). En 

Inde et dans la Chine antique, environ 2500 et 1800 ans respectivement avant notre ère, il 

était reconnu que le goût de l’urine pouvait être un marqueur important lors du diagnostic du 

diabète (Tattersall, 2017). Au Xème siècle, dans le monde Arabe, Al-Râzî et Avicenne 

développent l’uroscopie. Cette science permettait de diagnostiquer une dizaine de 

pathologies en observant les propriétés de l’urine  : son odeur, sa couleur, sa viscosité et son 

goût. Leurs observations permirent à Isaac Israëli et au Byzantin Théophile  au Xème siècle, 

d’écrire des traités ayant un impact important sur la médecine occidentale (Moulinier-Brogi, 

2016). Le concept de métabolisme est apparu au XIIIème siècle, mentionné par Ibn al-Nafis 

comme « le corps et ses parties sont dans un état perpétuel de dissolution et de 

reconstitution, de sorte qu’ils subissent inévitablement un changement permanent » (van der 

Greef et al., 2013). Au XVIIème siècle, Santorio, à l’aide d’une balance de son invention sur 

laquelle il mangeait, travaillait et dormait régulièrement, mesura pendant 30 ans sa masse 

corporelle ainsi que ses excrétions solides et liquides. Il observa notamment que la masse qu’il 

ingérait, sous forme de nourriture solide ou liquide était supérieure à celle de ses rejets, sous 

forme d’excrément et d’urine, le tout sans que sa masse corporelle n’augmente . Cette perte 

de masse représentait, selon lui, une perte de substance corporelle qu’il appela la 

« transpiration insensible » ou persiration. Santorio publia ses travaux, liant des activités 

journalières et des modifications individuelles, dans son livre Ars de Statica Medicina en 1614, 
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considéré aujourd’hui comme la première étude systématique du métabolisme basal (Bing, 

1971). 

 De nos jours… 

Les changements d’odeurs, de goûts ou de couleurs de l’urine sont reliés à des changements 

de concentration de composés chimiques dans les fluides biologiques. Ces changements de 

concentrations résultent de modifications de voies biochimiques révélant l’état du 

métabolisme. Par exemple, le syndrome des langues bleues, causé par un défaut d’absorption 

du tryptophane induit la coloration des urines ainsi que de la langue en bleu (Nyhan, 2010) ou 

encore comme cité précédemment, l’urine d’un sujet diabétique contenant du glucose. 

De nos jours, l‘étude des bio-fluides est toujours d’actualité  mais les techniques d’études ont 

changé. Par exemple, de nouvelles technologies ont permis au XXème siècle de développer des 

approches globales pour étudier les systèmes complexes dans leur ensemble : les 

« omiques ». Ces approches peuvent être classées en différents groupes : la génomique, la 

transcriptomique, la protéomique et la métabolomique. Ces « omiques » ont comme but 

respectif de caractériser les gènes, les acides ribonucléiques (ARN) messagers, les protéines 

et les métabolites dans un échantillon biologique de manière non-ciblée et non-biaisée 

(Horgan and Kenny, 2011). L’intégration de ces techniques constitue un domaine de recherche 

à part entière : la biologie des systèmes (Figure 12).  

La métabolomique telle que définie par Fiehn et al. (Fiehn, 2002), correspond à l’identification 

et à la quantification exhaustive et non sélective de tous les métabolites d’un système 

biologique. Elle permet d’observer les mécanismes biochimiques régulants le métabolisme, 

comme par exemple dans le cas du diabète les prédispositions génétiques (Herder and Roden, 

2011; Langenberg and Lotta, 2018), les modifications de transcrits (Jenkinson et al., 2016; Yang 

et al., 2020) ou de régulations des protéines (Rao et al., 2009). La métabolomique est souvent 

considérée comme apportant une information plus fonctionnelle que les autres «  omique » 

(Sumner et al., 2003), poussant certaines personnes à se demander si elle n’est pas «  La 

meilleure « omique » de toutes ? » (Ryan and Robards, 2006). 
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Figure 12 : La biologie des systèmes est l’intégration des 4 « omiques » : Génomique, Transcriptomique, 
Protéomique et Métabolomique.  
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Le développement de la métabolomique a commencé grâce à la spectrométrie de masse, qui 

est utilisée depuis les années 1970 pour quantifier des métabolites comme des acides aminés, 

des glucides ou d’autres intermédiaires métaboliques (Devaux et al., 1971; Horning and 

Horning, 1971; Thompson and Markey, 1975). Dans les années 1980, l’utilisation de la 

résonance magnétique nucléaire a fait son entrée dans le domaine médical avec des 

applications pour l’étude de profils métaboliques d’urine (Bales et al., 1984) ou de sérum et 

plasma de patients diabétiques (Nicholson et al., 1984). Pendant une dizaine d’années les 

publications au sujet de profilages métaboliques oscillent entre 1 et 12 publications par an. À 

la fin des années 1990 les outils d’analyse informatique, le développement d’analyses 

statistiques multivariées (Fonville et al., 2010), l’avènement du séquençage ADN et de la 

génomique fonctionnelle, ont créé un environnement favorable pour le développement de la 

métabolomique (Nicholson et al., 1999). La grande diversité de métabolites à étudier, estimée 

aujourd’hui de 10 000 à 100 000 métabolites dans les cellules de mammifères en culture (Dias 

et al., 2016; Kell, 2004), environ 100 000 pour le corps humain (Markley et al., 2017) et jusqu’à 

200 000 dans le groupe des plantes (Fiehn, 2002), a entrainé le développement de 

nombreuses techniques d’identification des métabolites.  

Depuis les années 2000, le nombre d’études publiées sur la métabolomique a augmenté de 

façon exponentielle. Celles-ci se basent principalement sur deux techniques, la spectrométrie 

de masse et la résonance magnétique nucléaire (Figure 13). La spectrométrie de masse est 

majoritairement utilisée par rapport à la résonance magnétique nucléaire mais en réalité les 

limites de chacune de ces techniques tendent à les rendre plus complémentaires que 

concurrentes (Durand et al., 2010). 

III. A. 1.2 Les approches analytiques en métabolomique 

Différentes approches sont utilisées lors des études métabolomique s. Elles se caractérisent 

en 3 différentes catégories qui diffèrent par leur qualité et par le nombre de métabolites 

détectés ou d’intérêt : l’analyse de métabolites cibles, l’analyse de profil métabolique et 

l’analyse d’empreinte métabolique (Courant et al., 2014). L’analyse de métabolite(s) cible(s) 

se concentre sur la détection et la quantification précise d’un seul, ou d’un petit nombre de 

métabolites d’intérêt. L’analyse de profil métabolique s’intéresse à l’analyse d’un groupe de 

métabolites, appartenant à une voie métabolique ou une famille de métabolite. Cette 
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approche est basée sur une hypothèse de travail limitant le nombre de métabolites d’intérêts. 

L’analyse d’empreinte métabolique est utilisée pour comparer l’ensemble des métabolites 

retrouvés dans un échantillon biologique : les métabolomes complets, afin de trouver les 

paramètres modifiés par les facteurs étudiés. Cette approche n’est pas basée sur une 

hypothèse et peut-être utilisée comme outil d’investigation ou de diagnostic. Le désavantage 

de cette technique est la nécessité d’identifier parfois un grand nombre de métabolites à 

postériori, pouvant s’avérer difficile voire impossible. 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Nombre de publications de 2001 à 2019 concernant la métabolomique utilisant la spectrométrie 
de masse et la résonance magnétique nucléaire. 
Chiffres obtenus par la recherche sur NCBI en utilisant les formules suivantes : (((metabolomic) OR 
(metabolomics)) AND ((mass spectrometry) OR (MS))) ; (((metabolomic) OR (metabolomics)) AND ((Nuclear 
Magnetic resonance) OR (NMR))) 
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III. A. 2 L’identification et la quantification des métabolites en métabolomique 

III. A. 2.1 La spectrométrie de masse (MS) 

Cette méthode est utilisée pour étudier des altérations de voies métaboliques par des drogues 

et par un grand nombre de maladies (Gowda and Djukovic, 2014). Ainsi, de nombreux cancers 

(Abbassi-Ghadi et al., 2013; O’Connell, 2012; Trock, 2011; Williams et al., 2013) , des maladies 

cardiovasculaires (Rhee and Gerszten, 2012; Shah et al., 2012) et rénales (Weiss and Kim, 

2011), des biomarqueurs métaboliques d’erreurs innées du métabolisme (Mamas et al., 

2011), des effets nutritifs (Scalbert et al., 2009) et toxicologiques (Robertson et al., 2011) ont 

pu déjà être étudiés et de nouvelles études paraissent maintenant quotidiennement.  

 Bases de la MS 

La MS repose sur la mesure du rapport m/z des différentes espèces chimiques , où m 

représente la masse et z la valence (le nombre de charge) des ions détectés (Alseekh et al., 

2021). Son utilisation en métabolomique permet d’obtenir des spectres de masse où 

l’abondance relative des ions est représentée en fonction de leurs les rapports m/z. Le 

spectromètre de masse se compose de trois parties : une source d’ionisation (la plupart du 

temps combinée au système d’introduction de l’échantillon), un analyseur et un détecteur 

incluant le système de traitement (Figure 14A). Il existe différentes manières d’introduire 

l’échantillon dans la source d’ionisation. La méthode dite directe consiste à introduire 

directement l’échantillon dans le spectromètre de masse. Il est aussi possible d’utiliser des 

méthodes séparatives, comme la chromatographie en phase gazeuse (GC) ou liquide (LC), qui 

couplées à un spectromètre de masse donnent la GC/MS et la LC/MS. Les chromatographies 

permettent de simplifier la composition de l’échantillon en ajoutant une dimension aux 

résultats : le temps de rétention dans la colonne de chromatographie. A la sortie du 

chromatographe, une source ionisante vaporise et ionise les molécules de l’échantillon. Il 

existe plusieurs types de sources ionisantes en fonction du résultat recherché et des molécules 

à analyser (Alseekh et al., 2021). Un analyseur est constitué de champs électriques et 

magnétiques appliquant des forces sur les particules qui le traversent. Cela conduit à modifier 

la vitesse et la direction des espèces ionisées permettant leur séparation en fonction leurs 

rapports m/z. Les ions lourds seront moins déviés par l’analyseur que les ions légers. Différents 



 

88 

 

analyseurs existent et reposent sur des technologies différentes, offrant des résolutions et 

propriétés différentes (Hu et al., 2005; Wolff and Stephens, 1953). Il est possible de coupler 

différents analyseurs. Finalement, un détecteur permet de détecter les signaux et de les 

amplifier pour permettre à une interface informatique de les traiter (figure 14A). Au final, un 

spectre du ratio m/z est obtenu si l’échantillon est introduit directement et un 

chromatogramme est obtenu si une séparation sur colonne de chromatographie est 

effectuée. Ce chromatogramme présentera l’intensité enregistrée par le spectromètre en 

fonction du temps de rétention. Pour chaque signal détecté, un spectre correspondant au 

ratio m/z est enregistré. Ces chromatogrammes ont l’avantage de pouvoir augmenter la 

résolution de la MS (Figure 14B). 

L‘intensité d’un pic de MS est reliée à l’abondance de la molécule ionisée. Il est donc possible 

de quantifier les métabolites en mesurant la surface des pics correspondants. L’intensité de 

ces signaux n’est cependant pas directement corrélée aux concentrations absolues des 

métabolites dans l’échantillon analysé. Cette particularité est due aux différentes efficacités 

d’ionisations en fonction des métabolites présents dans les échantillons (Alseekh et al., 2021). 

Cette particularité fait de la MS une technique semi-quantitative. Il est néanmoins possible de 

comparer plusieurs chromatogrammes entres eux pour obtenir des quantifications relatives 

des différents métabolites. 

 Les avantages et limites de la MS 

Le principal avantage de la MS est sa très grande sensibilité, de l’ordre du nanomolaire  

(Scalbert et al., 2014) permettant de détecter un nombre très important de métabolites. Cette 

particularité en fait une technique de choix pour les analyses métabolomiques non ciblées. Un 

autre avantage est la quantité d’échantillon nécessaire à la MS, de l’ordre d’une dizaine de 

microlitres. Finalement, la MS est aussi une technique rapide permettant d’analyser un 

échantillon en quelques secondes lors d’une analyse directe. L’utilisation de techniques 

séparatives rallonge très significativement le temps d’analyse de l’échantillon de l’ordre de la 

dizaine de minutes mais permet une acquisition plus résolutive.  
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Figure 14 : Les grandes étapes de la spectrométrie de masse (MS). 
A) La MS implique différentes étapes une fois l’échantillon obtenu  : la séparation sur une colonne 
(chromatographie) GC ou LS, l’ionisation des métabolites en utilisant une source d’ions, leur séparation par 
un analyseur de mass en fonction de leur ratio m/z et leur détection. B) Représentation schématique de 
l’architecture 3D d’un chromatogramme obtenu par LC-MS. 
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Cependant, la nécessité d’ioniser les composés représente une limite  et certains composés 

non ionisables ne sont pas étudiables par MS. Les molécules ayant un ratio m/v identique, ne 

peuvent être différenciés que sous formes fragmentées par certaines techniques de MS. De 

plus, la variabilité systématique due par exemple à l’étape d’ionisation est un lourd handicap 

de la MS. La faible reproductibilité de cette étape entre deux analyses avec un même appareil 

mais aussi la confrontation d’analyses par différents appareils de mesures  est un enjeu 

analytique. Il est néanmoins possible d’ajouter des contrôles, par exemple constitués d’un 

mélange de différents métabolites référents qui sont injectés avant, pendant et après 

l’acquisition de l’échantillon d’intérêt pour permettre la caractérisation de la variance totale 

associée au spectromètre (Sangster et al., 2006). Il est aussi possible d’utiliser un échantillon 

contrôle entre différentes acquisitions en vue de corriger le signal (Dunn et al., 2011). Malgré 

tout, ces contrôles ne permettent pas d’étudier certains métabolites qui cessent d’être 

générés à la suite de variations de la source d’ionisation. De plus, la reproductibilité entre 

différents laboratoires et plateformes d’analyses est un défi majeur. Un autre désavantage de 

cette technique repose sur ses résultats semi-quantitatifs. Pour résoudre ce problème de 

quantification, il est tout de même possible d’utiliser des standards isotopiques internes , avec 

des méthodes de quantifications ciblées. C’est-à-dire ajouter à l’échantillon des métabolites 

avec une structure similaire aux métabolites à quantifier avec une concentration connue, 

permettant une normalisation des signaux. Le coût élevé, l’indisponibilité de certains 

composés ou encore la large diversité des métabolites à doser sont des limites majeures à la 

quantification absolue d’un grand nombre de composés par MS. Finalement, la plupart des 

métabolites détectés en MS ne sont pas identifiés (estimé à 70% en 2014) (Courant et al., 

2014; Leggett et al., 2019) limitant l’interprétation biologique.  

III. A. 2.2 La résonance magnétique nucléaire (RMN) 

 Le principe de la RMN 

L’acquisition des spectres de RMN est une approche de choix pour l’étude des métabolites 

présents dans un échantillon biologique. En métabolomique par RMN, l’acquisition de 

spectres 1H est la plus commune au vu de la forte présence des atomes d’hydrogène (H) dans 

les métabolites et par son abondance isotopique proche de l’unité. Les autres noyaux 

détectables par RMN et présents dans les métabolites sont le carbone 13 (13C) et phosphore 



 

91 

 

31 (31P), mais leur abondance isotopique naturelle limite leur seuil de détection et donc leur 

utilisation en routine. 

Les spectres 1H 1D obtenus sur des échantillons biologiques montrent un très grand nombre 

de pics. De par leurs positions sur le spectre (déplacement chimique), et leurs multiplicités, 

les signaux RMN contiennent des informations sur la structure des molécules et permettent 

leur identification (Dona et al., 2016). L’attribution des signaux et l’identification des 

métabolites sont réalisées à l’aide de spectres à deux dimensions (1H/1H et 1H/13C) acquis sur 

des échantillons représentatifs. Les signaux des expériences 1D et 2D sont comparés à des 

banques de données contenant des spectres de références de métabolites connus (Wishart et 

al., 2018). Un exemple de spectre annoté est représenté ci-après en figure 15B. 

La RMN est une technique intrinsèquement quantitative et certaines séquences RMN 

permettent une quantification absolue des métabolites ( 1H Nuclear Overhauser Effect 

SpectroscopY (NOESY)). La concentration d’un métabolite est alors obtenue en comparant 

l’intégration de son signal avec celle d’un métabolite de concentration connue obtenue dans 

les mêmes conditions (Jung et al., 2016; Markley et al., 2017). La quantification des 

métabolites d’un même spectre 1H NOESY est effectuée en intégrant les signaux assez résolus 

ou en utilisant des logiciels dédiés (Lipfert et al., 2019; Nagana Gowda and Raftery, 2019; 

O’Shea and Misra, 2020). La séquence 1H Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) est aussi très 

utilisée pour réduire le signal provenant de grosses molécules comme les lipides ou les 

protéines et gênant l’analyse des spectres dans les échantillons biologiques (Emwas et al., 

2019; Kostidis et al., 2017; Wallmeier et al., 2017). Néanmoins, la quantification des 

métabolites à partir des expériences CPMG perd son aspect absolu.  Sur les spectres 1H CPMG, 

l’intensité des signaux dépend de propriétés de relaxation spécifiques à chaque métabolite, il 

est donc possible de comparer l’intensité de signaux d’un même métabolite sur plusieurs 

conditions mais pas de la comparer à celle d’un métabolite différent en effectuant des 

procédures équivalentes à la quantification absolue (Wallmeier et al., 2017). 
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 Les avantages et limites de la RMN appliquée à la métabolomique 

La métabolomique par RMN permet la quantification absolue de métabolites à partir du 

moment où l’on utilise un standard de concentration connue sur un spectre unidimensionnel 

(Jung et al., 2016; Markley et al., 2017). De plus la RMN est une technique non destructive 

nécessitant peu de préparation de l’échantillon b iologique. Celui-ci peut être récupéré et 

réutilisé après une analyse métabolomique par RMN. Finalement, la robustesse de cette 

technique lui confère une grande reproductibilité, permettant la comparaison de résultats 

entre différentes plateformes d’analyses et même entre instruments différents (Bingol and 

Brüschweiler, 2015). Cette caractéristique est un grand avantage lorsque l’on veut acquérir et 

comparer des spectres dans différents centres de recherche comme cela a été le cas lors de 

mon travail de thèse. 

Cependant, la métabolomique par RMN reste limitée par sa faible sensibilité réduisant la 

détection aux métabolites dont la concentration est supérieure au micro molaire (Pan and 

Raftery, 2007). De plus, ce manque de sensibilité est renforcé parfois par le manque de 

résolution conduisant au chevauchement des pics RMN de différents métabolites, empêchant 

l’utilisation de certains signaux pour quantifier le métabolite associé. De nos jours, les limites 

liées à la sensibilité de la RMN tendent à être repoussées par l’utilisation de spectromètres 

RMN à très hauts champs (Dinclaux et al., 2020) et l’utilisation de cryosondes (Griffin et al., 

2003) réduisant le bruit thermique causé par les circuits électroniques du spectromètre. De 

plus le développement de la technique d’hyperpolarisation dynamique nucléaire ouvre de 

nouvelles perspectives pour dépasser ce problème de sensibilité de la RMN (Dumez et al., 

2015; Jannin et al., 2019; Markley et al., 2017). 

III. A. 2.3 Pourquoi la RMN est la technique la plus adaptée à notre étude ? 

RMN et MS possèdent chacunes des atouts et des faiblesses et sont capables d’identifier des 

signatures métaboliques dans des échantillons complexes (Bingol, 2018; Pan and Raftery, 

2007). Certaines études cherchent à combiner des résultats de RMN et MS permettant 

d’identifier de nouveaux composés tout en discriminant de nouveaux biomarqueurs associés 

par exemple à une pathologie (Marshall and Powers, 2017). De plus, le choix de la méthode 

peut être fait en fonction de la visée de l’étude  : détection de biomarqueurs, quantification 
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absolue, reproductibilité qui peuvent être autant de caractéristiques à prendre en compte lors 

de ce choix méthodologique. Malgré tout, l’accessibilité aux plateformes analytique s, 

l’expertise méthodologique et technologique de ses utilisateurs sont aussi des paramètres 

importants dans le choix de la méthode à utiliser. 

La RMN a été choisie pour l’analyse métabolique au cours de cette thèse pour sa robustesse, 

son aspect quantitatif et le type de métabolite d’intérêt. De plus, lors de ma formation j ’ai été 

un utilisateur régulier de cette technique. Les analyses métaboliques par RMN sont expliquées 

plus en détail ci-après. 

III. A. 2.4 Les différentes étapes lors d’une analyse métabolomique par 

RMN du proton 

Pour être en mesure de quantifier les métabolites d’un échantillon, il faut d’abord le préparer, 

acquérir le spectre puis analyser celui-ci. Je vais ici développer les parties que j’ai réalisées au 

cours de ma thèse : la préparation de l’échantillon et le traitement des données.  

 La préparation de l’échantillon biologique 

Les cultures cellulaires génèrent deux types d’information métaboliques  : intra- et extra- 

cellulaire. Les échantillons de milieux extracellulaires sont les plus simples à obtenir, ceux -ci 

ne nécessitent qu’une étape de centrifugation pour supprimer les cellules et débris cellulaires 

contenus dans les surnageants. Les échantillons intracellulaires eux au contraire disposent de 

plusieurs protocoles d’extraction de métabolites en fonction de l’objet d’étude (Beckonert et 

al., 2007; Martineau et al., 2011; Mili et al., 2020; Muschet et al., 2016) (Figure 15A). Les 

étapes critiques de ces protocoles sont le rinçage des cellules, l’arrêt du métabolisme dans les 

échantillons et l’extraction des métabolites. Le rinçage des cellules est une étape importante 

permettant l’élimination des métabolites extracellulaires. Cette étape doit être la plus rapide 

possible afin d’avoir le moins d’impact possible sur la concentration des métabolites 

intracellulaires après l’élimination du surnageant (Mili et al., 2020). Ensuite, l’étape d’arrêt du 

métabolisme de l’échantillon permet de désactiver les enzymes pour figer la concentration 

des métabolites (Mili et al., 2020). L’étape d’extraction des métabolites permet de les séparer 

d’autres composés cellulaires affectant la qualité des spectres RMN comme les protéines, les 
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lipides et les acides nucléiques. En effet, la présence de ces composants dans l’échantillon 

RMN va induire des perturbations de la ligne de base, compliquant la quantification des 

métabolites (Wallmeier et al., 2017). 

L’utilisation d’une extraction liquide monophasique est la plupart du temps suffisante pour 

éliminer la plupart des macromolécules comme les protéines ou les acides nucléiques (Mili et 

al., 2020). Le méthanol permettant d’extraire les métabolites polaires et la centrifugation 

précipitant les macromolécules comme j‘ai pu le réaliser au cours de cette étude (Rautureau 

et al., 2021). L’ajout d’une étape de séparation entre les composés hydrophiles et 

hydrophobes est aussi possible par l’ajout de chloroforme et d’eau. Celle -ci permet d’éliminer 

les lipides en plus des protéines et acides nucléiques de la phase d’extraction (Beckonert et 

al., 2007). 

Une fois extrait, il est important de conserver les échantillons dans de bonnes conditions tout 

au long du processus jusqu’à l’acquisition des spectres afin d’éviter des réactions entre 

métabolites ou encore leur oxydation. De nombreux paramètres sont à prendre en compte 

comme l’état de conservation, la température de stockage avant et au cours de l’acquisition, 

le pH et les tampons (Breier et al., 2014; Fang et al., 2015). Les surnageant de culture et les 

extraits cellulaires sont stables quelques heures à 4°C, quelques semaines à -20°C et quelques 

mois à -80°C (Kirwan et al., 2018). 

Afin de permettre l’acquisition RMN il est nécessaire d’ajouter à l’échantillon  un composé 

deutéré comme de l’eau deutérée (D2O). Le D2O permet au spectromètre de mesurer et 

compenser les variations du champ magnétique liées par exemple à la décharge progressive 

(mais très lente) de l’aimant supraconducteur (Beckonert et al., 2007; Emwas et al., 2015; 

Lauridsen et al., 2007) (Figure 15A). 
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Figure 15 : Les grandes étapes de la résonance magnétique nucléaire (RMN). 
A) La RMN sur des surnageants cellulaire implique un processus très simple. Une fois l’échantillon obtenu, la 
première étape implique de centrifuger l’échantillon pour supprimer les débris cellulaires qui réduiraient la 
qualité de l’échantillon et d’ajouter de l’eau deutérée (D2O) permettant au spectromètre de mesurer et 
compenser les variations du champ magnétique. L’acquisition RMN permet d’obtenir un spectre avec en 
abscisse le déplacement chimique des signaux 1H en fonction de leur intensité. B) Représentation d’un spectre 
RMN sur un échantillon de lysat cellulaire annoté (Panthu et al., 2018). 
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 L’identification et la quantification des métabolites  

Pour quantifier les métabolites présents sur un spectre de RMN, il est nécessaire d’attribuer 

les signaux présents sur celui-ci. L’identification des métabolites est permise grâce l’analyse 

manuelle de spectres obtenus par la combinaison de méthodes de RMN en 2D comme les J-

resolved spectroscopy (JRES), les total correlation spectroscopy (TOCSY) et les heteronuclear 

single quantum coherence (HSQC) (Lutz et al., 1998; Nicholson et al., 1995; Phalaraksh et al., 

1999; Viant, 2003; Yang et al., 2008) sur un échantillon représentatif du système biologique 

que l’on souhaite étudier. Cette étape, dite d’annotation, est réalisée en comparant les 

signaux obtenus avec ces différentes techniques (multiplicité des signaux, constantes de 

couplage et déplacements chimiques) à des bases de données telles que la Human 

Metabolome Database (HMDB) réalisées à partir de spectres de métabolites purs obtenus sur 

un spectromètre similaire à celui utilisé lors de l‘acquisition (Wishart et al., 2018). La principale  

limite à ces banques de données est qu’elles ne sont pas complètes face à l’immensité du 

nombre de métabolites existants. Il est néanmoins possible d’ajouter extemporanément un 

composé connu à un échantillon pour confirmer l’empreinte de ce composé. Cette méthode 

est qualifiée de « spiking ». Cette empreinte, combinant les différents signaux de ce 

métabolite, peut être utilisée afin de repérer les pics correspondant au composé en question 

sur un spectre. Cette technique est utilisée afin d’identifier certains signaux dans des spectres 

RMN mais la méthode la plus utilisée reste la comparaison à des banques de données 

(Balcerczyk et al., 2020; Dona et al., 2016). La Figure 15B représente le type de spectre obtenu 

que j’ai annoté lors de mon stage de M1 (Panthu et al., 2018). 

Une fois les signaux attribués, il est possible de commencer leurs quantifications. Comme 

abordée précédemment, la RMN permet les quantifications relatives et absolues des 

métabolites présents dans l’échantillon. La quantification relative d’un même métabolite 

annoté sur des spectres réalisés dans les mêmes conditions est possible par l’intégration d u 

même pic d’un métabolite sur une série de spectres (Wang et al., 2020). La quantification 

absolue quant à elle nécessite d’ajouter un composant standard de concentration connu dans 

chaque échantillon en amont de son acquisition. Une fois le spectre acquis, il est possible de 

calculer les concentrations absolues des métabolites attribués en utilisant le composant 

standard de concentration connue grâce au logiciel ChenomX (Weljie et al., 2006). Malgré 
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tout, l’ajout d’un composé à une concentration spécifique dans chaque échantillon est une 

source d’erreur supplémentaire. Afin de résoudre ce problème, il est possible d’utiliser la 

méthode Electronic REference To access In vivo Concentrations (ERETIC) (Akoka et al., 1999) . 

Cette méthode nécessite l’ajout d’un échantillon contenant seulement un standard à une 

concentration connu à la bibliothèque d’échantillons. Une fois les spectres acquis, la méthode 

ERETIC permet de créer artificiellement un signal RMN sur tous les spectres à une intensité 

similaire. L’analyse des spectres de la bibliothèque par le logiciel ChenomX pourra être réalisée 

en prenant le signal ERETIC comme référence. Le rapport de toutes les quantifications à la 

concentration connue du métabolite dans l’échantillon standard permet d’obtenir les 

concentrations absolues de tous les métabolites mesurés (Crook and Powers, 2020; Jung et 

al., 2016). 

La normalisation des résultats est un paramètre crucial à l’interprétation des résultats obtenus 

(Bingol, 2018). Pour les surnageants de culture il est important de prendre en compte la 

croissance des cellules si l’on souhaite comparer des conditions différentes. En effet, l’étude 

des surnageants de culture repose sur les quantifications de métabolites entre différents 

temps pour obtenir une consommation ou sécrétion sur un temps donné par une quantité de 

cellules donnée. Dans certaines situations, comme celles décrites dans ma thèse, le milieu de 

culture a un impact sur la prolifération cellulaire. Les réductions du temps et du volume 

expérimental permettent de limiter l’impact de la différence  de vitesse de croissance cellulaire  

tout en amplifiant les variations de métabolites détectables par RMN (Lefevre et al., 2019) . 

Dans le cas des profils métaboliques intracellulaires, les quantifications des métabolites sont 

normalisées par le contenu en ADN, la quantité de protéines ou le nombre de cellules 

(Muschet et al., 2016). C’est cette dernière option qui a été choisie dans le cadre de mes 

travaux de recherche.
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Figure 16 : Les 3 voies métaboliques étudiées au cours de cette thèse sont toutes interconnectées. 
La glycolyse est connectée au cycle du citrate par le pyruvate et à la synthèse de triglycérides par le glycérol, 
le cycle du citrate est lui de plus connecté à la synthèse de lipide de novo par le citrate. ATP : adénosine-
triphosphate, ADP : adénosine diphosphate. 
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PARTIE B Les grandes voies du métabolisme énergétique des 

cellules β et leurs altérations par la glucolipotoxicité 

Le métabolisme a un rôle primordial dans la sécrétion d’insuline de la cellule β (Henquin, 2011; 

Spégel and Mulder, 2020). Trois voies métaboliques reliées entre elles permettent aux cellules 

de détecter le glucose et de générer des cofacteurs à l’origine du potentiel d’action impliqué 

dans la sécrétion d’insuline  : la glycolyse, le cycle des acides tricarboxyliques (ou cycle du 

citrate) et la lipogénèse de novo. Ces trois voies métaboliques sont reliées entre elles par 

différents métabolites clés (figure 16). Des études de métabolomiques sur des souris 

diabétiques ou suite à 48h de glucotoxicité sur des extraits de cellules INS-1 ont permis de 

mettre en évidence un dérèglement de différentes étapes de la glycolyse , du cycle du citrate  

ainsi que de la lipogénèse, potentiellement impliquées dans la détection de glucose et la 

sécrétion d’insuline (Fernandez et al., 2008; Haythorne et al., 2019). 

Afin de mieux comprendre comment ces voies métaboliques interagissent entre elles pour 

permettre la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, nous suivrons le chemin que 

prennent les carbones du glucose à travers la glycolyse, le cycle du citrate et la lipogénèse de 

novo. Les altérations du diabète par la gluco- et/ou lipotoxicité sur ces voies métaboliques 

seront ensuite développées. 

III. B. 1 L’entrée du glucose dans la cellule  

L’entrée du glucose dans les cellules β est la première étape essentielle à la sécrétion 

d’insuline. Cette fonction est assurée par les transporteurs du glucose de la famille GLUT 

(Berger and Zdzieblo, 2020). Le contrôle de l’entrée du glucose dans le métabolisme est capital 

pour la fonction endocrine des cellules β. Selon l’espèce, le type de transporteur exprimé 

diffère. Nous allons voir le cas dans le modèle murin, puis le modèle humain.  

Dans les cellules β de rongeurs, l’entrée du glucose est assurée par le transporteur GLUT2 avec 

un Km d’environ 15-20 mmol/L (Heimberg et al., 1995; Johnson et al., 1990). Cette 

caractéristique induit l’équilibration du glucose extracellulaire et intracellulaire permettant 

aux cellules β de capter rapidement une augmentation du glucose circulant (Bell 1993). 

L’inactivation du gène glut2 dans un modèle murin induit une diminution de la filtration rénale 
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du glucose et de la concentration d’insuline dans le plasma (Guillam et al., 1997). De plus, les 

pancréas isolés de ces souris knockout pour glut2 ne répondent pas correctement au GSIS 

alors que la réponse à différents métabolites de la glycolyse, comme le D-glycéraldéhyde, est 

maintenue (Guillam et al., 2000, 1997). Ces observations permettent de mettre en évidence 

l’importance de l’entrée du glucose dans la cellule permise par GLUT2 dans les cellules  β de 

rongeurs lors du GSIS (McCulloch et al., 2011). 

Dans les cellules β humaines, le rôle des GLUTs est controversé. Certaines études montrent 

que GLUT2 est présent dans des îlots d’humains adultes (Ferrer et al., 1995) confortant des 

études cliniques mettant en avant un défaut de GLUT2 comme responsable de diabètes 

gestationnels et néonataux (Sansbury et al., 2012). Ces études suggèrent que GLUT2 est 

nécessaire à la fonction des cellules β. D’autres études discutent l’expression de GLUT2 dans 

les îlots humains (De Vos et al., 1995) appuyant de récentes études démontrant que 

l’expression de SLC2A1 (transcrit du gène codant pour GLUT1) est supérieure à celle de SLC2A2 

(transcrit du gène codant pour GLUT2) dans les cellules β humaines, précisant une forte 

hétérogénéité dans l’expression de SLC2A2 (Saponaro et al., 2020). Malgré ces observations 

contradictoires au sujet de GLUT2, certaines études proposent GLUT1 et GLUT3 jouant le rôle 

majeur de transporteur de glucose dans les cellules β humaines (Coppieters et al., 2011; De 

Vos et al., 1995; Gunton et al., 2005; McCulloch et al., 2011). Cependant, les faibles constantes 

d’activité (Km), représentant la concentration en glucose pour laquelle la vitesse initiale de la 

réaction enzymatique est à la moitié de la vitesse initiale maximale (Vmax), de GLUT1 et GLUT3 

induisent une Vmax de ces transporteurs lorsque le glucose circulant atteint 4-6 mmol/L. De 

ce fait, l’augmentation de la concentration sanguine de glucose (de 5 à 20 mmol/L) ne devrait, 

en théorie, pas conduire à une augmentation massive de l’entrée de glucose dans la cellule β 

grâce à l’expression de GLUT1 et GLUT3. Finalement il n’existe aujourd’hui pas encore de  

consensus à ce propos et nous pouvons émettre l’hypothèse que GLUT1 et GLUT3 sont 

exprimés dans les cellules β mais joueraient un rôle mineur par rapport à GLUT2. 
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Figure 17 : La glycolyse est une voie catabolique de réduction du glucose en pyruvate. 
Cette voie métabolique à un rendement de production d’énergie faible, réduisant 2 NAD+ et renouvellant 2 
ATP par molécule de glucose dégradée. ● : carbone, ATP : adénosine-triphosphate, ADP : adénosine 
diphosphate, GTP : guanosine triphosphate, GDP : guanosine diphosphate, Pi : phosphate inorganique, NAD+ : 
nicotinamide adénine dinucléotide, NADH,H+ : nicotinamide adénine dinucléotide réduit, HK : hexokinase, 
G6PI : glucose-6-phosphate isomérase, FK : fructokinase, PFK : phosphofructokinase, ALD : fructose-
bisphosphate aldolase, TPI : triose-phosphate isomérase, GAPDH glycéraldéhyde-3-phosphate 
déshydrogénase, PGK : phosphoglycérate kinase, PGM : phosphoglycérate mutase, ENO : énolase, PK : 
pyruvate kinase, ALAT : alanine transaminase, LDH : lactate déshydrogénase, G3PDH : glycérol-3-phosohate 
déshydrogénases, GK : glycérolkinase. 
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III. B. 2 La glycolyse, point d’entrée du glucose dans le catabolisme  

Une fois entré dans la cellule, le glucose subit une succession de dix étapes de dégradation 

médiées par des enzymes, cette voie métabolique est appelée glycolyse (Kumari, 2018). Dans 

la majorité des cellules, la glycolyse est régulée au niveau de 3 différentes étapes (Chaudhry 

and Varacallo, 2021). Dans le cas des cellules β, ces étapes sont débridées, permettant de 

maximiser le flux de carbones du glucose vers le métabolisme mitochondrial (Schuit et al., 

1997). Des études utilisant du glucose marqué au carbone 14 sur des cellules β ont mis en 

évidence que plus de 90% du glucose consommé par ces cellules est intégralement dégradé 

au cours de la glycolyse laissant moins de 10% pour des voies branchées à cette voie 

métabolique telles que les voies de la synthèse du glycogène ou des pentoses phosphates 

(MacDonald, 1993a; Schuit et al., 1997). La glycolyse et différentes voies métaboliques 

branchées sont représentées en figure 17. 

III. B. 2.1 La glycolyse dans les cellules β 

La première étape de la glycolyse est irréversible en conditions physiologiques. Celle -ci 

consiste à phosphoryler le glucose en glucose-6-phosphate (G6P) grâce à une hexokinase. Les 

mammifères possèdent 4 isoformes d’hexokinase avec différentes  propriétés. Une étude a 

mis en évidence que 75% des ARNm d’hexokinase exprimés par les cellules β des îlots 

pancréatiques de souris et les Min6 sont des ARNm de l’hexokinase 4, aussi appelée 

glucokinase (GCK) comparé à sa très faible représentation dans les autres tissus, à l’exception 

du foie (Quintens et al., 2008). Cette observation peut s’expliquer par les propriétés 

spécifiques de cette isoenzyme. En effet, les hexokinases 1, 2 et 3 ont des faibles constantes 

de Michaelis (Km) et une grande affinité pour le glucose, atteignant leur vitesse initiale  

maximale (Vmax) à de faibles concentrations de glucose (Van Schaftingen, 1993; Wilson, 

2003). Plus le Km d’une enzyme, représentant la concentration de substrat pour laquelle la 

vitesse initiale de l’enzyme est à la moitié de sa Vmax, est élevée et plus cette enzyme aura 

une activité importante et transformera vite son ou ses substrat(s) en produit(s).  La GCK a un 

Km d’environ 5,1mM dans les îlots pancréatiques humain (Bedoya et al., 1986) et de 14,5mM 

dans les îlots pancréatiques de rat (Bedoya et al., 1986, 1985). Cette concentration est dans 

l’échelle de concentration physiologique de glucose dans le sang (Lenzen et al., 1987). Cette 
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propriété permet à l’enzyme d’atteindre sa Vmax aux alentours de 10 à 30mM de glucose 

circulant selon l’espèce, donc n’étant pas limitante à des concentrations physiologiques de 

glucose. La glucokinase a donc une vitesse s’adaptant à la concentration de glucose dans le 

cytoplasme permettant à la cellule β d’adapter la vitesse d’entrée de carbone dans la 

glycolyse. De manière intéressante, le Km de la glucokinase pour le glucose est plus faible que 

celui des transporteurs faisant de cette étape une étape limitante pour la captation ou la 

détection du glucose par la cellule β à des concentrations de glucose supraphysiologiques. 

La glycolyse possède d’autres points de contrôles importants pour la sécrétion d’insuline en 

réponse au glucose. La phosphofructokinase-1 (PFK-1), une enzyme glycolytique convertissant 

le fructose-6-phosphate en fructose-1,6-bisphosphate (Goldhammer and Paradies, 1979), est 

connue depuis une trentaine d’années comme étant un de ces points de contrôle (Dunaway 

et al., 1988). L’implication de cette enzyme dans la sécrétion d’insuline des cellules β est peu 

étudiée mais sa position dans la glycolyse et sa déficience chez des patient causant un défaut 

de sécrétion d’insuline mènent certaines équipes de recherche à émettre l’hypothèse que la 

PFK-1 joue un rôle nécessaire à la sécrétion d’insuline (Randle, 1993; Ristow et al., 1997). La 

diminution de l’expression de cette enzyme diminue la sécrétion d’insuline en réponse au 

glucose chez la souris (Richard et al., 2007). La PFK-1 voit son activité diminuée par l’ATP et le 

citrate (Kemp and Gunasekera, 2002; Parmeggiani and Bowman, 1963; Sola et al., 1994; 

Underwood and Newsholme, 1965) permettant comme nous le verrons plus tard, la 

communication entre la mitochondrie et la glycolyse. 

La pyruvate kinase (PK) est un autre point de contrôle de la glycolyse lié à la sécrétion 

d’insuline des cellules β en réponse au glucose. Récemment, cette enzyme a été décrite 

comme ayant aussi un autre rôle que la simple conversion du phosphoénolpyruvate (PEP) en 

pyruvate. En effet, elle catalyse la formation d’un ATP à partir d’un ADP et cette réaction 

jouerait un rôle dans la balance ATP/ADP permettant la sécrétion d’insuline (Lewandowski et 

al., 2020) par le biais d’un cycle nécessitant la PK et la phosphoénolpyruvate carboxykinase 2, 

mitochondriale (PCK2), détaillée plus loin (Stark et al., 2009). 

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme permettant la conversion du pyruvate en 

lactate. Cette enzyme est normalement utilisée dans la glycolyse anaérobie afin de réoxyder 

le NADH,H+, un cofacteur de la glycolyse, en NAD+. Cependant les gènes de la lactate 
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déshydrogénase et du transporteur du lactate sont beaucoup moins exprimés dans les cellules 

β ainsi que dans des îlots pancréatiques de souris comparés à la majorité des autres tissus 

(Pullen et al., 2010; Quintens et al., 2008; Sekine et al., 1994). De plus, la régulation de son 

expression dans les cellules β semble nécessaire à la sécrétion régulée d’insuline en réponse 

au glucose (Alcazar et al., 2000). Une des explications à ces observations serait de diriger le 

flux de carbones de la glycolyse jusqu’à la mitochondrie afin de transférer un maximum de 

carbones issus du glucose extracellulaire jusqu’au métabolisme mitochondrial (Alcazar et al., 

2000). La glycolyse étant une voie métabolique nécessitant beaucoup de réduction de 

cofacteurs, en absence de LDH, la réoxydation des cofacteurs des cellules β est permise par 

les navettes mitochondriales présentées ci-après (Brun and Maechler, 2016). 

La suite de mon exposé se focalise sur les impacts de la glucotoxicité et du diabète sur la 

glycolyse et altérant la sécrétion d’insuline. 

III. B. 2.2 Altération de la glycolyse par la glucotoxicité 

La glycolyse étant impliquée dans la détection du glucose, une augmentation chronique de sa 

concentration induit une adaptation de cette voie métabolique.  En effet, une étude de 

protéomique et transcriptomique sur un modèle de souris diabétiques montre une 

augmentation du transcrit et de l’expression protéique de la plupart des enzymes de la 

glycolyse (Haythorne et al., 2019). Malgré l’augmentation des enzymes impliquées dans cette 

voie métabolique, en condition de glucolipotoxicité, l’utilisation du glucose est réduite 

d’environ 25% (Haythorne et al., 2019) diminuant la capacité des cellules β dans ces conditions 

de répondre efficacement à une stimulation au glucose. Malinowski et al. ont observé par 

RMN hyperpolarisée une accumulation de pyruvate, lactate et alanine dans les premières 

heures de glucotoxicité (Malinowski et al., 2020). Une étude par MS décrit aussi 

l’augmentation significative de la concentration intracellulaire de plusieurs intermédiares 

glycolitiques lors de la glucotoxicité : le glucose, le G6P, le pyruvate et l’alanine (Fernandez et 

al., 2008). Ces deux études ont aussi montré une accumulation de citrate dans les cellules β 

lors de la glucotoxicité (Fernandez et al., 2008; Malinowski et al., 2020). En inhibant l’activité  

de la PFK, le citrate peut en partie expliquer la diminution d’utilisation du glucose  par la 

glycolyse observée dans ces études. L’absence ou l’altération fonctionnelle de la PFK est de 

plus liée à une forte prédisposition au DT2 non insulinodépendant (Ristow et al., 1997; Yaney 
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et al., 1995) appuyant son rôle potentiel dans la diminution de la fonction de la cellule β lors 

du développement de DT2. La diminution de l’activité de la PFK seule n’explique cependant 

pas l’accumulation de pyruvate et d’alanine dans les cellules β pancréatiques lors de la 

glucotoxicité. Une des hypothèses possibles à l’altération de la détection du glucose et à 

l’accumulation d’intermédiaire glycolytique tel que le pyruvate ou l’alanine  est la diminution 

de l’utilisation des métabolites en aval de la glycolyse dès les premières heures de la 

glucotoxicité. C’est ce que nous allons explorer ici en nous intéressant au cycle de l’acide 

citrique. 

III. B. 3 Le cycle de l’acide citrique, une voie métabolique complexe mais 

essentiel à la cellule β 

Le cycle de l’acide citrique ou cycle du citrate a été identifié en 1930 lors des travaux d’Albert 

Szent-Gyorgyi sur le fumarate dans le muscle cardiaque de pigeon, puis finalement décrit en 

1937 par Hans Adolf Krebs et William Arthur Johnson, le nommant initialement «  Cycle de 

Krebs ». Cette découverte a permis tout d’abord à Szent-Gyorgyi en 1937 puis à Krebs et 

Johnson en 1953 de recevoir chacun le prix Nobel de physiologie ou de médecine.  

III. B. 3.1 Le cycle du citrate est une voie catabolique complexe 

Chez les eucaryotes, le cycle du citrate prend place dans la mitochondrie uniquement 

(Martínez-Reyes and Chandel, 2020). Avant de s’intéresser à son implication dans les cellules 

β, cette partie va nous permettre de comprendre cette voie métabolique ainsi que son 

implication dans le métabolisme énergétique. 
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Figure 18 : Le cycle de l’acide citrique est une voie métabolique reliée à la glycolyse, la lipogenèse et la β-
oxydation. 
Cette voie métabolique permet le renouvellement de GTP, la réoxydation d’un grand nombre de cofacteurs 
(NAD+ et FADH). Elle est reliée à la phosphorylation oxydative, qui utilisera les NADH,H+ et FADH2 afin de 
renouveler une grande quantité d’ATP. Les ronds gris sous le nom des métabolites représentent le nombre de 
carbone composant le métabolite. ● : carbone, ATP : adénosine-triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, 
GTP : guanosine triphosphate, GDP : guanosine diphosphate, Pi : phosphate inorganique, NAD+ : nicotinamide 
adénine dinucléotide, NADH,H+ : nicotinamide adénine dinucléotide réduit, FAD : flavine adénine dinucléotide, 
FADH2 : flavine adénine dinucléotide réduite, CoA : Coenzyme A, PDH : pyruvate déshydrogénase, PC : 
pyruvate carboxylase, CS : citrate synthase, ACO : aconitase, IDH : isocitrate déshydrogénase, OGDH : 
oxoglutarate déshydrogénase, SCoAS : succinyl-CoA synthétase, FUM : fumarase, MDH : malate 
déshydrogénase. 
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Le cycle de l’acide citrique est une voie métabolique cyclique composée de huit réactions . Il 

est utilisé pour générer de l’énergie et des cofacteurs utilisables par la phosphorylation 

oxydative à partir de l’oxydation d’acétyl-CoA ou du pyruvate dérivé majoritairement de la 

glycolyse. Une fois le pyruvate entré dans la mitochondrie il peut soit être directement intégré 

au cycle de l’acide citrique par l’intermédiaire de la pyruvate carboxylase (PC) sous forme 

d’oxaloacétate, ou converti en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase (PDH), une enzyme 

catalysant la décarboxylation du pyruvate (Patel and Korotchkina, 2001; Sugden and Holness, 

2011). La β-oxydation des acides gras peut aussi être une source d’acétyl-CoA dans la 

mitochondrie. Le cycle du citrate ainsi que ses laisons avec d’autres voies métaboliques sont 

représentés en figure 18. 

Il est communément admis que le cycle du citrate commence par une réaction combinant 

l’actétyl-CoA (2 carbones) pouvant provenir de différentes voies métaboliques avec une 

molécule d’oxaloacétate (4 carbones) du cycle du citrate pour générer une molécule à 6 

carbones : le citrate. Celui-ci peut sortir de la mitochondrie ou être converti en isocitrate 

pouvant lui aussi quitter la mitochondrie. Puis, deux étapes de décarboxylations oxydatives 

induisent sa conversion en oxoglutarate (5 carbones) par l’isocitrate déshydrogénase (IDH) 

puis en succinyl-CoA (4 carbones) par l’oxoglutarate déshydrogénase (OGDH) induisant la 

formation de deux molécules de CO2 et deux NADH,H+. Le succinyl-CoA est ensuite converti en 

succinate, cette réaction est en plus couplée avec la régénération du GTP à partir de GDP. La 

production du fumarate à partir du succinate permet la réduction du FAD en FADH2. Cette 

réaction est permise par la succinate déshydrogénase, impliquée dans la chaine respiratoire. 

Finalement le fumarate est converti en malate, puis en oxaloacétate réduisant un NAD+ en 

NADH,H+ et permettant un nouveau cycle (Martínez-Reyes and Chandel, 2020) (Figure 18). 

La production d’énergie du cycle de l’acide citrique est permise en partie grâce à la production 

de GTP, pouvant être convertie en ATP, mais surtout grâce à la chaîne respiratoire présentée 

au chapitre I. Celle-ci est formée de quatre complexes (I, II, III et IV) permettant la formation 

d’un gradient de protons grâce à l’oxydation des coenzymes générées par le cycle du citrate 

(NADH,H+ et FADH2) au travers de la membrane interne mitochondriale. Ce gradient entraine 

la formation d’un flux de proton à travers le domaine (F0) de l’ATP -synthase permettant le 

franchissement de la membrane interne mitochondriale depuis l’espace intermembranaire 
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vers la matrice mitochondriale. Ce flux de proton induit la rotation d’une partie du domaine 

(F1) de l’ATP-synthase fournissant l’énergie nécessaire à la phosphorylation d’ADP en ATP. 

Cette réaction est qualifiée de couplage osmo-chimique (Figure 6). Ainsi, grâce à la chaine 

respiratoire, chaque NADH,H+ et FADH2 produit permet l’accumulation d’énergie par le 

gradient de protons. Cette source de production d’ATP est environ 15 fois supérieure à la 

production d’ATP par la glycolyse seule (Rich, 2003), appuyant l’importance de la 

mitochondrie dans l’augmentation du ratio ATP/ADP dans la cellule β lors d’une stimulation 

par le glucose. 

Maintenant que le fonctionnement du cycle est décrit, nous allons voir comment celui-ci 

s’intègre dans le métabolisme de la cellule β pancréatique. 

III. B. 3.2 L’entrée des carbones venant du glucose dans le cycle du citrate 

est nécessaire au GSIS 

La stimulation des cellules β avec différentes sources de carbones à différentes concentrations 

a permis de mettre en évidence que le métabolisme mitochondrial est une étape limitante de 

la sécrétion d’insuline en cas d’excès de substrat (Antinozzi et al., 2002). 

Eto et al. ont mis en évidence des la fin du XXème siècle l’importance de l’ATP dans le GSIS en 

diminuant la régénération d’ATP par la mitochondrie.  En effet, à partir d’un modèle d’îlots 

murins déficients en une enzyme limitante à la navette glycérol phosphate nécessaire à la 

génération de l’ATP : la mitochondrial glycérol 3-phosphate déshydrogénase (mGPDH), et 

l’utilisation d’aminooxyacetate, un inhibiteur de la navette malate aspartate, à permis de 

mettre en évidence l’altération du GSIS par diminution du renouvellement de l’ATP (Eto et al., 

1999). De plus, des études réalisées sur des cellules β où les gènes mitochondriaux encodant 

les sous unités I, III, IV et V de la chaine respiratoires ont été supprimés montrent que la 

sécrétion d’insuline est inhibée bien que l’ATP non mitochondrial permette encore la synthèse 

et le stockage de l’insuline (Noda et al., 2002). Des études utilisants des métabolites activant 

la synthèse d’ATP comme le méthyl-succinate, un composé pouvant passer à travers la 

membrane plasmique, ou le pyruvate ont été réalisées afin de quantifier l’implication de la 

synthèse d’ATP mitochondrial dans la synthèse et la sécrétion d’insuline des cellules β 

pancréatiques. Pour mener à bien ces expériences des îlots pancréatiques de rats transduits 
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avec le transporteur de métabolites monocarboxylés, permettant l’entrée du pyruvate dans 

les cellules β, ont été utilisées. Ces expériences ont permis de placer l’ATP et sa synthèse 

mitochondriale comme nécessaire et suffisante à la sécrétion d’insuline (Ishihara et al., 2003) . 

Il existe une relation étroite entre la glycolyse et le métabolisme mitochondrial des cellules β 

(Malmgren et al., 2009). Dans les cellules β, 80% des carbones issus du glucose sont oxydés, 

ce qui est sensiblement supérieur au ratio d’autres types cellulaires (Heimberg et al., 1993; 

Schuit et al., 1997; Sekine et al., 1994). Le pyruvate, produit final de la glycolyse peut entrer 

dans la mitochondrie via le transporteur mitochondrial du pyruvate (MPC) (Herzig et al., 2012)  

exprimé dans les cellules β (Patterson et al., 2014). L’inhibition d’un des hétérodimères 

formant le MPC dans des lignées de cellules β, des îlots de rats et d’humains ou encore 

l’expression de formes tronquées du MPC dans des souris diminue nt le GSIS (Patterson et al., 

2014; Vigueira et al., 2014). Les souris exprimant un MPC tronqué sont caractérisées par une 

capacité réduite d’oxydation mitochondriale du pyruvate ainsi qu’une hyperglycémie après 

administration orale de glucose. De plus les îlots isolés de ces souris présentent un défaut de 

GSIS sans modification de la réponse au Ca2+ (Vigueira et al., 2014) mettant en avant 

l’importance de l’entrée des carbones dans la mitochondrie lors du GSIS . Ces données 

permettent de conclure qu’Il existe une relation étroite entre la glycolyse et le métabolisme 

mitochondrial des cellules β (Malmgren et al., 2009). Le rôle du transporteur MPC et le 

métabolisme mitochondrial sont donc des acteurs essentiels au GSIS et ainsi à la régulation de 

l’homéostasie glucidique par les cellules β. 

Une fois dans la mitochondrie, le pyruvate est utilisé par la PC ou la PDH. Dans les cellules β, 

la faible conversion du pyruvate en lactate rend le devenir du pyruvate dépendant des 

activités de ces deux enzymes (Sugden and Holness, 2011). La PC est une enzyme ATP-

dépendante catalysant la carboxylation du pyruvate en oxaloacétate (Wallace et al., 1998) . 

Cette réaction permet une intégration directe des carbones du pyruvate dans le cycle du 

citrate. Plusieurs études de fluxomique par RMN 13C suggèrent indirectement que la PC est 

une enzyme importante pour la sécrétion d’insuline des cellules β pancréatiques (Cline et al., 

2004; Lu et al., 2002). De plus, d’autres études utilisant des métabolites marqués au 14C 

mettent en avant que le taux de carboxylation du pyruvate est corrélé avec la quantité 

d’insuline sécrétée par des îlots pancréatiques de rats (MacDonald, 1993a, 1993b). Une autre 
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étude a permis de déterminer que la sécrétion d’insuline était diminuée lors de la réduction 

de l’expression de la PC dans des cellules INS-1 (Xu et al., 2008a). Dans ces mêmes conditions, 

l’activité de la PDH est augmentée, indiquant un possible mécanisme compensatoire lors de 

la sécrétion d’insuline (Xu et al., 2008a). La PDH est la deuxième voie d’entrée du pyruvate 

dans le cycle du citrate. Cette enzyme est inhibée par sa phosphorylation par les pyruvates 

déshydrogénases kinases (PDK), existantes sous quatre isoformes : PDK1-4. Lors d’expérience 

d’extinction de gène codant pour PDK1 dans un modèle INS-1, l’augmentation de l’activité de 

la PDH augmente la quantité de métabolites dans le cycle de l’acide citrique permettant la 

potentialisation du GSIS (Krus et al., 2010). Toutes ces observations positionnent l’entrée de 

carbones provenant de la glycolyse dans le cycle de l’acide citrique comme une étape cruciale  

de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.  

Jusqu’à maintenant nous avons vu l’importance de la régulation de l’entrée des carbones dans 

la mitochondrie et leur insertion dans le cycle de l’acide citrique. Nous allons maintenant nous 

intéresser à leurs implications dans le cycle du citrate et le lien de cette voie métabolique avec 

la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.  

III. B. 3.3 Une régulation fine du cycle de l’acide citrique est nécessaire à 

la sécrétion régulée d’insuline 

De par son importance dans la formation d’énergie dans les cellules eucaryotes, le cycle du 

citrate a plusieurs régulations. Il a été remarqué depuis les années 1950 que la vitesse de 

régénération et d’utilisation de l’ATP ne corrélait pas avec la quantité de ses précurseurs  : ADP 

ou Pi (Devin and Rigoulet, 2007; Hill, 1950). De plus, dans plusieurs types cellulaires, il est 

rapporté que la concentration d’ATP est maintenue à un niveau constant (Balaban, 2006, 

2002; Hill, 1950; Hochachka and McClelland, 1997), impliquant une régulation métabolique 

fine de l’activité des enzymes mitochondriales permettant la régénération optimale de l’ATP 

pour son maintien dans l’équilibre homéostatique  cellulaire. 

 Les oscillations de la quantité des métabolites mitochondriaux 

Il a été remarqué que l’ajout de glucose sur des cellules INS-1 provoquait des oscillations de 

la concentration du citrate (MacDonald et al., 2003). L’ajout de pyruvate sur des 
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mitochondries isolées d’INS-1 ou d’îlots pancréatiques de rats induisent aussi des oscillations 

de la concentration du citrate sécrété par les mitochondries (MacDonald et al., 2003). Ces 

oscillations sont corrélées avec celles d’autres facteurs mitochondriaux tels que l’ATP ou le 

NAD(P) mettant en avant l’importance de cet organite dans la sécrétion d’insuline en réponse 

au glucose (MacDonald et al., 2003). De plus, par son action inhibitrice de la PFK-1 dans la 

glycolyse (Kemp and Gunasekera, 2002, p. 2002; Parmeggiani and Bowman, 1963; Sola et al., 

1994; Underwood and Newsholme, 1965), il est proposé que le citrate sécrété par les 

mitochondries de cellules β pancréatiques joue un rôle de messager synchronisant la glycolyse 

et le métabolisme mitochondrial (MacDonald et al., 2003). Finalement, une autre étude 

démontre que ces oscillations sont à même d’affecter les oscillations calciques permettant la 

sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Deeney et al., 2001). 

 Le Ca2+ joue un rôle primordial dans la régulation du cycle du citrate et la 

chaîne respiratoire en lien avec la sécrétion d’insuline 

Dans les années 1960, la mitochondrie est décrite comme pouvant consommer du Ca2+ 

(Deluca and Engstrom, 1961). Aujourd’hui, le Ca2+ est admis comme jouant un rôle majeur 

dans la régulation du métabolisme menant à la régénération de l’ATP en modulant 

l’homéostasie cellulaire (Balaban, 2009; Cárdenas et al., 2010; Denton et al., 1980; Denton 

and McCormack, 1980; Hansford, 1991; McCormack et al., 1990a). Cette régulation est 

permise grâce à une modulation de la concentration de Ca2+ dans la mitochondrie comme 

l’ont montré différentes études depuis les années 1990 (Duchen, 2000; Ricken et al., 1998; 

Rizzuto et al., 1994; Rizzuto and Pozzan, 2006; Robert et al., 2001; Trollinger et al., 2000) . La 

découverte des uniporteurs calciques mitochondriaux MCU a permis d’expliquer plus 

finement les flux calciques impliqués dans la génération d’ATP (De Stefani et al., 2011; Jm et 

al., 2011). 

Dans notre laboratoire, nous avons étudié les transferts calciques et leur perturbation dans 

les cellules β mais aussi les cellules insulino-sensibles. Comme décrit précédemment, 

Dingreville et al. ont montré que la perturbation de l’homéostasie calcique par la modificat ion 

des MAMs est associée avec la perte de fonction des cellules β pancréatiques (Dingreville et 

al., 2019; Madec et al., 2013). Ces travaux du laboratoire renforcent d’autres études montrant 

l’importance du Ca2+ dans l’activation mitochondriale, la génération d’ATP ainsi que dans la 
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sécrétion d’insuline (Wiederkehr and Wollheim, 2008, 2006). D’autres études ont aussi 

montré que la prolongation du signal mitochondrial du Ca2+ potentialise la sécrétion d’insuline 

en réponse au glucose dans des îlots pancréatiques de rats (Lee et al., 2003). La PDH, l’IDH et 

l’OGDH, trois déshydrogénases impliquées dans le cycle du citrate, ont été étudiées dans 

différents tissus incluant les cellules β. Celles-ci peuvent être stimulées par le Ca2+, induisant 

une augmentation de la respiration et de la production de CO2 (Denton and McCormack, 1990; 

Glancy and Balaban, 2012; Satrústegui et al., 2007). La PDH est régulée de manière indirecte 

par le Ca2+ contrairement à l’IDH et l’OGDH qui voient leurs activités directement régulées par 

le Ca2+ (Rossi et al., 2019) (Figure 19A). Des oscillations calciques mitochondriales observées 

par Tarasov et son équipe en 2013 ainsi que Gilon et son équipe en 2014 sur des îlots de souris 

et des cellules β leurs permettaient d’appuyer l’hypothèse proposée en 2002 par Kennedy et 

son équipe au sujet de l’activation des déshydrogénases mitochondriales par le Ca2+ lors de la 

stimulation au glucose (Gilon et al., 2014; Kennedy et al., 2002; Tarasov et al., 2013). De plus, 

plusieurs enzymes de la chaîne respiratoire ont une activité directement augmentée par le 

Ca2+ mitochondrial. 

Nous allons voir maintenant plus précisément l’effet du Ca2+ sur la PDH, les IDHs 

mitochondriales, l’OGDH et la chaine respiratoire. 

 La régulation indirecte de la PDH par le Ca2+ mitochondrial 

Le statut de phosphorylation de la sous unité E1 de la PDH permet sa régulation. La forme 

non-phosphorylée permet son activation au contraire de sa forme phosphorylée. L’état de 

phosphorylation de l’enzyme est dynamique et peut notamment répondre à la concentration 

en pyruvate, son substrat, dans la mitochondrie (Sale and Randle, 1981, 1980). La 

phosphorylation de cette sous-unité est catalysée par des PDK et sa déphosphorylation par la 

pyruvate déshydrogénase phosphatase (PDP). La PDP est activée par le Ca2+ induisant la 

déphosphorylation de la sous unité E1 de la PDH et donc son activation (Aponte et al., 2009; 

Hopper et al., 2006; Randle et al., 1974). La hausse de la concentration de Ca2+ dans la 

mitochondrie stimule la PDP, augmentant l’activité de la PDH de manière indirecte par le Ca2+ 

(Denton, 2009). A l’inverse, la diminution des transferts calciques du réticulum endoplasmique 

à la mitochondrie augmente la forme inactive de la PDH diminuant la régénération de l’ATP 

par la mitochondrie (Mallilankaraman et al., 2012) (Figure 19B). Ces observations sont 
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cohérentes avec l’augmentation de l’activité de la PDH lors d’une stimulation au glucose 

(McCormack et al., 1990b) et la rapide diminution du pyruvate observées dans les cellules β 

de hamster en réponse au Ca2+ (Civelek et al., 1996). 

 La régulation directe des IDHs et de l’OGDH par le Ca2+ mitochondrial 

Il existe trois différentes IDHs : IDH1 et IDH2, partageant 70% d’homologie de séquence et une 

grande similarité de structure et les IDH3. Les IDHs ont des localisations et des cofacteurs 

différents en fonction de leur isoforme. En effet, IDH1 est cytosolique  et NADP+ dépendant 

contrairement à IDH2 et IDH3 toutes deux mitochondriales mais respectivement NADP+ et 

NAD+ dépendantes. De par sa localisation, IDH1 est moins intéressante pour notre étude que 

les IDH2 et 3 participant toutes deux au cycle du citrate. En effet, bien que dans les cellules β, 

le KO de IDH2 ou IDH3 permet de mettre en avant un mécanisme de compensation 

maintenant le cycle du citrate et permettant la sécrétion d’insuline, le KO de ces deux 

isoformes mitochondriales rend les cellules β inaptes à la sécrétion d’insuline (Michael J. 

MacDonald et al., 2013). La modulation de la concentration du Ca2+ mitochondrial est décrite 

depuis les années 1980 comme jouant un rôle important dans la régulation de l’IDH3 sans 

pour autant être essentiel à son fonctionnement (Aogaichi et al., 1980). L’augmentation de 

Ca2+ dans la mitochondrie stimule l’enzyme mais est pondérée par l’augmentation des ratios 

ATP/ADP et NAD(P)H,H+/NAD(P)+. En effet, plus ceux-ci seront faibles et plus l’effet du Ca2+ 

sera élevé sur l’activité de l’IDH3 (Denton, 2009; Denton et al., 1978; Qi et al., 2011; Rutter 

and Denton, 1988). L’IDH2 quant à elle est étroitement associée au complexe PDC (Huret and 

Dessen, 2017) qui comme nous l’avons vu précédemment est activé par le Ca2+. (Figure 19B). 

De plus, lors de stimulations d’îlots de souris par le glucose, les oscillations de Ca2+ 

intramitochondrial sont corrélées avec des variations de concentration de NAD(P)H, H+, 

témoignant de l’activation par le Ca2+ des IDHs mitochondriales et d’autres enzymes du cycle 

du citrate (Luciani et al., 2006). 
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Figure 19 : Des régulations des déshydrogénases mitochondriales par le Ca2+. 
A) Le Ca2+ augmente l’activité de la PDH, des IDHs et de l’OGDH. B) Mécanisme de régulation de la PDH. Sous 
forme déphosphorylée la PDH est activée contrairement à sa forme phosphorylée. La PDP, activée par le Ca2+ 
induit la déphosphorylation de la PDH contrairement aux PDKs qui elles la phosphorylent. C) Mécanisme de 
régulation directe des IDHs mitochondriales et de l’OGDH par le Ca2+. L’activation de ces enzymes permet la 
synthèse de succinyl-CoA à partir d’isocitrate dans le cycle du citrate. PDH : pyruvate déshydrogénase, PDP : 
pyruvate déshydrogénase phosphatase, PDK : pyruvate déshydrogénase kinase, IDH : isocitrate 
déshydrogénase, OGDH : oxoglutarate déshydrogénase, ATP : adénosine-triphosphate, ADP : adénosine 
diphosphate, Pi : phosphate inorganique, NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NADPH,H+ : 
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate dinucléotide réduit, CoA : Coenzyme A. 
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L’OGDC est une association de trois enzymes permettant la décarboxylation oxydative de 

l’oxoglutarate, le transfert d’un groupement succinyl au coenzyme A et permettant la 

production de NADH,H+. L’OGDH est la deshydrogénase de ce complexe. Plusieurs études ont 

mis en évidence que cette enzyme est régulée allostériquement par ses substrats et 

cofacteurs mais aussi par les ions calciques. L’augmentation de la concentration de Ca2+ 

résulte en un abaissement du Km de l’enzyme  augmentant l’affinité avec son substrat ainsi le 

flux de carbone à travers cette enzyme (Lawlis and Roche, 1981; McCormack and Denton, 

1979; Panov and Scarpa, 1996; Qi et al., 2011). La diminution des ratios ATP/ADP et 

NADH,H+/NAD+ rendent l’OGDH plus sensible au Ca2+ (Rutter and Denton, 1989) (Figure 19C). 

Dans les îlots pancréatiques de rats, il est rapporté que lors d’une stimulation au glucose, 

l’accumulation de Ca2+ mitochondrial double l’activité de l’OGDH (Sener et al., 1990). 

 La modulation de l’activité de la chaîne respiratoire par le Ca2+ 

La modulation de la génération d’ATP par le Ca2+ mitochondrial n’implique pas seulement les 

enzymes directement impliquées dans le cycle du citrate. En effet, les complexes I, II et III de 

la chaîne respiratoire sont décrits comme étant directement stimulés par le Ca2+ dans des 

mitochondries isolées augmentant sa vitesse (Glancy et al., 2013; Territo et al., 2000). De plus 

l’ATP-synthase est aussi activée par le Ca2+ (Territo et al., 2000). L’augmentation de l’activité  

de ces enzymes en cas d’influx de Ca2+ mitochondrial au cours du GSIS permettrait aussi 

d’augmenter la balance ATP/ADP dans les cellules β permettant la sécrétion d’insuline en 

réponse au stimulus. 

Les observations décrites sur différents modèles de cellules β sont cohérentes avec l’activation 

du cycle de l’acide citrique par le Ca2+ mitochondrial, permettant l’augmentation de l’activité  

globale du cycle du citrate. De plus, la potentialisation de la chaîne respiratoire par le Ca2+ 

permet l’augmentation du renouvellement de l’ATP. Finalement, toutes ces données 

permettent de définir le Ca2+ mitochondrial comme un acteur majeur de la potentialisation du 

métabolisme énergétique des cellules β menant à la sécrétion d’insuline en réponse au 

glucose. Malgré cela, d’autres cofacteurs en plus de l’ATP sont nécessaires à la sécrétion 

d’insuline en réponse au glucose comme le NADPH,H+. Certaines équipes de chercheurs 

estiment que des navettes mitochondriales, que nous allons parcourir dans le pargraphe 

suivant permettent l’augmentation de ces cofacteurs.  
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III. B. 3.4 Les navettes mitochondriales, une autre manière de régénérer 

des cofacteurs et potentialiser la réponse des cellules β lors d’une 

stimulation au glucose 

Dans les cellules β pancréatiques, les carbones jouant un rôle dans le métabolisme 

mitochondrial ne sont pas tous utilisés en vue d’alimenter la chaine respiratoire. En effet, 

plusieurs études démontrent que lors du GSIS, l’augmentation de la concentration 

d’intermédiaires du cycle du citrate induit leur export dans le cytosol. De ce fait, ces 

intermédiaires sont impliqués dans des navettes mitochondriales, nécessaires à la fonction 

des cellules β pancréatiques (Farfari et al., 2000; MacDonald, 1995). L’utilité de ces navettes 

est encore discutée mais leurs nécessités ainsi que leurs implications dans la régénération de 

cofacteurs nécessaires à la sécrétion d’insuline comme le NADPH,H+ leur confèrent un rôle clé 

pour la fonction des cellules β pancréatiques (Jitrapakdee et al., 2010). Ces différentes 

navettes sont représentées en figure 20. 

 La navette pyruvate/malate 

Lors d’une stimulation au glucose, l’abondance du pyruvate entrant dans la mitochondrie 

induit une augmentation d’OAA (MacDonald, 1995). Celui-ci peut être utilisé par la malate 

déshydrogénase mitochondriale catalysant la formation du malate (Jitrapakdee et al., 2010) . 

Le malate produit peut sortir de la mitochondrie et être oxydé par l’enzyme malique 

cytosolique pour produire du pyruvate qui retourne ensuite dans la mitochondrie 

(MacDonald, 1995). Cette navette nécessite le NADP+ cytosolique comme cofacteur induisant 

la production de NADPH,H+ dans le cytosol (Figure 20). La réelle nécessité de cette navette 

comme support du GSIS est encore discutée de nos jours car plusieurs études montrent des 

résultats contradictoires. En effet certaines études montrent que la suppression de l’enzyme 

malique cytosolique par siRNA ou knock-down (KD) diminue le GSIS dans des cellules INS-1 

(Guay et al., 2007; Pongratz et al., 2007). De plus la réduction de l’activité de l’enzyme malique 

cytosolique de 50% induit une réduction de 50% du GSIS (Xu et al., 2008b). Au contraire, 

d’autres études montrent que la suppression ou le KD de cette enzyme dans des îlots 

pancréatiques de rats, de souris ou d’INS-1 n’induit pas de modification de la sécrétion 

d’insuline en réponse au glucose (Brown et al., 2009; MacDonald and Marshall, 2001; 

Ronnebaum et al., 2008). Finalement, il est possible que cette voie métabolique permettant 
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la production de NADPH,H+ supportant la sécrétion d’insuline bénéficie de redondances  

métaboliques permettant, malgré sa suppression, une sécrétion normale d’insuline dans 

certains modèles et certaines conditions (Jitrapakdee et al., 2010). 

 La navette pyruvate/citrate et acyl-CoAs 

Lors d’une stimulation avec de fortes quantités de glucose, le citrate est plus fortement 

sécrété dans le cytoplasme par la mitochondrie via le transporteur 

dicarboxylate/tricarboxylate (Dolce et al., 2014; Farfari et al., 2000). Une fois dans le 

cytoplasme, le citrate peut être le substrat de l’ATP citrate lyase (ACLY), produisant une 

molécule d’oxaloactétate (OAA) et un acetyl-CoA en hydrolysant une molécule d’ATP en ADP 

(Feng et al., 2020). L’OAA est alors converti en malate par la malate déshydrogénase, puis en 

pyruvate par l’enzyme malique cytosolique catalysant la formation d’un NADPH,H+. L’acétyl-

CoA produit peut entrer dans la voie de la lipogénèse discutée dans une partie ci-après (Farfari 

et al., 2000; Jitrapakdee et al., 2010) (Figure 20). L’inhibition pharmacologique du transporteur 

dicarboxylate/tricarboxylate inhibe le GSIS dans des cellules INS-1 mettant en avant la 

nécessité de la sécrétion du citrate mitochondrial dans le cytosol lors de la sécrétion régulée 

de l’insuline (Guay et al., 2007).  

 La navette pyruvate/isocitrate 

La navette pyruvate/isocitrate utilise l’isocitrate produit par le cycle du citrate et sécrété hors 

de la mitochondrie via le transporteur citrate/isocitrate (Dolce et al., 2014). Celui-ci est ensuite 

converti en oxoglutarate par l’isocitrate déshydrogénase cytosolique nécessitant du NADP  et 

produisant du NADPH,H+. L’oxoglutarate peut être soit converti en OAA et compléter la 

navette de manière similaire à la navette pyruvate/citrate en retournant dans la mitochondrie 

sous forme de pyruvate ou peut directement retourner sous forme d’oxoglutarate dans la 

mitochondrie (Jitrapakdee et al., 2010) (Figure 20). Cette navette est décrite comme étant 

nécessaire au bon fonctionnement du GSIS. En effet, l’utilisation de siRNA contre le 

transporteur citrate/isocitrate ou la suppression de l’IDH1, cytosolique et dépendante du 

NADP+, induisent tous deux la diminution du ratio NADPH,H+/NADP+ ainsi que celle du GSIS 

dans des cellules INS-1 et des îlots pancréatiques isolés de rat (Joseph et al., 2006; Ronnebaum 

et al., 2006). 
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Figure 20 : Représentation des navettes et cycles mitochondriaux présentés autour du cycle du citrate en 
lien avec la sécrétion d’insuline. 
La navette pyruvate/malate (bleu), la navette pyruvate/citrate (rouge), la navette pyruvate/isocitrate (jaune) 
et le cycle du phosphoénolpyruvate (vert). GTP : Guanosine triphosphate, GDP : Guanosine diphosphate, PEP : 
phosophoénolpyruvate, NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NADPH,H+ : nicotinamide 
adénine dinucléotide phosphate dinucléotide réduit, CoA : Coenzyme A. 
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 Le cycle du phosphoénolpyruvate via la mitochondrie 

Le cycle du PEP est permis grâce à la mitochondrie dans les cellules β. Celui-ci est nécessaire 

à la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Lewandowski et al., 2020). Le GTP produit par 

la mitochondrie a aussi été montré comme nécessaire à la sécrétion d’insuline en réponse au 

glucose indépendamment des canaux potassiques et l’inhibition de celle -ci inhibe la sécrétion 

d’insuline (Kibbey et al., 2007). Ces deux acteurs jouent un rôle majeur dans la balance 

ATP/ADP des cellules β pancréatiques. En effet, le PEP provenant de la glycolyse est converti 

en pyruvate puis en OAA comme décrit précédemment. Une fois formé, l’OAA peut être 

converti en PEP par la PCK2, nécessitant la transformation d’un GTP en GDP. Le PEP ressort de 

la mitochondrie par un transporteur pour boucler le cycle induisant l’augmentation de la 

balance ATP/ADP stimulant la sécrétion d’insuline (Stark et al., 2009) (Figure 20). L’importance 

de ce cycle dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose est soulignée par l’utilisation de 

souris déplétées en PCK2 qui malgré un activateur de la PK voient leur sécrétion d’insuline en 

réponse au glucose diminuée (Abulizi et al., 2020). 

Le cycle du citrate, l’impact du Ca2+ mitochondrial sur le renouvellement de l’ATP et les 

navettes mitochondriales sont nécéssaires en vue de sécréter de l’insuline en réponse au 

glucose. Lors du DT2, de la gluco- et/ou lipotoxicité les perturbations de l’homéostasie de ces 

acteurs sont des facteurs majeurs de la perte de fonction de la cellule β. C’est ce que nous 

allons voir dans la prochaine partie traitant de ce sujet. 

III. B. 3.5 Le métabolisme mitochondrial est très impacté par la 

glucolipotoxicité  

Notre équipe a récement montré que la glucotoxicité réduit la respiration des cellules β 

pancréatiques (Dingreville et al., 2019). La mitochondrie et son métabolisme énergétique sont 

aussi touchés au bout de 24h d’exposition à une mixture d’acide gras (Velasquez et al., 2017) . 

De récentes études décrivent une diminution de la quantité d’ARNm de protéines de la chaîne 

respiratoire d’îlots humains lors de la gluco- ou la lipotoxicité (Brun et al., 2015; Brun and 

Maechler, 2016). Haythorne et son équipe mettent aussi en avant un découplage de protons 

dans les mitochondries de souris diabétiques, ne permettant pas la création efficace du 

gradiant de protons par la chaine oxydative et le renouvellement de l’ATP lors d’une 
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augmentation de glucose (Haythorne et al., 2019). Cette observation peut être expliquée par 

d’autres études s’intéressant plus particulièrement à UCP2. En effet, la lipotoxicité causée par 

des acides gras à longues chaines stimule UCP2 réduisant la transduction du signal du GSIS 

entre l’entrée de glucose dans la cellule β et la production d’ATP par la chaine oxydative (Ježek 

et al., 2015). Des études sur des patients diabétiques aboutissent à la même conclusion, la 

stimulation de UCP2 causée par un excès de substrat énergétique diminue la production d’ATP 

réduisant la sécrétion d’insuline des îlots pancréatique (Anello et al., 2005). Finalement, en 

plus de réduire le métabolisme mitochondrial impactant la formation de cofacteurs 

permettant la phosphorylation et le renouvellement de l’ATP, la glucolipotoxicité cause aussi 

une diminution de l’efficacité de la chaîne respiratoire ainsi qu’un découplage des protons 

dans la mitochondrie. Ces altérations ne permettent pas un renouvellement optimal de l’ATP 

impactant la fonction des cellules β. 

Par son étude de transcriptomique et protéomique sur des souris diabétiques, Haythrone et 

son équipe ont mis en évidence une diminution de l’expression de la totalité des enzymes du 

cycle du citrate à l’exeption de la PDH et l’OGDH (Haythorne et al., 2019). Dans cet article, 

Haythorne décrit aussi une augmentation de la quantité de PDK1 (Haythorne et al., 2019). Un 

résultat cohérent avec d’autre études de transcriptomique réalisées sur des îlots humains de 

donneurs sains en condition de gluco- et/ou lipotoxicité montrant une augmentation des 

ARNm de PDK1, PDK2 et PDK4 dans ces différentes conditions (Jimenez-Sánchez et al., 2020)  

ainsi que sur des INS-1E en condition de glucotoxicité (Brun et al., 2013). L’augmentation des 

PDKs aboutissant à la phosphorylation inhibitrice de la PDH, l’activité de cette dernière s’en 

retrouve diminuée. Ces résultats sont cohérents avec la réduction du GSIS observée à la suite 

de la diminution de l’activité de PDH lors d’une surexposition chronique au glucose  (Liu et al., 

2004; Wallace et al., 2013). L’étude d’Haythorne et son équipe ont aussi mis en avant sur des 

souris ayant subis une induction de DT2 une quantité plus faible d’IDH2 que les souris 

contrôles mettant en avant cette protéine dans la régulation de la sécrétion d’insuline des 

cellules β pancréatiques (Haythorne et al., 2019). De plus, suite à 72h de glucotoxicité,  

l’expression des transporteurs du malate, du citrate, de l’OAA ou du glutamate est augmentée 

contrairement à celle du transporteur du pyruvate (Brun and Maechler, 2016). Ces 

observations peuvent expliquer l’accumulation de citrate observée  par RMN hyperpolarisée 

dès les premières heures de glucotoxicité (Malinowski et al., 2020) ainsi que d’autres 
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métabolites impliqués dans le métabolisme mitochondrial : le fumarate et le malate 

(Fernandez et al., 2008). Finalement, ces observations permettent de confirmer la congestion 

du flux métabolique sur l’axe glycolyse-cycle du citrate expliquant l’accumulation de 

métabolite glycolytique décrite précédemment en plus de mettre en avant une possible fuite 

de certains métabolites du cycle du citrate. 

Les impacts décrits sur les MAMs dans notre équipe par la glucotoxicité (Dingreville et al., 

2019), la lipotoxicité et le DT2 (Thivolet et al., 2017) altèrent les transferts calciques 

mitochondriaux ne permettant plus l’augmentation de la concentration de Ca2+ mitochondrial 

lors d’une stimulation au glucose. De ce fait la stimulation au glucose ne permet pas 

l’activation de la PDC, l’augmentation de l’activité d’OGDH, des IDHs, de la chaîne respiratoire 

et de l’ATP synthase réduisant d’autant plus le flux mitochondrial et l’efficacité du 

renouvellement d’ATP tous deux nécessaires à la sécrétion d’insuline dans ces conditions.  La 

diminution de l’utilisation des métabolites mitochondriaux peut induire leurs accumulations 

et leurs détournements vers d’autres voies métaboliques. 

Ces observations nous permettent de conclure que le défaut de fonctionnement du 

métabolisme mitochondrial induit la sécrétion de la mitochondrie de plusieurs métabolites 

comme le citrate. Ces métabolites peuvent alors être utilisés par la lipogénèse de novo aussi 

nécéssaire au fonctionnement de la cellules β. 

III. B. 4 La synthèse de lipides, une voie impliquée dans la fonction de la cellule 

β 

La synthèse lipidique ou lipogénèse de novo est la voie métabolique de synthèse des acides 

gras. Couplés à des coenzymes A, ces acides gras forment des acyl-CoA. Les acides gras 

peuvent être liés au glycérol-3-phosphate par estérification formant des triglycérides utilisés 

dans le stockage de l’énergie (Ameer et al., 2014) et la synthèse membranaire. La lipogénèse 

de novo se déroule principalement dans le tissu adipeux. Le foie peut aussi être considéré 

comme un contributeur mineur de l’homéostasie des triglycérides dans le sérum (Björntorp 

and Sjöström, 1978). Les cellules β pancréatiques ont le matériel protéique permettant la 

synthèse d’acides gras et celui-ci est nécessaire pour sa fonction de sécrétion d’insuline en 

réponse au glucose in vivo (Dobbins et al., 1998) et ex vivo (Prentki et al., 2020; Roduit et al., 
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2004). Le mécanisme par lequel la synthèse d’acyl-CoA dans les cellules β est impliqué dans la 

sécrétion d’insuline en réponse à un stimulus n’est pas encore bien compris (Deeney et al., 

2000; Roduit et al., 2004, p. 204) mais certaines études indiquent que leur production peut 

modifier la capacitance membranaire (Ammälä et al., 1993; Neher and Marty, 1982)  

augmentant la fusion des granules d’insuline avec la membrane plasmique (Deeney et al., 

2000). 

La synthèse de lipides de novo ou lipogenèse de novo, se déroule en plusieurs étapes, 

impliquant principalement 3 enzymes : l’ACLY, l’acétyl-CoA carboxylase (ACC) et la synthase 

d’acide gras de mammifères, plus communément appelée fatty acid synthase (FAS). Cette voie 

métabolique nécessite aussi des précurseurs carbonés venant du cycle de l’acide citrique sous 

forme de citrate, quittant la mitochondrie par le transporteur dicarbox ylate/tricarboxylate 

(Dolce et al., 2014) (Figure 21). 

III. B. 4.1 Les différentes étapes de la lipogénèse 

Une fois sortie de la mitochondrie, le citrate peut être le substrat de l’ACLY, une enzyme 

cytoplasmique fortement exprimée dans les îlots pancréatiques humains et de rat (M. J. 

MacDonald et al., 2013). Le citrate est clivé par l’ACLY, donnant un acétyl-CoA et un OAA. Cette 

réaction est permise par l’hydrolyse concomitante d’une molécule d’ATP en ADP et Pi (Feng 

et al., 2020). Une fois formé, l’OAA est utilisé par la navette pyruvate/citrate décrite 

précédemment et l’acétyl-CoA est utilisé comme précurseur lipidique par l’ACC. A partir 

d’acétyl-CoA, cette enzyme catalyse la formation de malonyl-CoA, une molécule clé dans la 

formation des acides gras (Brownsey et al., 2006). Cette étape de la biosynthèse lipidique, ATP 

dépendante, est limitante (Hunkeler et al., 2018). Il existe deux différentes isoformes d’ACC 

(Hunkeler et al., 2018). ACC1 est la forme prédominante dans les tissus lipogéniques comme 

le tissu adipeux, le foie mais aussi dans les îlots pancréatiques et la lignée INS-1 alors que ACC2 

est retrouvée dans les tissus dits oxydatifs tels que les muscles cardiaque et squelettiques 

(Abu-Elheiga et al., 2005; MacDonald et al., 2008; Oh et al., 2005; Pender et al., 2006). L’ajout 

d’une molécule de malonyl-CoA à une molécule d’acétyl-CoA permet la formation d’un acyl-

CoA. Cette réaction est catalysée par la FAS, une protéine homodimérique multifonctionnelle 

catalysant les différentes étapes de formation et élongation de l’acyl-CoA grâce à 6 réactions 

(Smith et al., 2003). En effet, la FAS est aussi impliquée dans l’élongation des acyl-CoA saturés 
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jusqu’à l’obtention du palmitate (C16 : 0) par ajouts successifs de deux carbones provenant 

du malonyl-CoA (Smith et al., 2003) (Figure 21). 

Lors d’une stimulation au glucose, la mitochondrie sécrète du citrate dans le cytosol (Farfari 

et al., 2000). Cette sécrétion est décrite comme étant nécessaire au GSIS par le biais 

notamment des navettes mitochondriales décrites précédemment mais la synthèse lipidique 

semble aussi jouer un rôle dans l’utilisation de ce citrate en lien avec la sécrétion d’insuline 

(Guay et al., 2007). De plus, la stimulation au glucose induit l’augmentation rapide de la 

synthèse d’acides gras dans les cellules INS-1 (MacDonald et al., 2008). Le citrate étant un 

précurseur de la synthèse de lipide, la stimulation au glucose approvisionne en substrats 

nécessaires à la lipogenèse de novo, activant ainsi cette voie. De plus, l’utilisation d’inhibiteurs 

de l’ACLY diminue la sécrétion d’insuline en réponse au glucose chez le rat in vivo (Chen et al., 

1994), ex vivo (Flamez et al., 2002) et in vitro sur la lignée cellulaire INS 832/13 (Guay et al., 

2007). Chez l’Homme, il a été mesuré que l’expression de cette enzyme est diminuée de 60% 

dans les îlots d’individus souffrants d’un défaut de sécrétion d’insuline comparés à des 

individus sains (MacDonald et al., 2009). L’inhibition chimique de l’ACC et/ou la FAS bloque la 

sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Antinozzi et al., 1998; MacDonald et al., 2008) et 

la surexpression de la malonyl-CoA carboxylase, catalysant la réaction inverse à l’ACC, induit 

aussi une diminution du GSIS (Roduit et al., 2004). Ces observations mettent en avant 

l’importance de la lipogénèse de novo et de chacune des enzymes impliquées dans cette voie 

métabolique pour la fonction de la cellule β pancréatique. 
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Figure 21 : La lipogénèse de novo permet la synthèse de palmitate à partir de citrate venant du cycle de 
l’acide citrique. 
La fusion d’un malonyl-CoA avec une molécule d’acétyl-CoA permet la formation d’un acyl-CoA. Cet Acyl-CoA 
est allongé de 2 carbones à chaque tour du cycle. Au bout de  6 tours, la molécule aura atteint la taille de 16 
carbones correspondant au palmitate. ● : carbone, ATP : adénosine-triphosphate, ADP : adénosine 
diphosphate, Pi : phosphate inorganique, NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NADPH,H+ : 
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate dinucléotide réduit, CoA : Coenzyme A, ACLY : ATP citrate lyase, 
ACC : acétyl-CoA Carboxylase, FASN : fatty acid synthase. 
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III. B. 4.2 La glucolipotoxicité altère la synthèse de lipides des cellules β 

pancréatiques 

La lipotoxicité est décrite comme perturbant le métabolisme du palmitate (Cacicedo et al., 

2005). L’accumulation d’acyl-CoA et d’acides gras à longues chaines (C16 – C18) saturés dans 

le cytoplasme des cellules β induite par la lipotoxicité (Lupi et al., 2002) potentialise la 

synthèse de céramides, causant des dommages cellulaires et favorisant leur apoptose. Les 

effets délétères des céramides sur les cellules β peuvent être expliqués de part leur 

implication dans la transduction du signal d’apoptose des ROS (Cacicedo et al., 2005) et 

l’inactivation des voies impliquées dans la survie cellulaire (Beeharry et al., 2004). De plus, les 

îlots pancréatiques de souris diabétiques montrent une augmentation de la quantité 

d’enzymes impliquées dans la synthèse d’acides gras dont ACLY, ACC et FAS (Haythorne et al., 

2019). Cette observation permet d’émettre l’hypothèse qu’une partie des carbones venant du 

glucose lors de la glucotoxicité est détournée vers la synthèse d’acides gras réduisant les 

carbones disponibles par le cycle du citrate. Cette hypothèse est cohérente avec la diminution 

de renouvellement de l’ATP par la mitochondrie décrite précédemment en condition de gluco- 

et/ou lipotoxicité, impliquant le reroutage des métabolites mitochondriaux.  

 

Toutes ces études montrent que la cellule β pancréatique a besoin d’une situation bien 

particulière pour fonctionner et permettre la régulation de la glycémie dans l’organisme. Il 

existe malgré tout des lacunes, notamment concernant les échanges métaboliques entre les 

cellules β et leur milieu pour mieux caractériser le dérèglement métabolique de ces cellules 

en condition de glucolipotoxicité. Cependant, les différences entre les modèles immortalisés 

et murins par rapport à un modèle humain peuvent mener à des conclusions biaisées. 

L’utilisation d’îlots pancréatiques humains, un matériel rare, premettrait des avancées plus 

concrètes dans la compréhension des mécanismes conduisant les cellules β à perdre leur 

fonction dans des conditions de glucolipotoxicité. Finalement, un modèle permettant de relier 

des altérations cellulaires, comme celles du Ca2+, et le métabolisme de ces cellules dans des 

conditions de glucolipotoxicté permettrait de mieux comprendre l’impact de ces toxicités et 

du DT2 sur le fonctionnement de la cellule β pancréatique. L’objectif de ces traveaux sera de 

réaliser un modèle plus précis des altérations métaboliques des îlots pancréatiques humains 
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en conditions de glucolipotoxicité et de savoir si ce modèle est transposables aux îlots 

pancréatiques de personnes souffrant de DT2.
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Résultats
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Etude des flux énergétiques par une approche de 
Résonance Magnétique Nucléaire en temps réel dans 
des systèmes acellulaires eucaryotes pour la synthèse 
de protéines  
En première année de Master à l’Ecole Normale Supérieure (ENS) de Lyon, j’ai réalisé un stage 
de 19 semaines au Centre de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) à très hauts champs 
(CRMN). C’est lors de ce stage que je me suis familiarisé avec la métabolomique par RMN dans 
l’équipe dirigée par Bénédicte Elena-Herrmann. Mon rôle dans cette étude a été de préparer 
les échantillons en amont de leur acquisition par RMN. Puis j’ai attribué les signaux RMN 
obtenus aux métabolites correspondants sur des spectres d'échantillons de références en 
utilisant la base de données en ligne Human Metabolom Database (HMDB). J’ai également 
phasé et calibré les spectres RMN obtenus avec le logiciel TopSpin afin de préparer leurs 
analyses ainsi que la quantification absolue des métabolites au cours du temps. J’ai pu tester 
différentes méthodes de quantification et différents logiciels pour analyser les spectres RMN  : 
quantification relative par Amix, quantification absolue par ChenomX et quantification 
automatique par la méthode Batman. J’ai finalement participé à l’interprétation des  résultats. 

L’objectif de cette étude était de comprendre les différences d’efficacité de traduction entre 
plusieurs systèmes de synthèse protéique acellulaires (CFPS). Une question majeure reposait 
sur l’utilisation possiblement différente de l’énergie apportée aux systèmes CFPS. Pour étudier 
les flux énergétiques, nous avons utilisé la RMN en temps réel (RT-RMN). Cette technique de 
métabolomique permet de mesurer la quantité de plusieurs métabolites au cours du temps 
sans interférer sur le processus de synthèse protéique qui se maintien dans l’échantillon.  

Dans cet article nous avons suivi, dans différents lysats cytoplasmiques issus de lignées 
cellulaires, l’évolution des concentrations des substrats énergétiques : le glucose et la 
phosphocréatine. Nous avons aussi suivi le maintien de l’ATP et du GTP, deux intermédiaires 
énergétiques nécessaires à la synthèse protéique. Au bout de 30mn, le glucose et la 
phosphocréatine étaient entièrement consommés impactant le renouvellement du GTP et de 
l’ATP dans les lysats classiques mettant en évidence une forte consommation d’énergie au 
cours de l’expérience. Le suivi de la consommation énergétique dans un système hybride où  
la fraction ribosomale était réduite permettait une réduction drastique de la vitesse de 
consommation des substrats énergétiques. Ces résultats mis en parallèle avec la durée de 
synthèse protéique pour un lysat classique et un lysat hybride démontraient que la majeure 
partie de l’énergie était consommée par d’autres voies métaboliques non essentielles à la 
synthèse protéique. L’approche hybride, se basant sur une réduction de la fraction ribosomale 
ainsi que la concentration d’enzymes cytoplasmiques, limitait un métabolisme parasitaire et 
énergivore. Cette approche hybride s’avérait être une stratégie de choix pour mieux 
réorienter les substrats énergétiques vers la synthèse protéique.   
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Revue sur le rôle des interactions MAMs et des 
échanges calciques dans le développement du diabète 
de type 2 
Cette revue dresse un état des lieux des connaissances actuelles sur les membranes 
réticulaires associées à la mitochondrie (MAMs), de leur implication dans l’homéostasie 
calcique jusqu’à la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. De plus cette revue questionne 
le lien entre l’altération des MAMs et le développement du diabète de type 2 (DT2). Dans 
cette revue qui est au cœur de mon travail de thèse, j’ai participé à la mise à jour des données, 
à la bibliographie et à la relecture finale du manuscrit.  

La glucolipotoxicité, exposant les cellules β à de fortes concentrations de glucose et de lipides 
sur des temps prolongés, impacte les MAMs. Nous avons montré que la glucotoxicité seule 
induit une régulation positive des MAMs in vitro dans les ilots pancréatiques humains, 
réduisant la distance entre les mitochondries et le RE (Dingreville et al., 2019). Au contraire, 
la lipotoxicité semble diminuer les MAMs in vitro, ce que notre équipe a aussi observé sur des 
coupes de pancréas humains de sujets DT2 (Thivolet et al., 2017). Par l’altération des MAMs, 
ces toxicités induisent des perturbations de l’homéostasie calcique dans les cellules β, 
nécessaires à la sécrétion régulée d’insuline (Cassel et al., 2016; Dingreville et al., 2019) . 
Ensemble, ces résultats semblent décrire les MAMs comme des acteurs centraux de la perte 
de fonction des cellules β pancréatiques au cours du diabète de type 2.  

Ces observations permettent d’émettre l’hypothèse d’une altération évolutive des MAMs lors 
du DT2. En effet, au départ les MAMs sont augmentées pour compenser l’apport massif en 
carbohydrates puis dans un second temps réduites par défaut de régulation des lipides. 
Malgré ces hypothèses, d’autres études seront nécessaires pour comprendre le 
développement de ces altérations ainsi que les mécanismes associés avec le développement 
du DT2. 
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Etude par RMN de l’influence d’un régime obésogène 
sur le métabolisme et l’accumulation lipidique dans 
différents organes chez la souris. 
En première année de thèse au laboratoire CarMeN, j’ai pris part à une étude rassemblant des 
personnes du CRMN ainsi que du laboratoire d’accueil. J’ai participé à l’exploitation des 
résultats de RMN, ainsi qu’à l’élaboration et la mise en forme des résultats.  

L’objectif de cette étude sur le modèle murin était de comprendre les altérations du 
métabolisme dans 6 différents tissus (le poumon, le foie, le cœur, les muscles squelettiques, 
les reins et le cerveau) ainsi que dans le sérum de souris soumises à un régime obésogène. 
Une des questions principales concernait l’effet de l’obésité sur les modifications de 
l’homéostasie métabolique intratissulaires. 

Dans cet article, nous avons soumis des souris males C57Bl/6J à un régime standard (SD) ou 
un régime enrichi en lipides et en sucres (HFHSD) durant 14 semaines. La masse, la glycémie, 
la tolérance au glucose et à l’insuline ainsi que la masse des différents organes collectés ont 
été comparés en condition SD et HFHSD. Nous avons ainsi confirmé l’état d’obésité des souris 
après 14 semaines de régime. L’utilisation de la RMN nous a permis de mesurer la 
concentration de 44 métabolites dans les organes et de 32 métabolites dans le sérum ainsi 
que leur abondance relative en lipides confirmée par une mesure biochimique des 
triglycérides. Tous les organes étudiés présentaient des altérations métaboliques. La voie du 
métabolisme un carbone (1C) apparait comme une voie altérée dans la majorité des organes 
étudiés lors de l’obésité, notamment le cycle de l’acide folique mitochondrial. Le foie et les 
poumons sont les seuls organes étudiés présentant une accumulation de lipides dans la 
condition HFHSD. Les altérations métaboliques de ces organes indiquent que l’accumulation 
de lipides peut être liée à l’altération du métabolisme 1C.  

En conclusion, ces résultats mettent en avant l’influence d’un régime obésogène sur les 
altérations métaboliques de différents organes impliquées dans l’accumulation de lipides au 
sein des poumons et du foie. 
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Etude par RMN d’îlots pancréatiques humains et de 
lignée murine lors de conditions pathologiques mimant 
le diabète de type 2 
Cette étude est le cœur de ma thèse. J’ai pris part à celle -ci en mettant au point et réalisant 
l’ensemble des expériences (à l’exception du réglage du spectromètre RMN et de l’acquisition 
des images MET). De plus j’ai mis en forme les données,  interprété les résultats, rédigé 
l’introduction et assemblé les figures. 

L’objectif principal de cette étude était de relier des altérations des consommation/sécrétions 
de métabolites au défaut fonctionnel des îlots pancréatiques humains et de la lignée β murine 
INS-1E lors de gluco- et/ou lipotoxicité. Ensuite, nous avons cherché à comprendre, en accord 
avec la littérature, quelles voies métaboliques et quelles enzymes étaient liées au défaut 
fonctionnel des îlots dans ces conditions. Nous avons aussi questionné la différence entre des 
îlots de donneurs sains et de donneurs diabétique de type 2. Finalement, le dernier objectif 
de cette étude était de renforcer et compléter les observations faites dans les îlots humains 
en utilisant la lignée de cellules β murine INS-1E. 

Nous avons mis en avant un défaut de contenu et sécrétion d’insuline  des îlots pancréatiques 
humains en gluco- et glucolipotoxicité. L’étude métabolomique a mis en avant 2 métabolites : 
le pyruvate est le citrate significativement sursécrétés en gluco- et glucolipotoxicité. Les 
quantifications d’expression et de régulation de la PDH et OGDH, deux déshydrogénases 
mitochondriales respectivement impliquées dans l’utilisation du pyruvate et du citrate par la 
mitochondrie, montrent une tendance à la diminution de l’activité de la PDH et une 
diminution de la quantité d’OGDH. Ces conditions pourraient expliquer la fuite de carbones 
observée sous forme de pyruvate et de citrate. Indépendamment, ces carbones n’étant plus 
utilisés par la mitochondrie, permettrait d’expliquer le défaut de  renouvellement d’ATP 
nécessaire à la synthèse et la sécrétion d’insuline . Il expliquerait, en partie, la perte de fonction 
de ce modèle en condition de gluco- et glucolipotoxicité. Nos études métabolomique mettent 
en avant des différences métaboliques entre les îlots pancréatiques humains de donneur sains 
et de donneurs diabétique de type 2, dont des sursécrétions de pyruvate et citrate dans les 
îlots de donneurs diabétiques. Le profil de sursécrrétion de métabolites ainsi que l’altération 
de l’expression d’OGDH ont également été retrouvés dans la lignée de cellules β INS-1E. 
Toutefois, nous avons mis en évidence dans ces cellules, une utilisation du citrate dans la voie 
de la synthèse de triglycérides menant à une fuite similaire de carbones du cycle du citrate 
après la gluco- et la glucolipotoxicité. 

En conclusion ces résultats mettent en avant un défaut fonctionnel du métabolisme 
mitochondrial dans les deux modèles au cours de la gluco- et la glucolipotoxicité. Ce défaut 
fonctionnel mène à une fuite mitochondriale de carbones sous forme de pyruvate et de citrate 
nécessaires à la synthèse et la sécrétion régulée d’insuline.  
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Malgré le problème de santé publique posé par le DT2, les compréhensions sur le 

développement de cette maladie sont encore lacunaires. Il est donc important d’analyser et 

comprendre les mécanismes de perte de fonction de la cellule β pancréatique dans un 

contexte proche de la physiopathologie du DT2 afin de définir de nouveaux biomarqueurs  et 

potentielles cibles thérapeutiques. 

Les fonctions principales de la cellule β pancréatique sont la synthèse et la sécrétion d’insuline 

en réponse au glucose. La synthèse est un processus continu alors que sa sécrétion nécessite 

un stimulus : le glucose. C’est pour cela qu’il est important de bien différencier une 

augmentation aiguë et chronique de glucose. En effet, une augmentation aiguë de glucose 

sera perçue comme un stimulus, induisant la sécrétion d’insuline de la cellule β. Alors qu’une 

augmentation chronique sera perçue au départ comme étant un stimulus, mais le 

prolongement de celui-ci mènera à l’adaptation de la cellule β pancréatique causant sa perte 

de fonction. Le temps de la chronicité est encore discuté aujourd’hui et les conditions choisies 

lors de cette thèse sont expliquées ci-après. Cette perte de fonction sera caractérisée non 

seulement par un défaut de synthèse de l’insuline mais aussi par un défaut de réponse au 

stimulus permettant la sécrétion d’insuline. 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons choisi de caractériser les conséquences d’une 

gluco- et/ou lipotoxicité chronique mimant le DT2 sur les consommations et sécrétions 

métaboliques d’îlots pancréatiques humains et d’une lignée d’insulinome de rat INS-1E afin 

de définir des voies métaboliques altérées par la toxicité . De plus la caractérisation de ces 

voies métaboliques pourra permettre de comprendre leurs implications dans la perte de 

fonction de la cellule β pancréatique. 

Pour se faire nous avons posé les problématiques suivantes : 

➢ Quelles sont les conditions requises pour induire une altération chronique de la 

sécrétion d’insuline par la glucolipotoxicité ? 

➢ Existe-t-il une corrélation entre les modifications du métabolisme et la perte de 

fonction des cellules β pancréatiques en condition de gluco- et/ou lipotoxicité ? 

➢ Si oui, quelles voies métaboliques sont impactées et les quelles sont corrélées au 

défaut de la fonction cellulaire ? 
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➢ Existe-t-il un lien entre les altérations du métabolisme observé lors de cette étude et 

les altérations des MAMs dans les conditions de gluco- et/ou lipotoxicité ? 

➢ Le modèle de glucolipotoxicité est-il cohérent avec ce que l’on observe dans les îlots 

pancréatiques de donneurs diabétiques ? 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la glucolipotoxicité induit un défaut de synthèse 

et de sécrétion de l’insuline. L’impact de cette toxicité sur les cellules β pancréatiques est bien 

défini mais ses caractéristiques, comme la concentration de glucose et de lipides, le type de 

lipides et la durée de cette toxicité, ne sont pas clairement établies. Afin de mener à bien nos 

expérimentations, nous nous sommes basés sur des travaux déjà réalisés par notre équipe. Le 

temps de traitement ainsi que la concentration de glucose afin d’obtenir un défaut de 

synthèse et sécrétion d’insuline due à la glucotoxicité ont été définis à 48h et 25mM de 

glucose dans la continuité des travaux de Dingreville et al. (Dingreville et al., 2019). La 

lipotoxicité quant à elle a été définie de manière expérimentale, en utilisant le palmitate à 

l’instar de l’étude de Thivolet et al. (Thivolet et al., 2017). La concentration de palmitate 

nécessaire pour obtenir une lipotoxicité a été définie en réalisant des courbes de croissance 

cellulaire de cellules INS-1E avec différentes concentrations de palmitate. La concentration de 

0,1mM de palmitate à été choisie car celle-ci avait un impact mineur sur la croissance des 

cellules, nous permettant de réaliser nos expériences de métabolomique. C’est cette 

concentration qui a été choisie pour les îlots pancréatiques humain car elle est aussi dans 

l’échelle de ce que l’on peut observer dans la littérature (Thivolet et al).  

La quantification d’insuline intracellulaire  des îlots pancréatiques humains montre des 

résultats similaires en gluco- et en glucolipotoxicité décrivant un défaut de GSIS et de quantité 

intracellulaire d’insuline lors de ces traitements. Ces résultats sont cohérents avec la 

littérature, en effet la glucotoxicité diminue la sécrétion d’insuline des îlots humains  

(Andersson and Hellerström, 1972; Dingreville et al., 2019) ansi que la quantité intracellulaire  

d’insuline (Göhring et al., 2014). De plus, les granules d’insuline matures sont diminués de 50% 

dans les cellules β de donneurs diabétiques (Marchetti et al., 2004). Une des explications 

possible est la plus faible vitesse de conversion de proinsuline en insuline lors d’hyperglycémie  

(Rhodes and Alarcón, 1994) due notamment au stress du RE décrit lors de la gluco- et/ou 

lipotoxicité (Boslem et al., 2013; van Raalte and Diamant, 2011). La lipotoxicité seule n’a pas 
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d’impact, ni sur la quantité intracellulaire d’insuline , ni sur le GSIS des îlots pancréatiques 

humains. Ce résultat n’est pas surprennant car comme le signale Weir et al. dans une revue 

critique sur le réel impact de la lipotoxicité, lorsque la quantité d’acides gras exposée aux îlots 

n’est pas supraphysiologique, on observe que peu de changements sur la fonction des cellules 

β pancréatiques (Weir, 2020). Ces expériences, en accord avec la littérature et nos exigences 

expérimentales permettent de valider nos traitements. 

La réalisation d’études métabolomiques sur les surnageants de culture lors de ces différents 

traitements m’a permis de quantifier 30 métabolites dans ces échantillons après 48h de 

culture et de réaliser un corrélogramme permettant d’observer les métabolites corrélés ou 

anticorrélés avec la fonction des îlots humains dans toutes les différentes conditions. Le 

tableau de corrélation obtenu nous a tout d’abord confirmé la corrélation entre le contenu en 

insuline des îlots et leur sécrétion d’insuline en réponse au glucose. De plus, cette 

représentation nous a permis d’isoler différents métabolites significativements anticorrélés 

avec la synthèse et/ou le stockage de l’insuline en plus de sa sécrétion en réponse au glucose  

des îlots pancréatiques humains : l’alanine, le citrate, le glucose, le pyruvate et le lactate. Le 

glucose étant un métabolite ajouté en gluco- et glucolipotoxicité, il est normal que celui-ci 

ressorte anticorrélé avec la fonction des îlots pancréatiques altérée dans ces conditions. En 

revanche nous nous sommes plus intéressés au pyruvate, lactate, alanine et citrate. Ces 

métabolites mettent en avant deux voies métaboliques : la glycolyse et le cycle du citrate, 

décrites dans la littérature comme étant nécessaires à la sécrétion régulée d’insuline 

(Henquin, 2000). Lorsque nous regardons les quantifications absolues de ces métabolites, 

nous remarquons que ceux-ci sont sécrétés significativement plus en condition de gluco- et 

glucolipotoxicité. La sursécrétion de pyruvate, alanine et lactate met en avant un défaut 

d’entrée des carbones provenant de la glycolyse dans la mitochondrie lors de ces conditions 

alors que la sursécrétion de citrate met en avant une dérégulation du cycle du citrate. 

En vue de comprendre ce qui peut mener à la sécrétion de ces métabolites, nous avons choisi 

de questionner des enzymes clés des voies métaboliques évoquées pouvant mener à 

l’accumulation et la sécrétion de ces métabolites. En effet, une des explications à ce 

phénomène est une possible modification de régulation ou d’expression enzymatique. La 

réalisation de western blots (WB) sur la PDH totale et sa forme phosphorylée en condition 
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contrôle et glucolipotoxicité ont permis de mettre en avant une tendance à la diminution de 

la quantité globale de cette enzyme ainsi qu’une augmentation du ratio pPDH/PDH. La forme 

phosphorylée de cette enzyme étant sa forme inactive, la diminution de la quantité de cette 

enzyme et l’augmentation de sa forme inactive traduisent toutes deux une diminution de son 

activité dans les conditions de glucolipotoxicité. Nous avons aussi questionné l’OGDH et l’IDH2 

dans les îlots humains, deux enzymes mitochondriales impliquées dans la dégradation du 

citrate. La quantité d’IDH2 dans les îlots pancréatiques humains est inchangée contrairement 

à celle de l’OGDH, diminuée dans trois des quatre donneurs testés. Ces trois enzymes étant 

activées directement ou indirectement par le Ca2+, les perturbations calciques 

mitochondriales déjà observées par notre équipe peuvent accentuer la diminution de leur 

activité lors d’une gluco- ou une glucolipotoxicité (Dingreville et al., 2019). Une étude de 

transcriptomique récente réalisée dans des conditions similaires aux notres ont mis en avant 

une forte augmentation de la transcription de l’ARNm de PDK4, une enzyme phosphorylant la 

PDH, en condition de glucolipotoxicité sur les îlots d’un des deux donneurs étudiés dans ces 

conditions, nous permettant d’appuyer l’hypothèse d’une diminution de l’activité de PDH par 

sa phosphorylation. Cette même étude ne montre pas de différences significative sur 

l’expression des ARNm des IDHs et de l’OGDH dans ces conditions (Jimenez-Sánchez et al., 

2020). La diminution de l’activité de ces enzymes peut induire un blocage, induisant 

l’accumulation de leurs substrats. Le pyruvate étant le substrat de la PDH et la glycolyse 

débridée des cellules β pancréatiques induisent son accumulation dans ces cellules lors de la 

glucolipotoxicité. Le pyruvate est alors soit directement sécrété par la cellule ou est converti 

par des voies branchées en lactate et alanine qui à leur tour s’accumulent et finissent par être 

sécrétés. Des études de RMN utilisant l’hyperpolarisation montrent que le pyruvate, l’alanine 

et le lactate s’accumulent dans le cytoplasme des cellules INS-1E dans les premières heures 

de glucotoxicité appuyant cette hypothèse (Malinowski et al., 2020). La diminution de 

l’activité d’OGDH et des IDHs mitochondriales peut être une explication de l’accumulation et 

la sécrétion de citrate observées en condition de glucolipotoxicité. L’abscence de son 

accumulation dans le cytoplasme des INS-1E dans cette même condition est discutée plus loin. 

Nous avons réalisé la même démarche expérimentale sur les cellules de la lignée murine INS-

1E. La quantification d’insuline intracellulaire est très similaire à celle observée dans les îlots 

pancréatiques humains. En effet la gluco- et la glucolipotoxicité induisent une diminution 
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significative de l’insuline intracellulaire. Le GSIS en revanche est différent. La sécrétion 

d’insuine est diminuée en condition de glucotoxicité seule mais est augmenté en lipotoxicité  

et ce phénotype est exacerbé en glucolipotoxicité. Shapiro et son équipe avaient déjà observé 

ce phénomène lors de la glucolipotoxicité sur le modèle INS-1E, concluant sur l’effet de 

l’activation du récepteur GPR40 par le palmitate augmentant la quantité de Ca2+ 

intracytosolique exacerbant la sécrétion d’insuline en réponse au glucose  (Shapiro et al., 

2005). 

Des études métabolomiques similaires ont été réalisées sur ce modèle en quantifiant 28 

métabolites par échantillons après 48h de culture dans les différentes conditions. Le 

corrélogramme réalisé met en avant l’absence de corrélation entre la quantité d’insuline 

intracellulaire et la sécrétion d’insuline en réponse au glucose dans le modèle INS -1E. De plus, 

le pyruvate, l’alanine et le lactate sont toujours anticorrélés avec la quantité intracellulaire  

d’insuline mais plus le citrate. Afin de mieux comprendre les différences entre le modèle 

humain et le modèle murin, nous avons observé les consommations et sécrétion de ces 

différents métabolites par les INS-1E dans les différentes conditions. Le pyruvate , l’alanine et 

le lactate sont tout comme dans le modèle humain sursécrétés. Mais à l’inverse, le citrate est 

lui dans toutes les conditions moins sécrété que dans la condition contrôle.  Cette observation 

est parfaitement cohérente avec l’accumulation de ces trois métabolites en bout de glycolyse 

observée par Malinowski et son équipe dans les premières heures de glucotoxicité 

(Malinowski et al., 2020). 

Afin de comprendre si cette différence venait d’une quantité inchangée d’OGDH et IDH2, nous 

avons quantifié ces deux protéines et avons observé une diminution significative  de l’OGDH 

dans les deux conditions de gluco- et glucolipotoxicité ne nous permettant pas d’expliquer la 

diminution de la sécrétion de citrate dans ce modèle. De plus, l’étude de la respiration 

mitochondriale après 48h de culture en condition de glucolipotoxicité montre une diminution 

de la consommation d’oxygène, signifiant une probable perturbation du cycle du citrate . Cette 

observation est cohérente avec la littérature (Dingreville et al., 2019) et les perturbations 

calciques dans ces conditions peuvent permettre d’expliquer d’une part par la diminution de 

l’activité d’enzymes mitochondriales telles que les IDHs mitochondriales (Aogaichi et al., 1980)  

et l’OGDH (Qi et al., 2011) ainsi que d’autre part par une diminution de l’activité de la chaîne 
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respiratoire (Glancy et al., 2013; Territo et al., 2000). Convaincu d’une diminution de la 

quantité et de l’activité de l’OGDH, nous avons voulu tester l’hypothèse d’une fuite 

mitochondriale de citrate similaire au îlots humains tout en gardant à l’esprit que celui-ci peut 

être utilisé par une autre voie métabolique. 

Pour en savoir plus, nous avons choisi d’étudier l’homéostasie des métabolites intracellulaires,  

appelée endométabolome, des INS-1E dans ces mêmes conditions par 1H-RMN, quantifiant 35 

métabolites. L’endométabolome nous permet de mettre en évidence l’accumulation de 

pyruvate, alanine et lactate en cohérence avec l’étude de glucotoxicité de Malinowski et al. 

(Malinowski et al., 2020) en montrant aussi une abscence d’accumulation du citrate quelque 

soit la condition étudiée. Indépendamment, le glycérol semble être augmenté dans ces 

conditions mais pourtant celui-ci n’est pas observé sous forme libre dans les surnageants. 

Cette observation nous a permis d’émettre l’hypothèse que dans les INS-1E, à défaut d’être 

accumulé et sécrété à l’instar des îlots humains, le citrate est détourné vers la voie de la 

lipogénèse de novo, utilisant ensuite le glycérol pour former des triglycérides. 

Nous avons testé cette hypothèse en quantifiant les gouttelettes lipidiques, les triglycérides 

intracellulaires ainsi que les triglycérides sécrétés du modèle INS-1E dans les différentes 

conditions de gluco- et/ou lipotoxicité. Tous ces paramètres apparaissaient comme 

significativement augmentés par rapport à la condition contrôle. Afin de confirmer que cette 

augmentation venait d’une utilisation du citrate dans la lipogénèse de novo et non d’acides 

gras libres pour former des triglycérides, nous avons quantifié les enzymes de la voie de la 

synthèse de lipides : ACLY, ACC et FAS. ACLY et FAS voient leurs expressions augmentées en 

conditions de gluco- et glucolipotoxicité, contrairement à ACC qui est augmentée seulement 

en condition de glucotoxicité. Ces trois enzymes étaient déjà rapidement questionnées par 

Haythorne et al. observant des résultats similaires aux nôtres sur des souris diabétiques 

(Haythorne et al., 2019). La lipotoxicité ne semble avoir aucun impact sur l’expression de ces 

enzymes. Nous pouvons donc en conclure que les triglycérides produits en condition de 

lipotoxicité proviennent majoritairement de l’absorption de palmitate par les cellules INS-1E. 

En condition de glucotoxicité, le citrate est bien utilisé par la voie de lipogénèse de novo dans 

les cellules INS-1E permettant la formation de triglycérides comme déjà observée par Nyblom 

(Nyblom, 2007). Cette situation est de plus d’autant plus probable dans le modèle murin par 
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rapport au modèle humain car comme observé par MacDonald et son équipe, l’activité et 

l’expression de l’ACLY sont 3 à 4 fois plus élevées dans le modèle murin par rapport au modèle 

humain (MacDonald et al., 2011). Dans la condition de glucolipotoxicité, la présence de 

palmitate empêche la surexpression d’ACC comme déjà décrit dans cette lignée (Brun et al., 

1997) empêchant la forte synthèse d’acides gras de novo. Mais le citrate ne s’accumulant pas 

dans les INS-1E en glucolipotoxicité nous pouvons en conclure que celui-ci est utilisé par une 

autre voie métabolique. Cette situation me permet d’émettre l’hypothèse que la diminution 

de l’utilisation des citrates dans la lipogénèse de novo forcerait les carbones des citrates  

sécrétés par la mitochondrie dans le cytoplasme à retourner dans la mitochondrie par une des 

navettes mitochondriales présentées précédemment (Jitrapakdee et al., 2010) contournant 

potentiellement le blocage de l’OGDH. Le contournement de l’OGDH permettant finalement 

aux carbones du citrate de renouveller les cofacteurs mitochondriaux, alimentant ainsi la 

phosphorylation oxydative et permettant la sécrétion d’insuline des cellules INS-1E en 

réponse au glucose. 

Finalement, les deux modèles présentés ici montrent une fuite de carbones sous différentes 

formes, les rendant inutilisables par la mitochondrie en vue de régénérer les cofacteurs 

mitochondiraux lors de la toxicité au glucose. Cette situation ne permet plus le 

renouvellement de l’ATP par la phosphorylation  oxydative nécessaire à la synthèse et la 

sécrétion régulée d’insuline en réponse au glucose. La première fuite est observée en bout de 

glycolyse, sous forme de pyruvate, alanine et lactate, directement sécrétés par les îlots 

pancréatiques humains et les cellules INS-1E. La deuxième fuite de carbone est au niveau 

mitochondrial sous forme de citrate sécrété dans le cytoplasme de la cellule. Les cellules β 

nécessitant de nombreux cycles et navettes, d’autres carbones peuvent aussi être perdus sous 

cette forme avant d’être soit sécrétés, comme c’est le cas pour le citrate des îlots humains, 

soit métabolisés par d’autres voies métaboliques comme la lipogénèse de novo pour les 

cellules INS-1E. La lipotoxicité ne semble pas avoir d’effet sur la fonction de synthèse et la 

sécrétion d’insuline de nos deux modèles mais celle-ci est tout de même fortement délétaire 

pour la viabilité des cellules INS-1E. 

Un autre aspect de ma thèse traitait des îlots humains diabétiques de type 2. En effet nous 

voulions comprendre si la glucolipotoxicité pendant 48h sur des îlots humains de donneurs 
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sains permettait de reproduire un métabolisme d’îlots diabétiques. De plus nous voulions 

savoir si le métabolisme des îlots humains de donneurs diabétiques de type 2 était altérable 

par la glucolipotoxicité. Les GSIS et le contenu en insuline des îlots pancréatiques humains 

issus de diabétiques sont très similaires à ceux des îlots issus de donneurs sains en condition 

de glucolipotoxicité, présentant une absence de sécrétion d’insuline en réponse au glucose et 

peu d’insuline intracellulaire, sans changement lors de la glucolipotoxicité. Des analyses 

statistiques multivariées mettent en avant une différenciation du métabolisme des îlots 

diabétiques par rapport aux îlots sains en condition contrôle. L’alanine, le pyruvate, le citrate 

ainsi que le lactate font partis des métabolites permettant cette discrimination. Ces 

métabolites sont tous sursécrétés en condition de glucolipotoxicité nous permettant de 

conclure que les îlots diabétiques humains souffrent des mêmes dérégulations de 

déshydrogénases mitochondriales que les îlots humains issus de donneurs sains en condition 

de glucolipotoxicité. Malgré cela, l’étude par WB de l’expression de la PDH, l’OGDH et l’IDH2 

ne permettent pas de conclure sur d’éventuelles modifications d’expression ou de régulation 

de ces enzymes en condition de glucolipotoxicité. Ces observations sont encore à confirmer 

car elles ont été réalisées sur des îlots provenant de seulement deux donneurs diabétiques de 

type 2. 

De plus, l’étude d’îlots pancréatiques humains issus de donneurs sains nous a permis de 

découvrir de potentiels bio marqueurs de dysfonctions de ce modèle. En effet, nous avons 

étudié aussi 2 préparations d’îlots issus de donneurs sains non fonctionnels (ne répondant pas 

au GSIS). Ces 2 îlots représentent 22% des îlots issus de donneurs sains. Ce chiffre est dans la 

norme de ce qui a été décrit par Kayton et al. où ils estiment qu’environ 25% des îlots 

pancréatiques humains isolés ne sécrètent pas d’insuline en réponse au glucose  (Kayton et al., 

2015). Pour l’instant, il est admis que les îlots dysfonctionnels ne peuvent être discriminés par 

les centres d’isolation des îlots (Kayton et al., 2015). Malgré tout, la prédiction de la perte de 

fonction de ces îlots semble être possible par notre étude. Tout d’abord, lors du GSIS en 

condition contrôle, on observe que les îlots non fonctionnels ainsi que les îlots issus de 

donneurs diabétiques sécrètent significativement plus d’insuline avant stimulation au glucose 

que les îlots fonctionnels utilisés lors de notre étude. De plus, les profils métabolomiques en 

condition contrôle de ces îlots permettent aussi de les discriminer des îlots fonctionnels par 

l’utilisation de statistiques multivariées supervisées. De manière intéressante, les sécrétions 
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de citrate et pyruvate de ces îlots non fonctionnels sont comparables à celles des îlots 

fonctionnels en condition contrôle. En condition de glucolipotoxicité  en revanche, les 

sécrétions de ces métabolites sont similaires à celles des îlots diabétiques dans cette même 

condition. Le nombre de préparations d’îlots testées ne permet malheureusement pas de 

conclure sur la significativité de ces observations mais la répétition de ces expériences pourrait 

permettre de définir de nouveaux biomarqueurs fonctionnels et métaboliques permettant un 

gain de temps et d’îlots lors des tests avant greffe. 

En conclusion, des études combinant l’utilisation de modulateurs des MAMs  et la 

métabolomique permettraient de confirmer le fait que ces contacts interorganites sont un 

point crucial de la régulation du métabolisme des cellules β, impliqués dans leurs fonctions de 

synthèse et sécrétion d’insuline en réponse au glucose. De plus,  des études utilisant un 

modèle sans cellule, en combinant des isolats mitochondriaux et cytoplasmiques de cellules 

INS-1E ayant subies une gluco- et/ou lipotoxicité permettraient de définir si seule une 

mitochondrie fonctionnelle est nécessaire au renouvellement normal d’ATP ou si des facteurs 

cytoplasmiques sont aussi impliqués dans la perte de fonction des cellules β. Pour finir, selon 

moi, la démocratisation de la métabolomique et l’amélioration des outils d’analyse 

aboutiraient à un bon technologique majeur, accélérant de nombreux champs de recherches 

et répondant aux interrogations de nombreux autres. 
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