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Modifications métaboliques et
fonctionnelles des cellules [ pancréatiques
au cours du diabete de type 2

Mots clés: Diabéte de type 2, Métabolomique, Résonance Magnétique Nucléaire, Tlots
pancréatiques, cellules B, Glucolipotoxicité, Déshydrogénases mitochondriales, Cycle du
citrate

L'insuline estune hormone contribuant a ’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 diabéte de type 2 (DT2) les tissus insulino-sensibles voient
diminuer leur capacité a répondre a linsuline mettant progressivement en place une
hyperglycémie chronique. Pour répondre a la demande accrue en insuline découlant de
I'insensibilité des tissus cibles, les cellules B pancréatiques insulino-sécrétrices liberent
davantage d’insuline jusqu’a s’épuiser. L'excés de substrats énergétiques circulants sous
forme de glucose et de lipides, induisant respectivement une gluco- une lipotoxicité, méne a
un défaut de renouvellement de I'ATP. Cet ATP est un substrat crucial pour la synthese et la
sécrétion régulée d’insuline par les cellules B pancréatiques. Les modifications de
'homéostasie métabolique intracellulaire sont des marqueurs du remodelage du
métabolisme des cellules B au cours du DT2 mais les échanges entre ces cellules et leur
environnementrestent mal connus. En vue d’étudier la nature métabolique de ces échanges,
nous avons soumis des flots pancréatiques humains et un modéle de cellules B murines INS-
1E a 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 a 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 flots humains et les INS-1E. Cependant,
alors que le citrate estdirectementsécrété horsde la cellule dansle modéle desilots humains,
il apparait utilisé au profit de la synthése de lipides supportant une sécrétion de triglycérides
dans le modéle 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 a une diminution de la respiration mitochondriale
lors de conditions mimant la glucotoxicité. Ainsi nous proposons un modéle ol, comme lors
du DT2, les cellules B pancréatiques sont soumises a de fortes quantités de glucose et de
lipides induisant un stress mitochondrial. Ce stress conduit a I'altération de I'axe glycolyse-
cycle du citrate-sécrétion d’insuline associée a une secrétions importante de pyruvate, de
citrate ou de triglycérides, ne permettant plus le renouvellement d’ATP nécessaire a la
sécrétion d’insuline.
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B pancreatic cell metabolic and functional
modifications during type 2 diabetes

Key words: Type 2 diabetes, Metabolomic, Nuclear Magnetic Resonance, Pancreatic islets,
B 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 B 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 defectin
ATP turnover defect which is crucial for B cell insulin synthesis and secretion. Intracellular
metabolism homeostasis modifications are key markers of B 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 B 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, B 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 B cells
oversecrete pyruvate, citrate, or triglycerides, limiting ATP renewing required for insulin
secretion.
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CHAPITREI Lacellules 8 etlarégulation dela glycémie

PARTIE A La cellules 3 et son environnement

ILA.1 Lesgrandes fonctions du pancréas

Le pancréas est un organe situé dans 'abdomen des vertébrés, sous le foie, devant I'estomac,
entre le duodénum (a droite) et la rate (a gauche) (Figure 1 A). Chez '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 téte, le col, le corps et la queue. Latéte estla 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 a I'opposé de la téte, en contact avec la rate. Le corps est la partie reliant le col a la
gueue. Le pancréas est un organe bénéficiant d’'un fort apport de sang venant du tronc
cceliague ou de l'artere mésentérique supérieure tandis que les veines de I'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 a 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 impliguées dans le processus de digestion. Les cellules épithéliales,
formant la paroi des canaux excréteurs, sécretent des ions bicarbonates neutralisant I'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 'lhoméostasie glucidique. Cette fonction est assurée par

des cellules regroupées en amas appelésilots de Langerhans ou ilots pancréatiques.

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

Lesilots sont disséminés dans le parenchyme exocrine pancréatique et richementvascularisés
par les artéres spléniques et mésentériques supérieures. Cet afflux sanguin spécifique permet
de capter des stimuli et d’y répondre en libérant des hormones directement dans le systéme

circulatoire. Les hormones produites par les cellules desilots pancréatiques sontlibérées dans
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les veines pancréatiques et distribuées dans tout I'organisme par I'intermédiaire de la veine

porte.

Les flots pancréatiques ne représentent que 1% a 2% a des cellules pancréatiques mais
bénéficient jusqu’a 20% de I'afflux sanguin de I'organe (Jansson and Hellerstrom, 1986). Ces
flots sont de forme sphérique et représentent0.5a 1.3 cm3 du pancréas. Chez’'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 trés petits flots
ajustent ce chiffre a environ 1,5 millions d’llots pancréatiques de plus de 23 um de diamétre
en 2005 (Da Silva Xavier, 2018; Korsgren et al., 2005). En moyenne la taille d’un flot humain

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

Les flots 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 surla
glycémie. Les cellules a et B sécrétent respectivement le glucagon et I'insuline, permettantla
régulation de la glycémie. En plus de ces cellules, les ilots sont composés des cellules §, € et
PP sécretant respectivement lasomatostatine, la ghréline et le polypeptide pancréatique (PP),
des hormones n’ayant pas de lien direct avec la glycémie (Figure 1C). L'organisation des flots
pancréatiques varie selon I'espéce. Chez les rongeurs, les cellules B sont situées au cceur de
I'ilot et sont entourées parun manteau constitué des autres types cellulaires (Orci and Unger,
1975) (Figure 1D). Chez d’autres especes tel que 'lhomme, les ilots ont une organisation
particuliere a premiére vue aléatoire, pour permettre une meilleure vascularisation du micro-
organe (Cabrera et al., 2006) (Figure 1E). Mais lorsque I'on regarde plus attentivement, ces
flots de plus grandes tailles disposent d’une structure coeur/manteau comparable a celle des
rongeurs (Erlandsen et al., 1976) (Figure 1F). Dans ce cas, les cellules B 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 méme chez les espéces plus grandes, les plus

petits flots eux gardent une structure similaire a celle des rongeurs (Bosco et al., 2010).

31



A)

Artére splénique

Rate

Pancréas o Tlots
j e di pancréatiques

Conduit biliaire
(de la vésicule
biliaire)

Canal biliaire
commun

Duodenum
Cellules a

Cellules B

Acinus
exocrine

canal pancréatique Cellules acinaires

y

https.//foie-pancreas-strasbourg. eu/pathologies/pancrgs/
B)

Cellules a
Cellules &
Cellules B

Capillaire
sanguin

Cellules PP ou €

40 um
Brissova et al. 2005 Bosco et al. 2010

Figure 1: Lesflots pancréatiques humains.

A) Représentation et localisation d’un pancréas humain. B) Image représentative de plusieurs flots humains
ainsi que le zoomsur unflot (barre d’échelle 50 um). C) Représentation et compositiond’unflot pancréatique.
D) E) Sections optiques de microscopie confocale de 1umala profondeurindiquée (40um) atraversdeslots
isolés murin (D) et humain (E) respectivement permettant d’observer leurs architectures spécifiques en
fonction de I'espéce aveclescellules a(en rouge), B (en vert) et 5 (enbleu) (G x 40). F) Modeéle d’organisation
cellulairedanslesflots humains (cellules B en vert, autres cellules enrouge et vaisseauxsanguins en bleu).
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Les cellulesa et 3

Les deux types cellulaires majoritairement présents dans les flots pancréatiques sont les
cellules B et a. Les cellules B 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 B représentent
48% a 59% des cellules des flots chez I'humain (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006) et
60% a 80% chez la souris (Brissova et al., 2005; Cabrera etal., 2006; Quesada et al., 2008). Ces
cellules sont vitales et leur absence ou dérégulation cause de séveres complications
développées par la suite au chapitre Il. Les cellules a représententelles entre 30% et 45% des
cellules d’ilots dans le modéle humain et 15% a 20% dans le modéle murin (Brissova et al.,
2005; Cabrera et al., 2006; Quesada et al., 2008). Les cellules a sécretent du glucagon, une
hormone hyperglycémiante stimulant la glycogénolyse dans les hépatocytes, les myocytesou
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 a possédent un récepteur spécifique générant un
potentiel d’action en absence ou a de bas niveaux de glucose (Gromada et al., 1997). Ce
potentiel d’action active un signal calcique permettantla libération de glucagon. Ce processus
permetla sécrétion stimulée de 'hormone par I'hypoglycémie etinhibée par I'hyperglycémie.
Chez 'homme et la souris, le glucose inhibe directement la sécrétion de glucagon des cellules
o (Gromada et al., 2004; MacDonald et al., 2007; Ravier and Rutter, 2005; Shiota et al., 2005;
Vieira et al., 2007).

Autres cellules composantles ilots pancréatiques

D’autres types cellulaires minoritaires composent les ilots pancréatiques. Les cellules &
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 systéme nerveux central, elle
diminue aussi I'angiogeneése et la prolifération cellulaire (O’Toole and Sharma, 2021). La

localisation des cellules & ne se restreint pas uniquement aux flots pancréatiques. Elles sont
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présentes dans différents organes comme I'hypothalamus, le systeme nerveux central et
périphérique, I'estomac ainsi que l'intestin (Arimura et al., 1975; Hokfeltet al., 1975). Les/ilots
pancréatiques humains comptent environ 5% de cellules & et les flots murins 10% (Brissova et
al., 2005; Cabrera et al., 2006; Quesada et al., 2008). Les cellules & sont équipées de canaux
potassiques adénosine triphosphate (ATP) dépendants ouverts lorsque le glucose est bas,
permettant le déclenchement d’un potentiel d’action et I'ouverture de canaux calciques
dépendants du voltage. Une oscillation du CaZ* est alors induite conduisant a la sécrétion de
la somatostatine par la cellule (Berts et al., 1996; Braun et al., 2009; Grill and Efendi¢, 1984;
Zhang et al., 2007). Les cellules & sécretent aussi de la somatostatine en réponse a des
nutriments semblables a ceux permettant la sécrétion d’insuline (glucose, acides aminés et
lipides) (Rorsman and Huising, 2018). Cette observation peut étre expliquée par le fait que les
cellules & et B partagent le méme progéniteur endocrine immédiat (Sosa-Pinedaet al., 1997).
Les cellules € secretent la ghréline, une hormone régulant principalement la sécrétion de
I"hormone de croissance, la prise de nourriture et 'homéostasie énergétique (Shiet al., 2017).
Ces cellules € sont exprimées en périphérie des ilots pancréatiques de maniére similaire chez
I'homme, les rongeurs et les poissons (Wierup et al., 2014). Au cours du développement, la
guantité de cellules €diminue dans lesflots pancréatiques, commencant aux alentours de 10%
chez le foetus et ne représenteraient plus que 1% des flots a I’age adulte (Wierup et al., 2014).
Les cellules PP, sécrétant le PP, représentent elles moins de 2% des cellules des ilots
pancréatiques humains et moins de 5% pour les rongeurs (Clark et al., 1988; Stefan et al.,
1982; Sundler etal., 1977). La plus grande concentration de ces cellules se trouve dans lesflots
situés au niveau de la téte du pancréas (Stefanetal., 1982). La sécrétion du PP est une étape
importante de la communication entre I'intestin et le cerveau par le biais du nerf vague (Holzer
et al., 2012; Schwartz, 1983). Cette sécrétion estinduite de maniére post prandiale (Schwartz,
1983) mais peut aussi étre stimulée par I'arginine (Weir et al., 1979). Le PP a la propriété de

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

Régulation paracrine de lasécrétiond’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 a la régulation de la glycémie. En effet, la sécrétion
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d’insuline est diminuée par I'action de la ghréline dans les flots mais son action éventuelle sur
la sécrétion d’autres hormones pancréatiques reste a définir (Wierup etal., 2014). La sécrétion
de glucagon quant a elle est diminuée in vitro par le PP (Aragdn et al., 2015) sans impacter la
sécrétion d’insuline in vivo (Bastidas et al., 1990). Le r6le de la somatostatine dans le pancréas
estencore mal connu. Celle-ciinhibe la sécrétion de glucagon (Hauge-Evans etal., 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 etal., 1979). Se faisant, la somatostatine agit comme une
hormone tampon, prévenantla sursécrétion d’insuline ou de glucagon ou inhibant la sécrétion
d’insuline avant la sécrétion de glucagon lors d’une transition de I'hyperglycémie a
I'hypoglycémie. La somatostatine stimule des récepteurs spécifiques couplés a des protéines
G descellules a et B induisant une inhibition paracrine de la sécrétion de glucagon etd’insuline
(Rorsman and Huising, 2018). Les cellules a possédentelles aussi des fonctions paracrines. En
effetla sécrétion de glucagon stimule la sécrétion d’insuline et de somatostatine en agissant
sur les cellules B et & (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

modeéle murin (Ma et al., 2005).

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

thése, et laisser les autres types cellulaires de coté.

I. A. 1.2 Les modeles d’étude des cellules f8

Il existe différents modeéles d’étude de la sécrétion d’insuline in vivo, ex vivo et in vitro. Je
présente ici non-seulement les modeles utilisés lors de cette thése (les cellules INS-1E et les
flots pancréatiques humains) mais aussi d’autres modeles intéressants ainsi que les raisons

gui ont motivé ces choix.

Les modeles in vitro

Les travaux sur l'insuline ont commencé il y a plus d’un siécle comme nous le verrons dans la
partie suivante. Les modeles de lignées cellulaires B se sont vite révélés indispensables a la

recherche dansle 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 B immortalisées ont vu le jour

avec chacune leurs avantages et leurs inconvénients.

La lignée cellulaire INS-1E
La lignée cellulaire utilisée lors de cette thése est la lignée INS-1E. Celle-ci est originaire d’un
insulinome (tumeur de cellules B) 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 a proliférera une
vitesse adaptée pour notre étude sans nécessiter de concentrations de glucose 4 a 5 fois
supérieures a la concentration physiologique. En effet, les INS-1E ont encore la capacité de
sécrétion d’insuline en réponse au glucose et ce méme aprées plus de 80 passages indiguant
un maintien de I'état différentié de la lignée. Ces cellules sont de plus cultivées a 10 mM de
glucose ce qui permet d’étudier I'effet de concentration supraphysiologique de glucose a
25mM de maniere aigue et chronique (Asfari et al., 1992). Ces atouts font de cette lignée une

des plus utilisées dans I'étude de pathologies liées a la sécrétion d’insuline.

Autres modeles cellulaires non utilisés dans ces travaux
Miyazaki et al. dans les années 1990 travaillaient sur des souris transgéniques exprimant des
génesaugmentant la génération de tumeurs dans certains types cellulaires (Paul et al., 1988).
L'expressionde I'antigéne SV40 T a la suite du promoteur de I'insuline permit a Miyazaki et al.
de développerdesinsulinomes murins. La caractérisation de ces insulinomes permit de créer
la lignée MING, sécrétant de l'insuline en réponse a une stimulation au glucose (Miyazaki et
al., 1990). Malgré tout, les MIN6 nécessitent l'utilisation d’un milieu contenant des
concentration supraphysiologiges de glucose (25 mM) pour se développer. Cette
caractéristique ne permettant pas d’étudier I'impact de I'exposition chronique a des

concentrations supraphysiologique de glucose, je ne I'ai pas utilisé au cours de ma these.

Cette méme méthode a été utilisée dans les années 2010 pour créer une lignée de cellules B
a partir d’'uninsulinome humain (Ravassard etal., 2011). L’antigene SV40 T large a été exprimé
sous le promoteur de l'insuline dans un tissu pancréatique feoetal greffé a des souris SCID.
Plusieurs tumeurs de cellules B se sont développées menanta de nombreuses lignées. L'une
d’entre elles, EndoC-BH1, exprime de nombreux marqueurs spécifiques des cellules B en plus

de sécréter de l'insuline en réponse a différents sécrétagogues dont le glucose (Ravassard et
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al., 2011). Les EndoC-BH1 sont de bons modeles, proches de 'humain et cultivables a 5mM
glucose. Malgré tout, celles-ci proliferent environ 4 fois moins vite que les INS-1en plus d’avoir
un rythme métabolique plus faible, signifiant que les consommations et sécrétion des
métabolites de la lignée EndoC-BH1 sont plus faibles que celles des INS-1. Les travaux de ma
thése, axéssur I'étude du sécrétome métabolique des cellules B (développée dans le chapitre

[11), ne permettent pas I'utilisation de cette lignée humaine.

Les cellules souches pluripotentes induites (CSPi) sont des cellules souches générées a 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 Nobelde médecine en 2012. Ces cellules
ont la particularité de pouvoir étre différenciées en presque tous les types cellulaires, en
utilisant des facteurs de transcription spécifiques. Plusieurs équipes ont travaillé sur le
développementde cellules B a 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 a l'insuline apres les différents protocoles proposés
est relativement faible (de 0,8% a 15%), rendant pour l'instant ces lignées quasi inutilisable
afin d’étudierla sécrétion d’insuline. Le développementd’un protocole simple, reproductible
et versatile est encore nécessaire pour imaginer utiliser ce modele tres prometteur pour les

étudesin vitro et la greffe de cellules B (Hosoya, 2012).

Les modeles exvivo

Comme vu précédemment, les flots pancréatiques sont constitués de multiples types
cellulaires en plus des cellules B. C'est pour cela que le modele ex vivo d’ilots pancréatiques,
plus intégré que les modeles in vitro, jouentun réle incontestable dans le domaine d’étude de

la sécrétion d’insuline.

Les ilots murins
Les ilots murins sont couramment utilisés dans les études sur le diabéte. L’avantage de ce
modele provient de sadisponibilité dansla recherche. En effet un utilisateur expérimenté peut
extraire entre 200 et 400 flots pancréatiques par souris (Gotoh et al., 1985; Shewade et al,,
1999) et de 600 jusqu’a 800 filots par rat (de Groot et al., 2004) correspondant a 10% a 30%

desilots totaux de I'animal (Carter etal., 2009). Il existe différentes approches d’extraction de
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ces flots pancréatiques. La premiere méthode nécessite I'extraction du pancréas de I'animal
et sa réduction mécanique en morceaux d’environ 1 a 2mm. Puis une solution de collagénase
sur ces morceaux permet de séparer les flots des cellules les entourants (Lacy and
Kostianovsky, 1967, O’Dowd, 2009). La seconde méthode consiste a injecter directement la
collagénase dans le conduit biliaire du pancréas. L'organe est ensuite excisé de I'animal et

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

Les ilots humains
Les ilots pancréatiques humains sont des modeles intégrés et précieux. L'utilisation d’ilots
pancréatiques humains dans la recherche a permis de nombreux projets et avancées dans la
compréhension de la biologie de ces flots (Hart and Powers, 2019). Ceux-ci proviennent de
donneurs décédés la plupart du temps d'arrét cérébral. Cette cause de mort permet de
préserver les flots 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 ilots du reste
du pancréas par microdissection (Hellerstroem, 1964). Ensuite des enzymes, comme la
collagénase, sont utilisées afin d’isoler au mieux les ilots pancréatiques (Moskalewski, 1965) .
La perfusion du pancréas avec ces enzymes permet de dégrader la matrice extracellulaire et
séparer les flots du reste du pancréas (Shapiro et al., 2017). Une centrifugation sur gradients

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

Ces modeles d’études permettent d’étudier les mécanismes de la sécrétion d’insuline. Cette
hormone fait I'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 a I'insuline.

PARTIE B L’insuline et sa sécrétion régulée

I.B.1 L’historiquedela découvertede l'insuline

L'insuline n’a pas été la découverte d’une seule personne et fait suite a une plus longue
histoire dont les implications par rapport au diabete sont développées au chapitre Il et son
origine au chapitre Ill. Au début du XXéme siécle, peu de choses sont connues sur I'insuline.

Méme le nom d’insuline, donné par Jean de Meyer, est alors utilisé pour décrire une sécrétion

38



« sGrement » pancréatique provenant « probablement » des flots pancréatiques décrits par

Paul Langerhans au cours du XIXeme siecle (Bliss, 2019).

Entre 1900 et 1914, Georg Ludwig Zuelzer, un physicien allemand, travaillait sur les effets des
extraits pancréatiques, réalisés a partir d’alcool, sur la survie de chiens et lapins avec une
déficience pancréatique (Jorgens, 2021). Ses résultats lui permirent de traiter pendant
plusieurs jours un patient atteint d’un diabéte sévere, etce, jusqu’a épuisementde 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,
I'utilisation de ces extraits était associée a des vomissements, de la fievre ainsi que des
convulsions (Pratt, 1989). Zuelzer mis un terme a ses recherches en 1914 a la suite de I'entrée

dans la lere guerre mondiale (Bliss, 2019).
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Figure 2 : Portraits des hommes ayant participé aladécouverte de I'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 a des chiens dontle 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
sécrétionsinternes du pancréas envue de les utiliser a 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 observerent une diminution du glucose dans les urines de
chien apres administration d’extraits pancréatiques mais leurs conclusions resterent
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 'obésité et le diabéte, il publia sesrecherches dans un journal francophone
(Karamitsos, 2011). Lesrecherchesde N. Paulescu étaient plus poussées comparées aux autres
chercheurs de son temps et il est aujourd’hui considéré comme I'un des découvreurs de
Iinsuline (Martin, 1989). Malgré tout, la nécessité d’utiliser 20mL de sang pour doser le
glucose a poussé Paulescu a utiliser des sujets non-humains pour ses expériences (Hegele and

Maltman, 2020; Karamitsos, 2011).

En 1920, Frederick Banting (Figure 2C) a I'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 I'aide de
Charles Herbert Best (Figure 2C) que F. Banting, commence ses expériences en mai 1921
jusqu’en décembre 1921 ou ils mettent au point une technique d’extraction pancréatique a
partir d’alcool et réalisent de multiples testsavec ces extraits pancrétiques sur des chiens. lls
injectent ensuite ces extraits a des animaux ayant subi une ablation ou une ligature du

pancréas et observeérentune pluslongue survie de ceux-ci. Dés décembre 1921, avec l'aide du
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Professeur James Bertram Collip (Figure 2D), ils mettent en évidence le caractére protéique
de l'insuline et sa sécrétion par le pancréas. De plus, ils découvrent que I'insuline est sécrétée
par plusieurs espéces, agissant de maniere universelle et permettant de diminuer la glycémie
et traiter le diabéte d’une espéce a l'autre. lls présententleurs résultats en fin d’année 1921
et décident de traiter avec de l'insuline un enfant de 14 ans atteint d’un diabete dés janvier
1922 (Bliss, 2019; Hegele and Maltman, 2020). Les premiéres 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
probléme en réalisant une extraction plus propre permettant de réduire I'infection suite aux

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

Deés février 1922, ces injections sont administrées a 6 patients (Banting and Best, 1963). Au
départ appelée « pancréine », le nom « insuline » futdéfinien hommage au nom que lui avait
donné le Docteur belge J. Mayer travaillant quelquesannéesavant sur les sécrétions internes
du pancréas (Karamitsos, 2011). En février 1923, la compagnie pharmaceutique américaine Eli
Lilly commenga une production en masse d’insuline suivie par le Medical Research Council of
London (Karamitsos, 2011) pour répondre a la demande grandissante. Le diabéete juvénile,

jusque-laincurable et rapidement fatal, devinttraitable.

F. Banting et J.R. Macleod furent nobélisés en octobre 1923 pour leurs travaux sur l'insuline
gu’ils partagérent avec C.H. Best et J.B. Collip. N. Paulescu, revendiquant la paternité de la
découverte, ne fut pas entendu a I'époque. Il fut cependant reconnu a titre posthume comme
étant impliqué dans la découverte de linsuline lors de la célébration des 50 ans de

I'implémentation de la thérapie a I'insuline (Karamitsos, 2011).

Cette année 2021, nous célébrons le 100¢me 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 Lerodleclefdel’insuline danslarégulationglycémique

Nous allons maintenant nous intéresser au réle de I'insuline dans I'organisme. Cette hormone
est caractérisée d’hypoglycémiante, c’est-a-dire qui permetde réduire la quantité de glucose
circulant. Elle intervient lors de situations d’hyperglycémie, aprés un repas par exemple,
permettant de maintenir ’'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 a I'insuline ont été identifiés universellement dans le régne animal (Jin
Chan and Steiner, 2000) mettant en avant I'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 I'évolution (Jin Chan and Steiner, 2000). La similarité structurale entre I'insuline
et les IGFs explique leur capacité commune a stimuler le récepteur a I'insuline (INSR). Ce
récepteur est exprimé de facon ubiquitaire mais seuls quelquestypes cellulaires, appartenant
aux tissus dits périphériques, ont un role a jouerdans 'homéostasie glucidique en répondant
a l'action directe de l'insuline. Il s’agit desrhabdomyocites, des hépatocytes et des adipocytes
du tissu adipeux blanc (Petersen and Shulman, 2018). Les effets physiologiques de I'insuline
sont réalisés uniquement aprés son interaction avec I'INSR (Haeusler et al., 2018). A
concentration physiologique, une seule molécule d’insuline se lie a 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 étre déclenchés suite
a 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 '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 fleches rouges représentent des inductions de phosphorylations créant une cascade d’amplification et
menantau signal métabolique de l'insuline. P : phosphorylation, INSR : récepteural’insuline, IRS : substrat du
récepteural’insuline, PI3K: phosphoinositide-3-kinase, AKT : protéine kinase B.

44



I. B.3 La traductiondu signal de I'insuline et le mécanisme de régulationde

la glycémie par les cellules cibles

L'intéraction de linsuline avec son récepteur déclenche une cascade de réactions
enzymatiques permettant I'amplification du signal de [linsuline. Aprés son
autophosphorylation, 'INSR phosphoryle plusieurs Insulin Receptor Substrate (IRS) (Hubbard,
2013) permettant le recrutement de phosphoinositide-3-kinase (PI3K) et I'activation par
phosphorylation d’AKT (pAKT), appelée aussi protéine kinase B, par le biais de la production
etl’accumulation de phosphatidylinositol-tris-phosphates (PIPs) (Alessiet al., 1996; Hodakoski
et al, 2014; Stephens et al., 1998). La cascade d’activation de multiples protéines
intermédiaires permet I'amplification du signal del'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 I'INSR (Petersen and Shulman, 2018). L’'IRS, PI3K et AKT sont tous
trois nécessaires a 'activation du signal métabolique dans les cellules sensibles a I'insuline

(Figure 3).
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Figure 4 : Action du signal métabolique sur les organes cibles de I'insuline.

Lorsque le glucose circulant dépasse la concentration de 1 g/L, le pancréas sécrete 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
réles en fonction de I'organe cible d’appartenance des cellules, mais tous réles permettront de réduire la
concentrationde glucose circulant jusqu’a 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 I'insuline, selon leur type, les
cellules présenteront des réponses différentes permettant la régulation de 'lhoméostasie
glucidique (Molinaro et al., 2019; Petersen and Shulman, 2018). Le pancréas est relié a la
circulation sanguine par la veine porte exposant le foie a une concentration 2 a 3 fois plus
élevée d’insuline que le reste de 'organisme (Cherrington et al., 1998). Dans cet organe,
I'insuline permet aux hépatocytes de stimuler la synthése de macromolécules endogénes
comme le glycogene, deslipides et des protéines ainsi que de réduire la production de glucose
hépatique (Cherrington et al., 1998). Indépendemment de 'insuline, une hyperglycémie est
suffisante pour inhiber la glycogénolyse mais I'hyperglycémie et I'hyperinsulinémie
combinées sont nécessaires pour augmenter la synthese de glycogéne dans le foie (Petersen
et al., 1998). Dans le tissu adipeux blanc, I'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 a la membrane plasmique (Bogan, 2012;
Cushman and Wardzala, 1980; Suzuki and Kono, 1980) et augmentant finalement la
lipogénese (Lewis et al., 1991). Cestrois mécanismes permettentrespectivementde 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 a l'insuline. Comme pour les adipocytes du tissu adipeux
blanc, les rhabdomyocites vont augmenter la quantité de transporteur GLUT4 a leur
membrane plasmique (Leto and Saltiel, 2012). De plus, I'insuline induit dans la cellule
musculaire une augmentation de la consommation du glucose et la stimulation de
I'anabolisme par la synthése de glycogene (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 : Synthése et maturation de I'insuline.
A) Maturation de l'insuline et du peptide C a partir de la pré-pro-insuline. B) Images d’une cellule B
pancréatique en microscopie électronique ainsi qu’un zoomsurles granulesd’insuline.
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I. B.4 La syntheseetlasécrétionréguléed’insuline

Afin de maintenir 'organisme autour de 1g/L de glucose circulant, la sécrétion de I'insuline
doit étre finementrégulée. C'est ce que nous allons chercher a comprendre dans cette partie
en nous intéressant a la fonction de la cellule B, de la biosynthése et stockage de I'insuline

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

I. B. 4.1 La biosyntheése del’insuline

Les cellules B sont des usines sophistiquées destinées a produire de l'insuline. En effet, 6000
molécules de pré-pro-insuline sont produites par cellule B et par seconde, représentant 15%
a 50% de la synthése de protéines totales de la cellule (Schuit et al., 1991). Sur toutes ces
molécules d’insuline produites, seul 1% est dégradé suite a des erreurs de traduction ou de
modifications post-traductionnelles. Ce phénoméne est bien en deca des 30% de protéines
dégradées a cause d’erreurs d’expression similaires dans la plupart des autres cellules (Gehart
and Ricci, 2013; Schubert et al., 2000). La biosynthése de l'insuline estun processus comptant
plusieurs étapes (Vakilian et al., 2019) dynamiquementrégulées permettant a la cellule B de
toujours disposer d’une réserve d’insuline nécessaire a sa fonction (Liu et al.,, 2018). La
synthése de la pré-pro-insuline est initiée dans le cytosol, puis le polypeptide est transloqué
dans la lumiere du réticulum endoplasmique (RE) grace a un peptide signal (Dodson and
Steiner, 1998; Liu etal., 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 a la chaine polypeptidique
de se replier sur elle-méme (Liu et al., 2009; Weiss, 2009) (Figure 5A). La proinsuline est
ensuite clivée a 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 I'insuline seront tous deux stockés a des

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

I. B. 4.2 Le stockage de I'insuline

Dans la cellule B, I'insuline est stockée sous forme de granules observables en microscopie

électronique a transmission (MET) (Figure 5B). Chez 'homme, on trouve environ 10 000
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granules par cellule (Olofsson et al., 2002) contenant chacun jusqu’a 8 a 9 femtogrammes
d’hormone soit une concentration d’environ 100mM d’insuline par granules (Huang et al.,
1995; Rorsman and Renstrom, 2003). Ces granules ont un diametre d’environ 300nm
(Rorsman and Renstrom, 2003). L'insuline représente ainsi 5% a 10% de la quantité totale de
protéines de la cellule. Des observations de microscopie électronique, montrent que 10% des
granules d’insuline des cellules B d’flots pancréatiques sont localisées a la membrane
plasmique de la cellule et 30% a moins de 300nm de la membrane permettant a la cellule B
de disposer de 40% de granules d’insuline immédiatement mobilisables (Rorsman etal., 2000)

conformémenta nos observations en MET.

La conversion de la pro-insuline eninsuline estle 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 a la membrane de
I'appareil de Golgi (Bennett et al., 1992). L'insuline est stockée dans les granules sous forme
d’hexameres grace a la présence de deux ions zinc et d’un pH inférieur a 6 favorisant des
liaisons hydrogene entre les protéines d’insuline (Baker et al., 1988; Bentley et al., 1992;
Nicolson et al., 2009). Ces hexaméres sont aplatis et s’agrégent 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 'hormone (Coore et al., 1970). De plus, cette
forme de stockage permettrait la sélection de l'insuline completement convertie sans pour

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

I. B. 4.3 La sécrétionde I'insuline

La biosynthese et le stockage d’insuline sont tellement efficaces que méme avec une forte
stimulation au glucose, chaque cellule B ne sécrete que 1% de sa réserve d’insuline par heure
(Rorsman and Renstréom, 2003). Lors de la sécrétion des cristaux dans le sérum, le pH passe
de 5,5 a 7,4 réduisant les liaisons hydrogene redonnant des structures en hexameéres
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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I'insuline sous sa forme monomeérique dans la circulation (Bentley et al., 1992; Dodson and

Steiner, 1998).

La sécrétion d’insuline est dite biphasique : la premiere phase de sécrétion a moins de 10
minutes apres 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 modéles in vivo et in vitro (Cerasi and Luft, 1967; Curry
et al., 1968; Henquin et al., 2002). Malgré tout, les études in vitro chez 'homme et la souris
(Henquin et al., 2006b, 2006a) présentent des secondes phases moins développées que les
modeles in vivo (Henquin et al., 2006b; Luzi and DeFronzo, 1989; Nesher and Cerasi, 2002;

Nunemakeret al., 2006) (Figure 6A).

La premiere phase est une réponse rapide etintense des cellules B pancréatiques (Caumoand
Luzi, 2004; Henquin et al., 2006b) ayant pour effet d’inhiber la néoglucogenése hépatique
(Cherrington et al., 2002; Luzi and DeFronzo, 1989) en plus d’atteindre rapidement une
concentration d’insuline interstitielle suffisante a son action (Getty et al., 1998) (Figure 6A).
Cette phase mobilise les granules d’insuline directements accollés a la membrane plasmique
des cellules B 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 I'état de diminution de glucose circulant
(Figure 6A). Cette phase fait appelle aux autres granules d’insuline situés plus

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

La sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (GSIS) est permise grace a différents acteurs
métaboliques et protéiques comme représentés en figure 6B. Le métabolisme spécifique du
glucose est développé dans le chapitre Ill. La cellule B capte le glucose grace a des
transporteurs de glucose : les GLUTs. Une fois dans la cellule, les carbones provenant du
glucose sont orientés vers le cycle de I'acide citrique dans la mitochondrie pour produire de
I’ATP a partir d’adénosine diphosphate (ADP) et de phosphate inorganique (Pi). 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 génére un potentiel d’action qui
permet 'ouverture des canaux calciques voltage dépendants (CCDV) (Rorsman and Ashcroft,
2018). Ces derniers induisent un infflux de CaZ* a I'intérieur de la cellule qui déclenche a son
tour I'exocytose des granules d’insuline (Jonas et al., 1998) situés directement sous la
membrane plasmique. Cet enchainement de réactions résume la phase de sécrétion aigle
d’insuline (Straub and Sharp, 2002). La seconde phase est due a un mécanisme indépendant
des canaux potassiques mais dontle mécanisme ne fait toujours pas consensusace jour. Celle-
Cci nécessite probablement d’autres messagers secondaires comme [|'adénosine
monophosphate (AMP) ou le DAG et solliciterait tous les types de granules d’insuline de la
cellule B indépendamment de leur localisation (Straub and Sharp, 2002). La seconde phase de
sécrétion d’insuline pourrait contribuer a plus de 70% de la sécrétion d’insuline lors d’une

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

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

sontdepuis 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 réle de
cofacteurs. Le glutamate est I'acide aminé le plus étudié comme facteur de couplage a la
sécrétion d’insuline (Jitrapakdee et al., 2010; Maechler and Wollheim, 1999). En conditions
spécifiques de perméabilisation membranaire et en présence de CaZ, le glutamate est décrit
comme étant capable déclencher la sécrétion d’insuline in vitro (Hgy et al., 2002; Maechler
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and Wollheim, 1999). Malgré tout, son utilisation comme substrat énergétique carboné
nécessaire a 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 modeéles cellulaires (Gheniet al., 2014; Spégelet al., 2015), d’llots murins
(Ghenietal., 2014; Spégel et al., 2015) ou humains (Li etal., 2013). Cette augmentation est
permise grace a la glutamate déshydrogénase (GDH), catalysant dans les cellules B la
formation de glutamate a partir d’a-ketoglutarate (un substrat du cycle de I'acide citrique)
(Broca etal., 2003). La suppression de cette enzyme dans les cellules B de souris induit une
diminution de la sécrétion d’insuline par un facteur 2 (Vetterliet al., 2012). La surexpression
de GDH dans les INS-1E rend possible le déclenchementde la sécrétion d’insuline enréponse
a une stimulation de glutamine (Carobbio et al., 2004). Ces observations soulignent
I'importance du glutamate en tant que cofacteur de la sécrétion en réponse au glucose en
plus de mettre en avantl'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 réle a 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 (EAATSs) respectivement. La
modulation de I'expression de ces protéines induit la perturbation du flux de glutamate a
I'intérieur des granules d’insuline réduisant la sécrétion d’insuline des cellules B pancréatiques
(Gammelsaeter et al., 2011). L'entrée du glutamate dans les granules d’insuline permet
I'augmentation du pH (Eto et al., 2003), rendant ces granules compétents permettant la
sécrétion d’insuline (Gammelsaeteret al., 2011; Hgy et al., 2002). Ces observations sont une
explication a I'implication de I'augmentation du glutamate intracellulaire lors de la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose. Mais le glutamate a aussi un effetinattendu 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 B
par le glutamate induit la réactivation du Karp, la repolarisation de la membrane plasmique, la
régulation du CaZ* intracellulaire, diminuant I'exocytose des granules d’insuline (Marquard et

al., 2015) (Figure 7). Finalement, le glutamate est décrit comme jouant un double réle dans la
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sécrétion d’insuline des cellules B pancréatiques en fonction de sa localisation. Au nive au
intracellulaire, ce métabolite permet de rendre les granules d’insuline compétentes,
permettantla sécrétiond’insuline enréponse au glucose. Suite a cette sécrétion, le glutamate,
contenu auparavent dans les granules d’insuline, devient extracellulaire et agit sur les
récepteurs NMDA induisant un rétrocontréle 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 B : 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 I'activation des GDH dans le sens inverse de celui vu jusque-Ila, de la formation
d’a-ketoglutarate a partir de glutamate (Gylfe, 1976; Sener et al., 1981; Sener and Malaisse,
1980). La glutamine peutalors alimenter le cycle de I'acide citrique en formant du glutamate,
puis de I'a-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 I'activité de la GDH. En effet, la leucine, ou son
analogue transaminé, I'a-ketoisocaproate, sont montrés comme régulant le Karp, augmentant
I'entrée du CaZ* intracellulaire et permettant la sécrétion d’insuline (Henquin et al., 1994;
Straub and Sharp, 2007). De maniére intéressante, la leucine est capable de permettre la
sécrétion d’insuline dans plusieurs modéles ou la stimulation au glucose est diminuée comme
dans des ilots de souris BTBR (Rabaglia et al., 2005) ou ob/ob (Branstrom et al., 1998) (Figure
7).
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Figure 7 : Autres facteurs métaboliques stimulant la sécrétion d’insuline.

Schéma représentant I'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
grisestreprésentée laséquence d’évenements impliqués dans la sécrétiond’insuline en réponse au glucose.
ATP: adénosine-triphosphate, ADP: adénosine diphosphate, NMDA : récepteurs a acide N-méthyl-D-
aspartique, AG: acides gras, 2MAG : sn-2 monoacylglycerol, GPR40/FFA1 : récepteur 1 aux acidesgras libres,
CD36 : clusterde différentiation 36, GPR119: récepteur 119 couplé aux protéines G.
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Ces observations décrivent le glutamate et la leucine comme des cofacteurs nécessaires a la
sécrétion d’insuline qui, dans certaines conditions, peuvent se substituerau glucose, devenant
dessécrétagogues efficaces a 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 B pancréatiques (Marquard et

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

Les acides aminés ne sont enrevanche pas les seuls métabolites autre que le glucose capable
d’induire la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques. Les acides gras sont eux aussi
des sécrétagogues efficaces de par leur implication a 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, dansles 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 a la capacité d’interagir avec le G-
Protein Coupled Receptor 119 (GPR119) des cellules B 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 B 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 diabete
de type 2 (Mancini et al., 2015) car il est impliqué dans I'exocytose des granules d’insuline
(Graciano et al., 2013; Hauge et al., 2015). Finalement, I'ablation ou la mutation ponctuelle de
ce récepteur chez des souris inhibe la sécrétion d’insuline en réponse aux acides gras (FASIS)
sans pourautant inhiber la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Sabrautzki etal., 2017).
Ces deux voies de stimulation de la sécrétion d’insuline sont dites Kare indépendantes (Figure
7). Mais les acides gras peuvent aussi étre transloqués dans la cellule B par les transporteurs
CD36 (Khanand Kowluru, 2018). Des expériences sans glucose ont montré une augmentation
de la respiration dans des ilots humains perfusés avec des acides gras signifiant que ceux-ci
sont capables d’induire la production d’ATP en alimentant le cycle de I'acide citrique suite a la
B-oxydation (Cen et al., 2016). Cette voie aura pour effet d’augmenterla balance ATP/ADP

stimulant la sécrétion d’insuline de maniére Karp dépendante (Figure 7).
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Finalement, les triglycérides sont des nutriments également capables d’induire la sécrétion
d’insuline des cellules B pancréatiques appelé FASIS (JeZek et al., 2018b) de maniere 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 Ca?* et la communication entre RE et mitochondries sont nécessaires a

la sécrétiond’insuline

Dans les années 1940 il a été observé qu’en absence de CaZ*, la sécrétion d’insuline par les
cellules B estinhibée (Wollheim and Sharp, 1981) mettant en avant I'importance de I'étude
de cet ion et des conséquences du déréglement des transferts calciques pour comprendre la

sécrétion d’insuline en réponse au glucose.

Le stockage du Ca2* est permis grace au RE
Le RE est un organite présent dans toutes les cellules eucaryotes. Celui-ci s’étend dans
I'intégralité du cytosol sous forme de saccules ettubules 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 I'apparition d’une lumiére 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 coté cytoplasmique (lui donnant son aspect rugueux en microscopie
électronique a transmission) contrairement au REL, plus éloigné du noyau et sans ribosome a
sa surface. Dans les cellules B, le RE est trés présent et majoritairement composé de RER afin

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

En plus de son réle majeur dans la biosynthese des protéines, le RE participe a 'homéostasie
calcique comme centre de stockage de CaZ*. De fines diminutions de la concentration

intraréticulaire de cet ion sont associées avec des dysfonctions cellulaires telles que
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I’'accumulation de CaZ* mitochondrial, I'accumulation d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
etla sénescence (Wieletal., 2014). Lesflux calciques du RE sont finementrégulés par plusieurs

transporteurs nécessaires a la sécrétion régulée d’insuline (Cassel etal., 2016).

Renouvellementde I’ATP et Ca2* mitochondrial
La mitochondrie est un organite aussi présentdans toutesles cellules eucaryotes. Elles ont un
diameétre compris entre 0,4 a 1 um ainsi qu’une structure particuliére constituée d’une double
membrane séparant le cytoplasme de la matrice mitochondriale et constituant un espace
intermembranaire nécessaire a sesfonctions (De Pinto etal., 2010; Ghadially, 2014). L'espace
intermembranaire, la composition etla perméabilité différente entre les membranesinternes

et externessontindispensables a la phosphorylation oxydative.

La phosphorylation oxydative est un processus permettant la régénération de 'ATP a partir
d’ADP dans la mitochondrie. Cette régénération est possible grace a la libération d’électrons
dans la chaine respiratoire par I'oxydation de cofacteurs du cycle du citrate (décrit dans le
chapitre Il1). Ces électrons suivent la chaine de transport d’électrons causant une cascade de
réactions libérant progressivement de I'énergie. Cette énergie est utilisée par des pompes a
protons situées sur la membrane interne mitochondriale permettant le passage de protons
situés dans la matrice a I'espace intermembranaire conduisant a la formation d’un gradient
de protons au niveau de la membrane interne mitochondriale. Le reflux de ces protons par
I’ATP synthase permetacelle-ci de régénérer |’ ATP a partir d’ADP et de phosphate inorganique

(Figure 8).
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Figure 8 : Laphosphorylationoxydative permet le renouvellement de ’ATP par la mitochondrie.

Schéma représentant I'implication de la chaine respiratoire dans la mise en place du gradient de protons
permettant la production d’ATP. ME: membrane extracellulaire, EIM : espace inter membranaire, Ml :
membrane interne, |, I, lll, IV : complexes|, I, lll, IV de la chaine respiratoire, ATP : adénosine-triphosphate,
ADP : adénosinediphosphate, Pi : phosphate inorganique, H+ : hydrogéne, e- : électron, NAD* : nicotinamide
adénine dinucléotide, NADH,H" : nicotinamide adénine dinucléotide réduit, FAD : flavine adénine dinucléotide,
FADH?2 : flavine adénine dinucléotide réduite.
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L'apparition de sondes calciques mitochondriales a permil’émergence d’étudesde I'influence
du CaZ* sur cet organite a lI'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 I'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 a des modulations de Ca?* dans le cytoplasme grace a
plusieurs transporteurs : voltage depedentanion channel (VDAC), permettant'entrée du Ca?*
dans I'espace intermembranaire et le mitochondrial Ca?* uniporter (MCU) permettant son
passage de |'espace intermembranaire a la matrice mitochondriale. VDAC estun 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 Ca%* mais permet aussi I'entrée de certains métabolites comme le pyruvate,
I’ATP ou le NADH,H* (Gincel et al., 2000; Rostovtsevaand Colombini, 1997; Shoshan, 2017) et
la diminution de son expression a permis de mettre en avant son implication dans la
production d’ATP et 'apoptose (Abu-Hamad et al., 2006; Tajeddine etal., 2008). Le MCU quant
a lui est situé sur la membrane interne de la mitochondrie et permet I'entrée de Ca%* dans la

matrice mitochondriale.

Les transferts calciques entre la mitochondrie et le RE sont nécessaires

ala sécrétionrégulée d’insuline
Les transferts calcique entre le RE et la mitochondrie sont permis grace aux MAMs
(Mitochondria-Associated ER Membranes) (Csordas et al., 2006). Les MAMs sont dessites de
contact entre la mitochondrie et le RE pour la premiére 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 étre considérée comme une MAM, la proximité de ces deux
organites doit étre inférieure a 50 nm mais ce point de contact est une apposition des
membranes des deux organites et non pas une fusion entre ces deux organites (Csordaset 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 MAMSs permettant d’'une part de maintenir le contact entre les deux
organites mais aussi de permettre des échanges de métabolites, la biosynthese lipidique,

I'autophagie, la régulation du stress de ces organites ainsi que leur dynamique mais aussi des
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échanges calciques. Deux transporteurs permettentles échanges d’ions calciques entre le RE
et la mitochondrie, '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 a I'association IP3R VDAC1
(Rizzuto et al., 2012). Limplication des MAMs dans la régulation calcique mitochondriale
permetde réguler la production d’ATP mais des contacts trop proches ou chroniques peuvent
mener a terme au déclenchementdu signal apoptotique par la mitochondrie (Csordas et al.,

2006) (Figure 9B).

La mitochondrie joue un role majeurdans la sécrétion d’insuline en permettant la connexion
entre le métabolisme et le ratio ATP/ADP nécessaire a la sécrétion d’insuline (Maechler and
Wollheim, 2001). Des étudessur des cellules B primaires uniguesont mis en évidence que les
oscillations calciques permettent I'augmentation de Ca?* mitochondrial ainsi que du ratio
ATP/ADP dépendantde I'activité du MCU (Tarasov et al., 2013). De plus, plusieurs études ont
mis en évidence lI'importance de la chaine respiratoire (Hutton et al., 1980), du Ca?%*
mitochondrial (Wiederkehretal., 2011) ainsi que MCU (Tarasov etal., 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 contréle du
glucose (Herrera-Cruz and Simmen, 2017). En effet notre équipe a récemment démontré
I'importance des MAMs dans I'action de I'insuline dans le foie (Tubbs et al., 2014), les muscles
(Tubbs et al., 2018) et la résistance a l'insuline dans I'obésité et le diabéte de type 2 que nous
développerons dans le 3¢me chapitre (Rieusset et al., 2016). De plus, en participant aux
échanges calciques entre le réticulum endoplasmique et la mitochondrie, nous avons montré
gue les MAMs ainsi que leur intégrité sont nécessaires a la sécrétion régulée d’insuline en

réponse au glucose (Dingreville et al., 2019).
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A)

B)

Mitochondrie RE

Figure 9: Les MAMs permettent les transferts calciques entre le réticulum endoplasmique et les
mitochondries.

A) Images d’une cellule B pancréatique en microscopie électronique a transmission ainsi qu'un zoom sur les
interactions entre lesmitochondries etle réticulum endoplasmique appelées MAM:s. B) Schéma re présentant
I'importance du complexe protéique VDAC1/IP3R, la chaperonne GRP75 et MCU dans la communication
calcique entrele RE et la mitochondrie permettant I'augmentation du cycle du citrate. M : mitochondrie, RE :
réticulum endoplasmique, MAMs : Mitochondria-Associated ER Membranes, ME : membrane extracellulaire,
EIM : espace inter membranaire, Ml : membrane interne, MCU: complexe de l'unipare calcique
mitochondrial, VDAC1 : canal anionique voltage-dépendent, GRP75 : protéine 75 kDa régulée par le glucose,
IP3R: Récepteurde I'inositol trisphosphate.
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Tous ces processus sont comme nous I'avons vu bien régulés afin de maintenir ’'homéostaise
glucidique dans le corps. Malgré tout, il arrive dans certains cas qu’un ou plusieurs acteurs de
la sécrétion d’insuline ou de I'absorption du glucose dysfonctionne. Cette situation ammene
a la dérégulation de 'homéostasie glucidique appelé diabéte. C'est de cette maladie que

traitera le chapitre suivant.
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CHAPITRE II Le diabete et la cellule 8 pancréatique
PARTIE A Lesdiabetesde type 1 et 2

II. A.1 L’histoire dudiabéte

Le diabete est une maladie dont les symptomes sont rapportés depuis plusieurs millénaires.
La polyurie est connue depuis I'Egypte ancienne, suivie par la découverte dés 500 ans avant
JC du go(t sucré de l'urine des personnes souffrant de diabéte en Inde par les physiciens
Charak et Sushrut. Des observations ont aussi été rapportées au VlIlémesjecle par Chen Chuan
en Chine et au Xéme sjecle par Avicenne au Moyen-Orient. Charak et Sushrut ont aussi mis en
évidence a lI'époque que différents types de personnes touchées par cette maladie
réagissaient différemment et nécessitaient des traitements différents. En effet, ils
observerent que les patients obéses ou en surpoids ayant une alimentation plus riche en gras
et en sucre nécessitaient de I'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 Gréce antique par Aretaeus qui lui donna un nom : le diabéte. Ce terme vient du mot
grec dwaBntng, signifiant « passer au travers », car les patients souffrant de cette maladie

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

A partir du XVIIemesiecle, les connaissances sur le diabéte se développent en Europe. Thomas
Willis écrit Diabetes, or the Pissing Evil ou il mentionne encore |'urine des patients comme
ayant un goQt sucré, pensant que cette maladie était si rare qu’aucun avant lui n’en avait fait
mention. La premiére description de I'hyperglycé mie fut mentionnée par Matthew Dobson au
XVIllemesiecle qui observaque le sérum, comme I'urine des patients diabétiques, avait un golt
sucré. Il en conclut que le sucre contenu dans les urines n’était pas formé dans les reins mais
était déja contenu dans le sang des patients souffrant de diabéte. Au début du XIXéme siecle,
le chirurgien John Rollo pensait que la cause de I'hyperglycémie des diabétiques venait des
[égumes digérés dans I'estomac et popularisa un régime thérapeutique a base de viande
animale, utilisé au cours du XIXeme siécle. En 1673, Johann Brunner réalisa des
pancréatectomies sur des chiens sur lesquels il observa le développement d’une polyurie. Il
endéduitque le pancréas joue unrdle clé dans le développement de cette pathologie (Ahmed,

2002).
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En 1815, le frangais 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 destechniquesde chimie permirent peu a peul’abandon
les tests urinaires par le go(t. Malgré tout, la grande quantité de sang nécessaire aux
techniques utiliséesa I'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 XXéme sjecle par Ivar Christian Bang (Schmidt, 1986).

Au XIXéme siecle, de nombreuses avancées ont permis de relier la pathologie du diabéte aux
flots pancréatiques. Les travaux du francais Claude Bernard, entre 1846 et 1848, ont permis la
mise en évidence de I'importance du foie dans I'absorption du glucose circulant permettant
sa régulation (Olmsted, 1953). Paul Langerhans, en 1869, décrit les ilots pancréatiques sans
émettre d’hypothése a 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 a réaliser une pancréatectomie sur le chien, conduisant au
développement d’une incontinence urinaire de I'animal. Cette polyurie leur donna l'idée de
tester les urines de I'animal, révelant un diabéte sévere (v. Mering and Minkowski, 1890)
reliant I'absence de pancréas au développement du diabéete. Cette méme 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 diabéte suite a une pancréatectomie en greffant une glande pancréatique
sous la peau des chiens confortant I'importance du pancréas dans le diabéete (Karamitsos,
2011). Gustave Laguesse suggéraque lesilots pancréatiques, qu’il baptisa ilots de Langerhans,
étaienta I'origine de la sécrétion pancréatique (Simsetal., 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 XIXeme sieécle que la plupart des complications liées au diabéte sont décrites. Une
premiére complication bien connue concerne une atteinte de la rétine. En 1869, Eduard Von
Jaeger décrit pour la premiére fois une altération rétinienne sur un homme agé 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 a décrire une image compléete d’une rétinopathie et a la relier
spécifiguement au diabéte (Hirschberg, 1890; Tattersall, 2017). D’autres complications
associées a des syndromes neuropathiques furent mentionnées dés la fin du XVIlIeme siecle
par Rollo (Tattersall, 2017) et Charles Marchal de Calvi initia I'idée en 1864 que les dommages
nerveux sont des complications spécifiques du diabéete (Tattersall, 2017). Cette description fut
étoffée plustard par Frederick Pavy en 1885 (Pavy, 1885). Enfin, les maladies rénales ne flrent
reliées au diabéte qu’a partir desannées 1930 alors que des 1859 une étude sur des cadavres
avait indigué un lien entre les altérations rénales et des maladies cardiovasculaires,
aujourd’hui connues comme caractéristiques du diabete (Eknoyan, 2019). Et finalement en
1880, Etienne Lancereauxidentifia que le diabéte pouvait étre caractérisé en 2 catégories qu’il
appelait « diabéte maigre » et « diabéte gras » (Wright Jr. and McIntyre, 2020) rennomés

aujourd’hui en diabéte de types 1 et 2.

La subdivision entre diabéete de type 1 et 2 fut rediscutée par Wilhem Falta et Harnold
Himsworth dans les années 1930 lorsqu’ils remarquerent que certains individus diabétiques
étaient plus sensibles a I'insuline contrairement a d’autres qui ne I'étaient peu ou pas du tout
(Himsworth, 1936). La technique du clamp a insuline développée danslesannées 70 par Ralph
DeFronzo permit de tester I'action hypoglycémiante de l'insuline et d’étudier la résistance a
I'insuline caractéristique du diabete de type 2 (DeFronzo et al.,, 1979). L'implication de
I'autoimmunité dans le diabéte de type 1 futelle comprise a la fin desannées 70 par Deborah
Doniach et GianFranco Bottazo (Bottazzoet al., 1974). En 1967, Paul Lacy remarqua qu’il était
possible de transplanter des flots pancréatiques chez des rats pour traiter leur diabete
(Tattersall, 2017). Cette étude reprise dans les années 2000 par une équipe Canadienne
permit de développer un protocole d’isolation d’ilots pancréatiques (Shapiro et al., 2000)
ouvrant la voie a d’autres études montrant que des individus transplantés avec des ilots
pancréatiques pouvaient a nouveau sécréter de l'insuline, mais seuls 10% d’entre eux

pouvaient se passerd’insuline exogene (Ryan et al., 2005).

Finalement, le diabéte, une maladie identifiée depuis des siécles, reste encore aujourd’hui
presque incurable. Pourtant c’est aujourd’hui une maladie qui prend un essor considérable

chez 'Homme de part la surnutrition et la sédentarité croissante de la population mondiale.
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II. A. 2 Lediabéte, un probléme majeur de santé publique al’échelle mondiale

En 2019, le diabéte 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
diabéte estime a plus de 50% les personnes souffrant de diabéte non diagnostiqué. Ces
chiffres sont en augmentation depuis 2010 ou le diabéte touchait 280 millions d’adultes avec
une prévalence de 6,3% pour les 20-79 ans. Selon ce méme organisme, la prévalence diabéte
augmente continuellement depuis les années 2000 et pourrait concerner 700 millions de
personnesd’ici 2045. De maniéere inquiétante, ces estimations sont constamment revues ala

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

Les facteurs sociodémographiques ont des implications dans la prévalence du diabéte. En
effet, le diabete touche tous les ages mais a une prévalence qui augmente avec ce parametre.
On estime que cette maladie touche 1% a 4% des moins de 35 ans et jusqu’a 15% a presque
20% des 55 ans et plus. La prévalence du diabéte est aussi affectée par le sexe de I'individu
touchant légerement 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 a I'échelle régionale, le diabéte a aussi une disparité
géographique a I'échelle mondiale. Le Moyen-Orient et I'Afrique du Nord, le Pacifique
Occidental, I'Asie du Sud Est et 'Amérique du Nord et les Caraibes ont une prévalence du
diabéte ajustée en fonction de I'dge 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 diabete. Cette faible prévalence peut s’expliquer par différents facteurs : la
malnutrition, un sous-diagnostic, des morts prématurées par 'absence d’accés a l'insuline
ainsi gu’a une urbanisation moinsimportante que dans le reste du globe (“IDF Atlas 9th edition

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

Cette maladie est donc un probléme de santé publique a I'’échelle mondiale avecpresque 10%

des adultes agés de 20 a 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 I'action destraitements existants.

A) B)

— 800 Joya 2015 15+

600 = \\*\x

400 2

104

2004 x 2003

Prévalence du diabéte
(ajusté a l'age) (%)

o

g_ﬂ_’
s 8
- O
o C
o 9
=
a o
g )
° 3
"’_
3
Lo
|
T g
Ew
==
w3

du diabéte (en millions
X
X
N
o
o
[e)]
3

Légende : . <4% . 4-<5%

- Pas d'estimations faites 7-<9% . 9-<12%

- 5-<7%
| B

Figure 10 : Le diabéte est un probleme majeur et grandissant de santé publique al’échelle globale.

A) Estimations et projections de la prévalence mondiale du diabéte dans la tranche d’age de 20 a 79 ans (en
millions). Les années affichéesreprésentent les dates auxquelles I'estimation correspondante a été faite. B)
Prévalences géographiques comparatives du diabéte en 2019 ajustées en fonction de I’dge. ACAS : Amérique
Centrale et Amérique du Sud, ANC : Amérique du Nord et Caraibes, ASE : Asie du Sud Est, PO : Pacifique Ouest,
MOAN : Moyen-Orient et Afrique du Nord. C) Prévalence comparative estimée du diabete chezles adultes (20a
79 ans) en 2019 ajustée en fonction de I'age. L’ajustement en fonctionde I'age permet de comparer des zones
géographiques entre elles. Etant donné que la prévalence du diabéte augmente avec I’age, les estimations brutes
quantala prévalence ne peuvent pas étre utilisées pour comparerla prévalence dudiabéte entre des pays dont
la répartition par age estdifférente Tousles chiffres sontissus dul’International Diabetes Federation (“IDF Atlas
9th edition and otherresources,” n.d.).
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II. A.3 Qu’est ce que le diabéte?

Le diabete suceé est une maladie chronique caractérisée par la présence d’un excésde sucre
dans le sang appelé hyperglycémie (Kaul et al., 2012). L’hyperglycémie estliée a une sécrétion
insuffisante ou inefficace d’insuline. Cette insuffisance est associée a I'altération des cellules
B pancréatiques lorsque I'inefficacité estreliée a I'insulino-résistance destissus cibles. Si cette
insuffisance est non prise en charge et traitée, elle est dite chronique. Le diabéte est avéré si
le taux de glycémie a jeun est égal ou supérieura 1,26 g/Lou 7 mmol/L de sang lors de deux

dosages successifs.

Les 2 principaux types de diabéete, représentant 98% des différents diabétes, sont le diabete
de type 1 et le diabete de type 2 décrits dans les parties ci-apres. Ces deux pathologies sont
dues a des dysfonctionnements différents. Les autres types de diabete (maturity onset
diabetes of the young (MODY), latent autoimmune diabetes in adults (LADA) ou diabéte
secondaire a certaines maladies ou prises de médicaments) sont minoritaires et concernent

les 2 % restants.

ILA. 3.1 Le diabéte de type 1 ou auto-immun

Le diabete de type 1 est une maladie auto-immune induisant la perte des cellules B des ilots
pancréatiques (Katsarou et al., 2017; Wolkowicz et al., 2021) le plus souvent diagnostiquée
chez I'enfant (Ashcroft and Rorsman, 2012). La production d’insuline par les flots étant trop
faible voire inexistante, les patients souffrant de diabéte de type 1 requiérent une thérapie
guotidienne nécessitant une source exogéne d’insuline en vue de réguler I'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 diabéte de
type 1 représente entre 5% et 15% de tous les cas de diabéetes (Katsarou et al., 2017;

Mobasseri et al., 2020).

IL. A. 3.2 Le diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2) est laforme la plus courante de la maladie (Ashcroftand Rorsman,
2012) représentant 80% a 90% des cas de diabéte. 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 I'organisme. En plus desfacteurs 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,
Iinactivité 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 etal., 2002) et faisant de I'obésité un des principaux facteurs de risque conduisant au
développementdu DT2 (Toplaket 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 a la
population générale (Fletcher et al., 2002). Concernant le risque génétique, plus de 400
variants génigues sont associés a cette pathologie (Meigs, 2019). Il est néanmoins encore
difficile d’obtenir des profils génétiques permettant de détecter efficacementles populations

a risques etl'indice de masse corporelle reste un tres bon indicateur (Meigs, 2019).

Comme décrit au chapitre I, la régulation du glucose est permise par les cellules B sécretant
I'insuline et les tissus périphériques permettant I'absorption du glucose circulant. Ces deux
acteurs majeurs de I'homéostasie glucidique peuvent dysfonctionnés lors du DT2. Bien que
ma theése traite plus particulierement de la cellule B, je tenais quand méme a présenter
succintement le déreglement de I'absorption du glucose par les tissus périphériques et ses

conséquences.

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

Comme décrit précédemment, I'insuline induit I'absorption du glucose circulant par les tissus
périphériques permettant la diminution de la glycémie. Un excés nutritionnel chronique ou
I'obésité vont induire une insulino-résistance, c’est-a-dire une atténuation de la sensibilité a
I'insuline, destissus périphériquescomme le foie, les muscles squelettiques et les adipocytes
(Czech, 2017) (Figure 11). Cette insulino-résistance va réduire la capacité de ces organes a
stocker le glucose circulant (Petersen and Shulman, 2018). Ce déréglement ne cause pas
forcémentd’hyperglycémie car les cellules B vont essayer de compenserensécrétanttoujours
plus d’insuline, augmentant la quantité d’insuline circulante ajeun(Czech, 2017; Kahn, 2003).

De ce fait un DT2 peut ne pas étre diagnostiqué pendant plusieurs années parle simple dosage
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du glucose circulant (Martin etal., 1992; Reaven, 2005). Cet état d’hypersécrétion des cellules
B conduit a leur épuisementet/oualeur mort (Prentkiand Nolan, 2006) induisant la perte de
25% a plus de 50% de la masse de cellules B 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 lJialal, 2021, p. 20). Certaines sont dites aigués, telles que I'hyperglycémie,
I"hypoglycémie, I'acidocétose diabétique caractérisée par une acidification excessive dusang,
un état hyperosmolaire hyperglycémique di a une déshydratation excessive, ces altérations
peuvent conduire a un coma hyperglycémique voire a la mort (Adeyinka and Kondamudi,
2021; Goyal and Jialal, 2021). D’autres altérations dues au DT2 sont chroniques et se déclarent
a plus ou moins long terme. Les hyperglycémies répétées et prolongées entrainent une
altération des nerfs et desvaisseaux sanguins présents dans tout le corps. Ces complications
liées au diabéte 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 diabete est une maladie a ne pas prendre a la légére et la compréhension de la mise en
place de l'insulino-résistance des tissus périphériques ainsi que le dysfonctionnement de la
cellule B au cours de cette pathologie est capitale pour la recherche. Nous allons maintenant

traiter du dysfonctionnementde la cellules B pancréatique.
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Figure 11: Laglucolipotoxicité et son implication dans le développement du diabéte de type 2.
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PARTIE B Dysfonctionde la cellule 3

La cellule B peut subir différentes altérations menant au défaut de sécrétion d’insuline du
pancréas lors d’'un DT2. En effet les cellules B peuvent subir une apoptose ou une perte de
fonction, pouvant étre liée a une dédifférenciation ou d’autres problemes métaboliques,
couramment reliés a la glucolipotoxicité. Cette toxicité est caractérisée par une exposition
chronique a de fortes quantités de glucose et lipides circulants. Dans cette partie je décris de
maniere non-exhaustive les principales altérations desilots et des cellules B elles-mémes 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 B, est appelée glucotoxicité
(Bensellam et al., 2012). Ce terme désigne un effet délétére supposé irréversible caractérisé
par un défautfonctionneldescellules B (van Raalte and Diamant, 2011). Plusieurs mécanismes
ont été décrits pour mener a cet état de glucotoxicité et il n’existe pas réellement de

consensussurle temps ou la concentration de glucose a utiliser in vitro pour menera cet effet.

Lorsque l'insulinorésistance s’installe, le taux élevé d’acide gras libres plasmatiques induit une
augmentation de la quantité de cellules B en vue de compenser la résistance a I'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 B (JeZek 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 a la durée, la quantité ou le type d’acide gras a utiliser en vue de générer une

lipotoxicité.

En effet, certaines études ont montré que plus I'état de saturation de l'acide gras est élevé et
plus celui-ci sera délétere pour la sécrétion d’insuline. L'acide gras ayant le plus d’effetsurla
sécrétion d’insuline descellules B estle palmitate (C16 : 0), c’est pour cette raison qu’il est le

plus utilisé in vitro en vue d’induire la lipotoxicité (Acosta-Montafio 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-Montafio
etal,, 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 B in vitro. Par
exemple, I'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’llots pancréatiques et de RIN-m5F issues d’un insulinome de rat) (Keane et al.,
2011) ou encore l'oléate (C18 : 1) qui protége in vitro les cellules RIN-m5F, INS-1E, EndoC-
BH1 ainsique lesilots pancréatiques de rats, contre les effets délétéresdu palmitate (Acosta-

Montano et al., 2019; Brelje et al., 2008; Pl6tz et al., 2017; Sommerweiss et al., 2013).

Malgré cela, certaines études ont remarqué que l'activation dans les cellules B INS-1E de
PPARS, un récepteur nucléaire controlant notamment la prolifération et 'apoptose, par des

doses plus faibles d’acides gras, pouvaitaugmenterla sécrétion d’insuline (Cohenetal., 2015).

De plus, une récente revue de Weir remet en cause I'effet toxique direct des acides gras sur
les cellules B 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-ciliés a I'albumine
ou libre dans un contexte in vivo ou encore la concentration réelle de ces acides gras libres
entourant la membrane plasmique des cellules B chez les patients obéses ou diabétiques ne
permet pas de conclure formellementsur I'existence d’une lipotoxicité impactant les cellules

B lors du développement du DT2 (Weir, 2020).

II. B. 2 La gluco-lipotoxicité cause des altérations au niveau physiologique

I. B. 2.1 L’'inflammation des ilots pancréatiques réduit la fonction des

cellules 8

Au cours du DT2, une diminution de la masse de cellules B estrapportée. Certaines études ont
mis en évidence la production de cytokines pro-inflammatoires chez des patients obéeses (King,
2008). L'expression de cytokines pro-inflammatoires comme les interleukines (IL) IL1B, ILS,
IL11 mais aussi des chimiokines pro-inflammatoires ont été mises en évidence dans des
coupes de pancréas et d’ilots pancréatiques de personnes souffrantde DT2 (Ehses etal., 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 I'observation d’une infiltration des flots pancréatiques de
donneurs diabétiques par des macrophages (Ehseset al., 2007, Marchetti, 2016). Des études
similaires ont pu aussi étre réalisées dans des modéles de rats diabétiques de type 2 (Homo-
Delarche et al., 2006). Cette infiltration potentialise 'augmentation du niveau de cytokines a
I'intérieur méme desilots 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 I'lL-1B par les flots pancréatiques induit une
réponse auto-immune par activation de la voie pro-inflammatoire Nuclear Factor kappa B
(NFkB) conduisant a I'apoptose des cellules B appeléeici « apoptose autocrine » (lkeda, 1994;
Maedler et al., 2002). La lipotoxicité estimpliquée dans le développement de cette derniére
réponse auto-immune. En effet les acides gras induisent la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires par les cellules B conduisant a la perte de leurs fonctions et/ou leur apoptose
(Imaietal., 2016; Mukhuty etal., 2017). D’autres expériences avecdes acides gras saturésont
mis en évidence la sécrétion de différentes interleukines, cytokines et chimiokines dans des
flots pancréatiques en plus de l'activation de pattern recognition receptors (PRR), des
récepteurs de roconnaissance de pathogenes, dans les cellules B. L'activation de ces
récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires déclenche la mobilisation de la voie
NFkB, induisant la synthese et la sécrétion d’interleukines, cytokines et chimiokines causant
un cercle vicieux etamplifiant I'inflammation et le recrutementde cellules immunitaires dans
les flots 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 permetla diminution de
la réponse auto-immune en condition de lipotoxicité, protégeantla fonction des cellules tout
en inhibant leur apoptose (Zheng et al., 2017). Contrairement a la lipotoxicité, certaines
études impliquant la glucotoxicité dans ces processus d’activation de I'immunité au sein des
flots pancréatiques sont actuellement controversées. En effet, I'invalidation de I'expression
du récepteur de I'lL1, 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 déja induire I'apoptose des cellules (Azevedo-Martins etal., 2003; Cnop et al., 2005,

p. 2005; Welsh et al., 2005).
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IL. B. 2.2 Diminution de la masse de cellules 3

Comme nous avons pu le voir précédemment, lors d’un état diabétique, la gluco- et/ou la
lipotoxicité peuvent conduire a I'apoptose des cellules B pancréatiques réduisant de facto la
sécrétion d’insuline globale desilots pancréatiques. Cette affirmation est confirmée par des
études post-mortem sur des donneurs d’ilots diabétiques révélant d’une part de plus petits et
moitié moins d’llots pancréatiques en comparaison avec des donneurs sains (Deng et al.,
2004). D’autre part, la masse de cellules B pancréatiques provenant des ilots de donneurs
diabétiques est inférieure a celle des cellules provenant des ilots de donneurs sains (Butler et
al., 2016; Saisho etal., 2013) révélant une forte apoptose des cellules B au cours du DT2 (Butler
et al., 2003). Ce peut aussi étre en partie due a une plus grande fragilité de ces ilots lors de
préparation qui augmenterait leur apoptose. Une étude de lipotoxicité rapporte qu’a forte
concentration d’acides gras libres dans le cytoplasme de la cellule B pancréatique, des
transporteurs mitochondriaux, comme le transporteur d’ADP/ATP, sont découplés pouvant

ainsi induire I'apoptose descellules (Jezeketal., 2010, 2018a, 2014).

Malgré ces observations, 'apoptose des cellules B n’est pas la seule explication a la diminution
de la masse des cellules B au cours du DT2 (Christensen and Gannon, 2019). Plusieurs groupes
suggerent qu’une dédifférenciation des cellules B pourrait avoir un réle important dans le
développement du DT2 (Nordmann et al., 2017; Talchai et al., 2012; Weir et al., 2013). En
effet, les cellules B expriment des facteurs de transcriptions particuliers leur permettant de
garder leur identité de cellules B matures ainsi que leur capacité a produire et sécréter de
I'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 B
matures (MafA) empéche le GSIS sans affecter la quantité de cellules B (Zhang et al., 2005). La
perte de ce facteur de transcription est observée in vivo dans des modéles murins de DT2
(souris db/db) ainsi que chez I'humain a des stades précoces de développementde DT2 (Guo
etal., 2013). Le manque de réponse aux facteurs de prolifération de ces cellules B au cours de
leur vie explique en partie le fait que l'incidence du DT2 augmente avec l'age. La
dédifférenciation est définie comme I'altération du phénotype pouvantconduire a 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).

IL. B. 3 La gluco-lipotoxicité cause des altérations au niveau subcellulaire

IL. B.3.1 Le stress du réticulum endoplasmique diminue la sécrétion

d’insuline

Ila déjaété démontré que diverses maladies dont le DT2 induisent une altération structurelle
de la morphologie du RE dans les cellules B 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 'organite (van Raalte and
Diamant, 2011) comme cela a été décrit dans des flots de rats cultivés avec une forte
concentration de glucose ainsi que dans des flots 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 B MING (lignée murine) induit le remodelage
des phospholipides et sphingolipides du RE perturbant les radeaux lipidiques, le trafic des
protéines a 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
I'homéostasie du RE. Mais paradoxalement, 'UPR est aussi impliquée dans le défaut de
sécrétion d’insuline et 'apoptose de la cellule B entrainant la diminution du nombre de cellule

B (Acosta-Montaio etal., 2019; Eizirik et al., 2008).

II. B. 3.2 L’'induction de ROS affecte la sécrétiond’insuline

Lorsque le glucose circulant est élevé, les cellules B subissent une augmentation de ROS
produits, en partie, suite a la phosphorylation oxydative (décrite dans le chapitre Ill) dans la
mitochondrie induisant un stress oxydatif (Brownlee, 2003; van Raalte and Diamant, 2011).
Les acides gras dégradés par la B-oxydation sont une des sources principales de ROS dans la
mitochondrie de la cellule B (Jezek and Hlavatd, 2005; Plecitd-Hlavata and Jezek, 2016; Supale
et al., 2012; Victor et al., 2011). Ces ROS sont converties en peroxyde d’hydrogéne dans le
cytosol et la mitochondrie (Okado-Matsumoto and Fridovich, 2001; Wang etal., 2011). De plus
il a été observé que I'exposition pendant 24h a une mixture composée de différents acides

gras, mimant la composition plasma de sujets souffrants de syndrome métabolique, induit la

78



réduction de la capacité antioxydante des cellules MIN6 altérant leur capacité a réduire la

guantité de ROS dans ces cellules (Velasquezet al., 2017).

Les cellules B ont comme particularité d’avoir peu de production d’enzymes anti-oxydantes
les rendant particulierement sensibles au stress oxydatif (Poitout and Robertson, 2008). Dans
cescellules, les ROS altérent principalement la mitochondrie (Li etal., 2008) comme |'attestent
desobservations dans les flots de rats etles cellules INS-1E soumis a des hautes concentrations
de glucose ou de palmitate. Les conséquences de ces expositions sont desdommages a I’ acide
désoxyribonucléique (ADN) ainsi qu’a des protéines membranaires mitochondriales et la
diminution de leur capacité a produire de I'ATP résultant en une réduction du GSIS de ces
modeles (Jezek et al., 2018b; Li et al., 2009). Des flots isolés de donneurs souffrants de DT2
montrent une augmentation des marqueurs de stress oxydatif comparée a des donneurs sains
(Wajchenberg, 2007). L'augmentation du stress oxydatif de ces ilots 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 B contre I'apparition de nouveaux ROS en réduisant la synthése d’ATP pourtant
nécessaire a la sécrétion d’insuline (Krauss etal., 2003; Lowell and Shulman, 2005; Prentkiand
Nolan, 2006). Des stratégies impliquant des antioxydants ou la surexpression d’enzymes
antioxydantes permettentde réduire les effets déléteres des ROS sur 'expression du gene de
I'insuline dans desilots de rats et des lignées de cellules B (Poitout and Robertson, 2008) ainsi

qgue la mort des cellules (Azevedo-Martins etal., 2003).

IL. B. 3.3 L’homéostasie calcique et son implication dans la perte de

fonctiondes cellules 3

Comme décrit précédemment, ausein méme de la cellule B, 'homéostasie calcique ainsi que
la communication inter-organite ont été mises en évidence comme jouant un réle 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 B venant de patients souffrant de DT2 (Thivolet et al,,
2017). Cette méme étude démontre aussi la diminution de ces interactions dans des cellules
de lignée B soumises a une lipotoxicité (Thivolet et al., 2017). Les défauts de 'homéostasie

calcique mitochondriale en condition de lipotoxicité sont corrélés avec l'induction de
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I'apoptose des cellules B (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 |'utilisation d’inhibiteurs du translocon, un canal calcique réticulaire, permet de diminuer
la perte de Ca?* réticulaire, le stress du RE ainsi que de restaurer la sécrétion d’insuline des
cellules MING et des ilots pancréatique humains soumis a une forte lipotoxicité (Cassel et al.,
2016). La glucotoxicité a été mise en avant comme augmentant les MAMs et la quantité de
Ca?* mitochondrial basal dans la lignée cellulaire INS-1E ainsi que des cellules B d’llots humains
(Dingreville et al., 2019). Ces altérations perturbentles oscillations calciques mitochondriales
des cellules B 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
etle RE, ont mis en évidence que la dynamique de cesinteractions est nécessaire au GSIS dans
les cellules B (Dingreville et al., 2019). Finalement on observe que la perte de régulation de
I'homéostasie calcique joue un réle majeur dans la dysfonction des cellules B lors de

conditions mimant le DT2 (Madecet al., 2021).

Ces observations démontrent bien que la glucotoxicité est un bon modele d’étude pour
comprendre les altérations causées par le DT2. De récentes revues de Weir et son équipe
décriventla lipotoxicité comme étant potentiellementimpliquée dans I'insulinorésistance des
tissus périphériques mais restent trés discutée dans la dysfonction des cellules B lors du
développementdu DT2 (Weir, 2020; Weir etal., 2021). Malgré tous les effortsdéjaemployés,
tout le processus de dysfonction des cellules B 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 déréglement du métabolisme de la cellule B pancréatique. Ce déreglement est
impliqué dans la dysfonction de la synthése et la sécrétion d’insuline par le biais de divers
mécanismes. Ce sujet étant au coeur de mathése, je I'ai développé dans le chapitre dédié ci-

apres.
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CHAPITRE 111 Le métabolisme cellulaire et 1la
sécrétiond’insuline

PARTIE A Le métabolisme énergétique et son étude

III. A. 1 Le métabolisme énergétique

Le métabolisme, du grec ancien « petafoArn » ou « metabolé », signifiant un changement, est
un ensemble de réactions chimiques dans un organisme permettant de le maintenir envie, 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 étre d’une grande variété (Nicholson and Lindon, 2008). Le métabolisme
est souventdécrit comme étant le résultat de I'addition de deux composants : le catabolisme
et I'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 biosynthése de
constituants cellulaires comme les protéines, les lipides, les acides nucléiques ou encore les
glucides. Le métabolisme énergétique est a l'interface entre ces deux notions et se focalise
sur les transferts d’energie chimique entre les réactions de I'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 B-oxydation, dégradant respectivement du
glucose et des acides gras, ménent au cycle du citrate dans la mitochondrie. Cette voie
métabolique permet de réduire complétement les carbones entrants sous forme de pyruvate
ou d’acetyl-CoEnzyme A (Acétyl CoA) en CO,. Au cours de I'oxydation des carbones, des
coenzymes a I'état oxydé comme le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD*) et le flavine
adénine dinucléotide (FAD+) sontréduits en NADH,H* et FADH2 et peuvent étre utilisés par la
chaine respiratoire pour produire de I'énergie sous forme d’ATP grace a la phosphorylation

oxydative (Figure 8).

Avant de s’intéresser plus au métabolisme en lui-méme, je débute ce chapitre en exposantce
qui a poussé 'humanité a se plonger dans son étude (Judge and Dodd, 2020, p. 20; “Roche
Biochemical Pathway,” n.d.) en plus de présenterdeux techniques trés utilisées a ce propos a

I'heure actuelle.
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IIL A. 1.1 Un peu d’Histoire

Auparavant...

Depuis I’Antiquité, il estreconnu que les fluides biologique s contiennentdes informations sur
I'état de santé d’un individu. A défaut de comprendre le métabolisme et sa complexité,
"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 déja les urines (Haber,
1988). De plus, dans un papyrus daté de 1550 ans avant JC et découvert dans un tombeau au
sud de 'Egypte par GeorgEbers, se trouve une description de la polyurie. Puis 700 ans avant
notre ere, Hesy-Ra un physicien de la IlIeme dynastie égyptienne décrit une nouvelle fois cette
pathologie. D’autres médecins égyptiens auraient été capables de diagnostiquer une
grossesse par I'étude des urines. lls pensaient que I'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 ére, il
était reconnu que le goQt de I'urine pouvait étre un marqueur important lors du diagnostic du
diabéte (Tattersall, 2017). Au Xéme siécle, dans le monde Arabe, Al-Razi et Avicenne
développent l'uroscopie. Cette science permettait de diagnostiquer une dizaine de
pathologies en observant les propriétés de I'urine : son odeur, sa couleur, sa viscosité et son
golt. Leurs observations permirent a Isaac Israéli et au Byzantin Théophile au Xéme siécle,
d’écrire des traités ayant un impact important sur la médecine occidentale (Moulinier-Brogi,
2016). Le concept de métabolisme est apparu au XllIeme sigécle, 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 » (vander
Greef et al., 2013). Au XVIIeme sigécle, Santorio, a I'aide d’une balance de son invention sur
laquelle il mangeait, travaillait et dormait régulierement, mesura pendant 30 ans sa masse
corporelle ainsi que ses excrétions solides et liquides. Il observanotamment que la masse qu’il
ingérait, sous forme de nourriture solide ou liquide était supérieure a celle de ses rejets, sous
forme d’excrémentet 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

journalieres et des modifications individuelles, dans son livre Ars de Statica Medicina en 1614,
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considéré aujourd’hui comme la premiére étude systématique du métabolisme basal (Bing,

1971).

De nos jours...

Les changements d’odeurs, de go(ts ou de couleurs de I'urine sont reliés a des changements
de concentration de composés chimiques dans les fluides biologiques. Ces changements de
concentrations résultent de modifications de voies biochimiques révélant I'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, I'urine d’un sujet diabétique contenant du glucose.

De nos jours, I‘étude des bio-fluides est toujours d’actualité mais les techniques d’études ont
changé. Par exemple, de nouvelles technologies ont permis au XXéme siecle de développerdes
approches globales pour étudier les systemes complexes dans leur ensemble: les
« omiques ». Ces approches peuvent étre classées en différents groupes : la génomique, la
transcriptomique, la protéomique et la métabolomique. Ces « omiques » ont comme but
respectif de caractériser les génes, les acides ribonucléiques (ARN) messagers, les protéines
et les métabolites dans un échantillon biologique de maniére non-ciblée et non-biaisée
(Horgan and Kenny, 2011). L'intégration de ces techniques constitue un domaine de recherche

a part entiére : la biologie des systémes (Figure 12).

La métabolomique telle que définie par Fiehn et al. (Fiehn, 2002), correspond a l'identification
et a la quantification exhaustive et non sélective de tous les métabolites d’un systéme
biologique. Elle permet d’observer les mécanismes biochimiques régulants le métabolisme,
comme par exemple dans le cas du diabete les prédispositions génétiques (Herderand Roden,
2011; Langenbergand Lotta, 2018), les modifications de transcrits (Jenkinson etal., 2016; Yang
et al., 2020) ou de régulations des protéines (Rao etal., 2009). La métabolomique estsouvent
considérée comme apportant une information plus fonctionnelle que les autres « omique »
(Sumner et al., 2003), poussant certaines personnes a 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 systémes est l'intégration des 4 « omiques » : Génomique, Transcriptomique,
Protéomique et Métabolomique.
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Le développementde la métabolomique a commencé grace a la spectrométrie de masse, qui
est utilisée depuisles 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 I'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. A
la fin des années 1990 les outils d’analyse informatique, le développement d’analyses
statistiques multivariées (Fonville et al., 2010), I'avénement du séquencage ADN et de la
génomique fonctionnelle, ont créé un environnementfavorable pour le développementdela
métabolomique (Nicholson etal., 1999). La grande diversité de métabolites a étudier, estimée
aujourd’huide 10 000 a 100 000 métabolites dans les cellules de mammiferes en culture (Dias
etal., 2016; Kell,2004), environ 100 000 pour le corps humain (Markley et al., 2017) et jusqu’a
200 000 dans le groupe des plantes (Fiehn, 2002), a entrainé le développement de

nombreusestechniques d’identification des métabolites.

Depuis les années 2000, le nombre d’études publiées sur la métabolomique a augmenté de
facon 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 a la résonance magnétique nucléaire mais en réalité les
limites de chacune de ces techniques tendent a 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 métabolomiques. Elles se caractérisent
en 3 différentes catégories qui different par leur qualité et par le nombre de métabolites
détectés ou d’intérét: I'analyse de métabolites cibles, I'analyse de profil métabolique et
I'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’intérét. L'analyse de profil métabolique s’intéresse a I'analyse d’un groupe de

métabolites, appartenant a une voie métabolique ou une famille de métabolite. Cette
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approche estbasée surune hypothése de travail limitant le nombre de métabolites d’intéréts.
L'analyse d’empreinte métabolique est utilisée pour comparer I'ensemble des métabolites
retrouvés dans un échantillon biologique : les métabolomes complets, afin de trouver les
parametres modifiés par les facteurs étudiés. Cette approche n’est pas basée sur une
hypothese et peut-étre utilisée comme outil d’investigation ou de diagnostic. Le désavantage
de cette technique est la nécessité d’identifier parfois un grand nombre de métabolites a

postériori, pouvants’avérer difficile voire impossible.
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Figure 13 : Nombre de publications de 2001 a 2019 concernant la métabolomique utilisant la spectrométrie
de masse et larésonance 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 etla quantification des métabolites en métabolomique

lll. A. 2.1La 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 (Gowdaand Djukovic, 2014). Ainsi, de nombreux cancers
(Abbassi-Ghadiet al., 2013; O’Connell, 2012; Trock, 2011; Williams etal., 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 (Robertsonet al., 2011) ont

pu déja étre étudiés et de nouvelles études paraissent maintenant quotidiennement.

Bases de la MS

La MS repose sur la mesure du rapport m/z des différentes espéces chimiques, ou 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 ou
I'abondance relative des ions est représentée en fonction de leurs les rapports m/z. Le
spectromeétre de masse se compose de trois parties : une source d’ionisation (la plupart du
temps combinée au systeme d’introduction de I'échantillon), un analyseur et un détecteur
incluant le systéme de traitement (Figure 14A). Il existe différentes manieres d’introduire
I’échantillon dans la source d’ionisation. La méthode dite directe consiste a introduire
directement I'échantillon dans le spectrometre de masse. Il est aussi possible d’utiliser des
méthodes séparatives, comme la chromatographie en phase gazeuse (GC) ou liquide (LC), qui
couplées a un spectrométre de masse donnent la GC/MS et la LC/MS. Les chromatographies
permettent de simplifier la composition de I'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 I'échantillon. Il
existe plusieurs types de sources ionisantes en fonction du résultat recherché et des molécules
a analyser (Alseekh et al., 2021). Un analyseur est constitué de champs électriques et
magnétiques appliquant desforces sur les particules quile traversent. Cela conduit a modifier
la vitesse et la direction des espeéces ionisées permettant leur séparation en fonction leurs

rapports m/z. Lesions lourds seront moins déviés par I'analyseur que les ions légers. Différents
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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 a une interface informatique de les traiter (figure 14A). Au final, un
spectre du ratio m/z est obtenu si I'échantillon est introduit directement et un
chromatogramme est obtenu si une séparation sur colonne de chromatographie est
effectuée. Ce chromatogramme présentera I'intensité enregistrée par le spectromeétre en
fonction du temps de rétention. Pour chaque signal détecté, un spectre correspondant au
ratio m/z est enregistré. Ces chromatogrammes ont I'avantage de pouvoir augmenter la

résolution de la MS (Figure 14B).

L‘intensité d’un pic de MS estreliée a I'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 I'échantillon analysé. Cette particularité est due aux différentes efficacités
d’ionisations en fonction des métabolites présents dansles échantillons (Alseekh et al., 2021).
Cette particularité fait de la MS une technique semi-quantitative. Il estnéanmoins 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 trés grande sensibilité, de I'ordre du nanomolaire
(Scalbert etal., 2014) permettantde détecterun nombre trésimportant de métabolites. Cette
particularité en fait une technigue de choix pour les analyses métabolomiques non ciblées. Un
autre avantage est la quantité d’échantillon nécessaire a la MS, de I'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 trés significativement le temps d’analyse de I'échantillon de I'ordre dela

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 I’échantillon obtenu : la séparation sur une colonne
(chromatographie) GC ou LS, I'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
I'architecture 3D d’un chromatogramme obtenu par LC-MS.

89



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 étre différenciés que sous formes fragmentées par certaines techniques de MS. De
plus, la variabilité systématique due par exemple a I'étape d’ionisation est un lourd handicap
dela MS. La faible reproductibilité de cette étape entre deux analyses avecun méme appareil
mais aussi la confrontation d’analyses par différents appareils de mesures est un enjeu
analytique. Il est néanmoins possible d’ajouter des contréles, par exemple constitués d’un
mélange de différents métabolites référents qui sont injectés avant, pendant et aprés
I'acquisition de I'échantillon d’intérét pour permettre la caractérisation de la variance totale
associée au spectrometre (Sangster et al., 2006). Il est aussi possible d’utiliser un échantillon
contrble entre différentes acquisitions envue de corriger le signal (Dunnet al., 2011). Malgré
tout, ces controles ne permettent pas d’étudier certains métabolites qui cessent d’étre
générés a la suite de variations de la source d’ionisation. De plus, la reproductibilité entre
différents laboratoires et plateformes d’analyses est un défimajeur. Un autre désavantage de
cette technique repose sur ses résultats semi-quantitatifs. Pour résoudre ce probleme de
guantification, il esttout de méme possible d’utiliser des standards isotopiquesinternes, avec
des méthodes de quantifications ciblées. C'est-a-dire ajouter a I'échantillon des métabolites
avec une structure similaire aux métabolites a quantifier avec une concentration connue,
permettant une normalisation des signaux. Le colt élevé, l'indisponibilité de certains
composés ou encore la large diversité des métabolites a doser sont des limites majeuresa la
guantification absolue d’un grand nombre de composés par MS. Finalement, la plupart des
métabolites détectés en MS ne sont pas identifiés (estimé a 70% en 2014) (Courant et al.,

2014; Leggett etal., 2019) limitant I'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 I'étude des métabolites
présents dans un échantillon biologique. En métabolomique par RMN, l'acquisition de
spectres H est la plus commune au vu de la forte présence des atomes d”hydrogene (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
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31 (31P), mais leur abondance isotopique naturelle limite leur seuil de détection et donc leur

utilisation en routine.

Les spectres IH 1D obtenus sur des échantillons biologiques montrent un trés 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 a I'aide de spectres a deux dimensions (*H/*H et H/3C) acquis sur
des échantillons représentatifs. Les signaux des expériences 1D et 2D sont comparés a des
banques de données contenant des spectres de références de métabolites connus (Wishart et

al., 2018). Un exemple de spectre annoté est représenté ci-aprées en figure 15B.

La RMN est une technique intrinséequement quantitative et certaines séquences RMN
permettent une quantification absolue des métabolites (IH Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY (NOESY)). La concentration d’'un métabolite est alors obtenue en comparant
I'intégration de son signal avec celle d’'un métabolite de concentration connue obtenue dans
les mémes conditions (Jung et al., 2016; Markley et al., 2017). La quantification des
métabolites d’'un méme spectre 1H NOESY est effectuée enintégrantles signaux assezrésolus
ou en utilisant des logiciels dédiés (Lipfert et al., 2019; Nagana Gowda and Raftery, 2019;
O’Shea and Misra, 2020). La séquence H Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) est aussi trés
utilisée pour réduire le signal provenant de grosses molécules comme les lipides ou les
protéines et génant I'analyse des spectres dans les échantillons biologiques (Emwas et al.,
2019; Kostidis et al., 2017, Wallmeier et al., 2017). Néanmoins, la quantification des
métabolites a partir des expériences CPMG perd son aspect absolu. Sur les spectres IH CPMG,
I'intensité des signaux dépend de propriétés de relaxation spécifiques a chaque métabolite, il
est donc possible de comparer l'intensité de signaux d’'un méme métabolite sur plusieurs
conditions mais pas de la comparer a celle d’'un métabolite différent en effectuant des

procédures équivalentesa la quantification absolue (Wallmeier et al., 2017).
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Les avantages et limites de la RMN appliquée a la métabolomique

La métabolomique par RMN permet la quantification absolue de métabolites a partir du
moment ol I'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 I'échantillon biologique. Celui-ci peut étre récupéré et
réutilisé apres une analyse métabolomique par RMN. Finalement, la robustesse de cette
technique lui confére une grande reproductibilité, permettant la comparaison de résultats
entre différentes plateformes d’analyses et méme entre instruments différents (Bingol and
Briischweiler, 2015). Cette caractéristique est un grand avantage lorsque I'on veut acquérir et
comparer des spectres dans différents centres de recherche comme cela a été le cas lors de

mon travail de these.

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 chevauchementdes pics RMN de différents métabolites, empéchant
I'utilisation de certains signaux pour quantifier le métabolite associé. De nos jours, les limites
liées a la sensibilité de la RMN tendent a étre repoussées par l'utilisation de spectromeétres
RMN a trés hauts champs (Dinclaux et al., 2020) et I'utilisation de cryosondes (Griffin et al.,
2003) réduisant le bruit thermique causé par les circuits électroniques du spectromeétre. De
plus le développement de la technique d’hyperpolarisation dynamique nucléaire ouvre de
nouvelles perspectives pour dépasser ce probléeme de sensibilité de la RMN (Dumez et al.,

2015; Jannin et al., 2019; Markley et al., 2017).

III. A. 2.3 PourquoilaRMN estlatechniquelaplus adaptée anotre étude ?

RMN et MS possédent 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 a combiner des résultats de RMN et MS permettant
d’identifier de nouveaux composés tout en discriminant de nouveaux biomarqueurs associés
par exemple a une pathologie (Marshall and Powers, 2017). De plus, le choix de la méthode

peut étre fait en fonction de la visée de I'étude : détection de biomarqueurs, quantification
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absolue, reproductibilité qui peuvent étre autant de caractéristiques a prendre en compte lors
de ce choix méthodologique. Malgré tout, I'accessibilité aux plateformes analytiques,
I'expertise méthodologique et technologique de ses utilisateurs sont aussi des parameétres

importants dans le choix de la méthode a utiliser.

La RMN a été choisie pour I'analyse métabolique au cours de cette these pour sa robustesse,
son aspect quantitatif et le type de métabolite d’intérét. 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-apres.

II. A. 2.4 Les différentes étapes lors d’'une analyse métabolomique par

RMN du proton

Pour étre en mesure de quantifier les métabolites d’un échantillon, il fautd’abord le préparer,
acquérir le spectre puis analyser celui-ci. Je vais ici développerles parties que j’ai réalisées au

cours de ma these : la préparation de I'échantillon et le traitement des données.

La préparationde I’échantillon biologique

Les cultures cellulaires génerent deux types d’information métaboliques : intra- et extra-
cellulaire. Les échantillons de milieux extracellulaires sont les plus simples a 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 I'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 ringage descellules, I'arrét du métabolisme dans les
échantillons et I'extraction des métabolites. Le rincage des cellules est une étape importante
permettant I'élimination des métabolites extracellulaires. Cette étape doit étre la plus rapide
possible afin d’avoir le moins d’impact possible sur la concentration des métabolites
intracellulaires aprés I'élimination du surnageant (Mili etal., 2020). Ensuite, I'étape d’arrét du
métabolisme de I'échantillon permet de désactiver les enzymes pour figer la concentration
des métabolites (Mili etal., 2020). L’'étape d’extraction des métabolites permetde 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 I'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). Ll'ajout d’une étape de séparation entre les composés hydrophiles et
hydrophobes est aussi possible par I'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 estimportant de conserver les échantillons dans de bonnes conditions tout
au long du processus jusqu’a I'acquisition des spectres afin d’éviter des réactions entre
métabolites ou encore leur oxydation. De nombreux paramétres sont a prendre en compte
comme |'état de conservation, la température de stockage avant et au cours de I'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 heuresa 4°C, quelques semainesa -20°C et quelques

mois a -80°C (Kirwan et al., 2018).

Afin de permettre 'acquisition RMN il est nécessaire d’ajouter a I'échantillon un composé
deutéré comme de I'eau deutérée (D20). Le D,O permet au spectrométre de mesurer et
compenser les variations du champ magnétique liées par exemple a la décharge progressive
(mais trés lente) de I'aimant supraconducteur (Beckonert et al., 2007, Emwas et al., 2015;

Lauridsen etal., 2007) (Figure 15A).
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Figure 15 : Les grandes étapes de la résonance magnétique nucléaire (RMN).

A) LaRMN sur des surnageants cellulaireimplique un processus trés simple. Une fois I’échantillon obtenu, la
premiere étape implique de centrifuger I’échantillon pour supprimer les débris cellulaires qui réduiraient la
qualité de I’échantillon et d’ajouter de I'eau deutérée (D,0) permettant au spectromeétre de mesurer et
compenser les variations du champ magnétique. L’acquisition RMN permet d’obtenir un spectre avec en
abscisse le déplacement chimique dessignaux 'H en fonctionde leurintensité. B) Représentation d’un spectre
RMN sur un échantillon delysat cellulaire annoté (Panthuetal., 2018).
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L’identification etla 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 grace I'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 guantum 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 systéme biologique
qgue I'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) a des bases de données telles que la Human
Metabolome Database (HMDB) réalisées a partir de spectres de métabolites purs obtenus sur
un spectrometre similaire a celui utilisé lors de I‘acquisition (Wishart etal., 2018). La principale
limite a ces banques de données est qu’elles ne sont pas complétes face a I'immensité du
nombre de métabolites existants. Il est néanmoins possible d’ajouter extemporanément un
composé connu a un échantillon pour confirmer 'empreinte de ce composé. Cette méthode
est qualifiée de « spiking ». Cette empreinte, combinant les différents signaux de ce
métabolite, peut étre 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 a des banques de données
(Balcerczyk et al., 2020; Dona et al., 2016). La Figure 15B représente le type de spectre obtenu

gue j'ai annoté lors de mon stage de M1 (Panthu etal., 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 I'échantillon. La quantification relative d’'un méme métabolite
annoté sur des spectres réalisés dans les mémes conditions est possible par I'intégration du
méme pic d’'un métabolite sur une série de spectres (Wang et al., 2020). La quantification
absolue quant a 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 grace au logiciel ChenomX (Weljie et al., 2006). Malgré
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tout, I'ajout d’un composé a une concentration spécifique dans chaque échantillon est une
source d’erreur supplémentaire. Afin de résoudre ce probleme, il est possible d’utiliser la
méthode Electronic REference To access /n vivo Concentrations (ERETIC) (Akokaet al., 1999).
Cette méthode nécessite I'ajout d’un échantillon contenant seulement un standard a une
concentration connu a la bibliothéque d’échantillons. Une fois les spectres acquis, la méthode
ERETIC permet de créer artificiellement un signal RMN sur tous les spectres a une intensité
similaire. L'analyse des spectres de la bibliothéque par le logiciel ChenomX pourra étre réalisée
en prenant le signal ERETIC comme référence. Le rapport de toutes les quantifications a la
concentration connue du métabolite dans I'échantillon standard permet d’obtenir les
concentrations absolues de tous les métabolites mesurés (Crook and Powers, 2020; Jung et

al., 2016).

La normalisation desrésultats est un parametre crucial a I'interprétation desrésultats obtenus
(Bingol, 2018). Pour les surnageants de culture il est important de prendre en compte la
croissance des cellules si I'on souhaite comparer des conditions différentes. En effet, I'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 thése, le milieu de
culture a un impact sur la prolifération cellulaire. Les réductions du temps et du volume
expérimental permettentde limiter '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 derniére 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 thése sont toutes interconnectées.
Laglycolyse est connectée au cycle du citrate par le pyruvate etalasynthese de triglycérides par le glycérol,
le cycle du citrate est lui de plus connecté a la synthése 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 (3 et leurs altérations par la glucolipotoxicité

Le métabolisme a unrole primordial dans la sécrétion d’insuline de la cellule B (Henquin, 2011;
Spégeland Mulder, 2020). Trois voies métaboliques reliées entre elles permettent aux cellules
de détecter le glucose et de générerdes cofacteurs a 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 lipogénese 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 a 48h de glucotoxicité sur des extraits de cellules INS-1 ont permis de
mettre en évidence un déreglement de différentes étapesde la glycolyse, du cycle du citrate
ainsi que de la lipogénése, potentiellement impliquées dans la détection de glucose et la

sécrétion d’insuline (Fernandezet 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
prennentles carbones du glucose a travers la glycolyse, le cycle du citrate et la lipogénese de
novo. Les altérations du diabéte 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 B est la premiére étape essentielle a la sécrétion
d’insuline. Cette fonction est assurée par les transporteurs du glucose de la famille GLUT
(Bergerand Zdzieblo, 2020). Le controle de I'entrée du glucose dans le métabolisme est capital
pour la fonction endocrine des cellules . Selon I'espéce, le type de transporteur exprimé

differe. Nous allons voir le cas dans le modéle murin, puis le modele humain.

Dans les cellules B de rongeurs, 'entrée du glucose estassurée par le transporteur GLUT2 avec
un Km d’environ 15-20 mmol/L (Heimberg et al., 1995; Johnson et al., 1990). Cette
caractéristique induit I'équilibration du glucose extracellulaire et intracellulaire permettant
aux cellules B de capter rapidement une augmentation du glucose circulant (Bell 1993).

L'inactivation du gene glut2 dans un modéele 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 a différents métabolites de la glycolyse, comme le D-glycéraldéhyde, est
maintenue (Guillam et al., 2000, 1997). Ces observations permettent de mettre en évidence
I'importance de I'entrée du glucose dans la cellule permise par GLUT2 dans les cellules B de

rongeurs lors du GSIS (McCulloch et al., 2011).

Dans les cellules B humaines, le réle des GLUTs est controversé. Certaines études montrent
gue GLUT2 est présent dans des flots d’humains adultes (Ferrer et al., 1995) confortant des
études cliniques mettant en avant un défaut de GLUT2 comme responsable de diabétes
gestationnels et néonataux (Sansbury et al., 2012). Ces études suggerent que GLUT2 est
nécessaire a la fonction des cellules B. D’autres étudesdiscutent I'expression de GLUT2 dans
les flots humains (De Vos et al., 1995) appuyant de récentes études démontrant que
I'expression de SLC2A1 (transcrit du géne codant pour GLUT1) est supérieure acelle de SLC2A2
(transcrit du géne codant pour GLUT2) dans les cellules B humaines, précisant une forte
hétérogénéité dans I'expression de SLC2A2 (Saponaro et al., 2020). Malgré ces observations
contradictoires au sujetde GLUT2, certaines études proposent GLUT1 et GLUT3 jouant le réle
majeur de transporteur de glucose dans les cellules B humaines (Coppieters et al., 2011; De
Vosetal., 1995; Gunton et al., 2005; McCulloch et al., 2011). Cependant, les faibles constantes
d’activité (Km), représentantla concentration en glucose pour laquelle la vitesse initiale de la
réaction enzymatique estala moitié de la vitesse initiale maximale (Vmax), de GLUT1etGLUT3
induisent une Vmax de ces transporteurs lorsque le glucose circulant atteint 4-6 mmol/L. De
ce fait, 'augmentation de la concentration sanguine de glucose (de 5a 20 mmol/L) ne devrait,
en théorie, pas conduire a une augmentation massive de I'entrée de glucose dans la cellule B
grace a lI'expression de GLUT1 et GLUT3. Finalement il n’existe aujourd’hui pas encore de
consensus a ce propos et nous pouvons émettre I'hypothese que GLUT1 et GLUT3 sont

exprimés dans les cellules B mais joueraient un roéle mineur par rapporta GLUT2.
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Figure 17 : Laglycolyse est une voie catabolique de réduction du glucose en pyruvate.

Cette voie métabolique a un rendement de production d’énergie faible, réduisant 2 NAD* et renouvellant 2
ATP par molécule de glucose dégradée. e : 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, TPl: 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 glvcolyse, pointd’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 B, 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 B 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 a cette voie
métabolique telles que les voies de la synthése du glycogéne ou des pentoses phosphates
(MacDonald, 1993a; Schuit et al., 1997). La glycolyse et différentes voies métaboliques

branchées sont représentéesenfigure 17.

III. B. 2.1 La glycolyse dans les cellules 3

La premiére étape de la glycolyse est irréversible en conditions physiologiques. Celle-ci
consiste a phosphorylerle glucose en glucose-6-phosphate (G6P) grace a une hexokinase. Les
mammiféres possedent 4 isoformes d’hexokinase avec différentes propriétés. Une étude a
mis en évidence que 75% des ARNm d’hexokinase exprimés par les cellules B des ilots
pancréatiques de souris et les Min6 sont des ARNm de I'hexokinase 4, aussi appelée
glucokinase (GCK) comparé a sa trés faible représentation dans les autres tissus, a I'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) a 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 'enzyme est a 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 ilots pancréatiques humain (Bedoya etal., 1986) et de 14,5mM
dans les ilots pancréatiques de rat (Bedoya et al., 1986, 1985). Cette concentration est dans

I’échelle de concentration physiologique de glucose dans le sang (Lenzen et al., 1987). Cette
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propriété permet a 'enzyme d’atteindre sa Vmax aux alentours de 10 a 30mM de glucose
circulant selon I'espece, donc n’étant pas limitante a des concentrations physiologiques de
glucose. La glucokinase a donc une vitesse s’adaptant a la concentration de glucose dans le
cytoplasme permettant a la cellule B d’adapter la vitesse d’entrée de carbone dans la
glycolyse. De maniere 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 B a desconcentrations de glucose supraphysiologiques.

La glycolyse posséde d’autres points de contréles 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 contréle (Dunaway
etal., 1988). L'implication de cette enzyme dans la sécrétion d’insuline des cellules B est peu
étudiée mais sa position dans la glycolyse et sa déficience chez des patient causant un défaut
de sécrétion d’insuline ménent certaines équipesde recherche a émettre I'hypothese que la
PFK-1 joue un réle nécessaire a la sécrétion d’insuline (Randle, 1993; Ristow et al., 1997). La
diminution de I'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 I'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 contréle de la glycolyse lié a la sécrétion
d’insuline des cellules B en réponse au glucose. Récemment, cette enzyme a été décrite
comme ayant aussi un autre réle que la simple conversion du phosphoénolpyruvate (PEP) en
pyruvate. En effet, elle catalyse la formation d’un ATP a partir d’un ADP et cette réaction
jouerait un réle dans la balance ATP/ADP permettant la sécrétion d’insuline (Lewandowski et
al., 2020) par le biais d’uncycle nécessitant la PK etla phosphoénolpyruvate carboxykinase 2,

mitochondriale (PCK2), détaillée plus loin (Stark etal., 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 génes de la lactate
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déshydrogénase et du transporteurdu lactate sontbeaucoup moins exprimés dans les cellules
B ainsi que dans des flots pancréatiques de souris comparés a la majorité des autres tissus
(Pullen et al., 2010; Quintens et al., 2008; Sekine et al., 1994). De plus, la régulation de son
expressiondans les cellules B semble nécessaire a la sécrétion régulée d’insuline en réponse
au glucose (Alcazar et al., 2000). Une des explications a ces observations serait de diriger le
flux de carbones de la glycolyse jusqu’ala 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 B est permise par

les navettes mitochondriales présentées ci-aprés (Brun and Maechler, 2016).

La suite de mon exposé se focalise sur les impacts de la glucotoxicité et du diabete sur la

glycolyse et altérant la sécrétion d’insuline.

II. B. 2.2 Altérationdela 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 modele 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 I'augmentation des enzymesimpliquées dans cette
voie métabolique, en condition de glucolipotoxicité, ['utilisation du glucose est réduite
d’environ 25% (Haythorne et al., 2019) diminuant la capacité des cellules B dans ces conditions
de répondre efficacement a une stimulation au glucose. Malinowski et al. ont observé par
RMN hyperpolarisée une accumulation de pyruvate, lactate et alanine dans les premieres
heures de glucotoxicité (Malinowski et al., 2020). Une étude par MS décrit aussi
I'augmentation significative de la concentration intracellulaire de plusieurs intermédiares
glycolitiques lors de la glucotoxicité : le glucose, le G6P, le pyruvate et I'alanine (Fernandezet
al., 2008). Ces deux études ont aussi montré une accumulation de citrate dans les cellules B
lors de la glucotoxicité (Fernandezet al., 2008; Malinowski et al., 2020). En inhibant I'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 I'altération fonctionnelle de la PFK est de

plus liée a une forte prédisposition au DT2 non insulinodépendant (Ristow et al., 1997; Yaney
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et al., 1995) appuyant son role potentiel dans la diminution de la fonction de la cellule B lors
du développement de DT2. La diminution de I'activité de la PFK seule n’explique cependant
pas I'accumulation de pyruvate et d’alanine dans les cellules B pancréatiques lors de la
glucotoxicité. Une des hypothéses possibles a I'altération de la détection du glucose et a
I'accumulation d’intermédiaire glycolytique tel que le pyruvate ou l'alanine est la diminution
de l'utilisation des métabolites en aval de la glycolyse dés les premiéres 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 a la cellule 8

Le cycle de I'acide citrique ou cycle du citrate a été identifié en 1930 lors des travaux d’Albert
Szent-Gyorgyisur 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 a Szent-Gyorgyi en 1937 puis a Krebs et

Johnson en 1953 de recevoir chacun le prix Nobelde physiologie ou de médecine.

III. B. 3.1 Le cycle du citrate estune voie catabolique complexe

Chez les eucaryotes, le cycle du citrate prend place dans la mitochondrie uniquement
(Martinez-Reyes and Chandel, 2020). Avant de s’intéressera son implication dans les cellules
B, 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 I'acide citrique est une voie métabolique reliée a la glycolyse, la lipogenése et la 3-
oxydation.

Cette voie métabolique permet le renouvellement de GTP, la réoxydation d’un grand nombre de cofacteurs
(NAD* et FADH). Elle est reliée a la phosphorylation oxydative, qui utilisera les NADH,H* et FADH; 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,
FADH,: 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 I'acide citrique est une voie métabolique cyclique composée de huit réactions. Il
est utilisé pour générer de I'énergie et des cofacteurs utilisables par la phosphorylation
oxydative a partir de 'oxydation d’acétyl-CoA ou du pyruvate dérivé majoritairement de la
glycolyse. Une fois le pyruvate entré dans la mitochondrie il peut soit étre directementintégré
au cycle de l'acide citrique par l'intermédiaire de la pyruvate carboxylase (PC) sous forme
d’oxaloacétate, ou convertien acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase (PDH), une enzyme
catalysant la décarboxylation du pyruvate (Patel and Korotchkina, 2001; Sugdenand Holness,
2011). La B-oxydation des acides gras peut aussi étre une source d’acétyl-CoA dans la
mitochondrie. Le cycle du citrate ainsi que ses laisons avec d’autres voies métaboliques sont

représentésenfigure 18.

Il est communément admis que le cycle du citrate commence par une réaction combinant
I'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 a 6
carbones : le citrate. Celui-ci peut sortir de la mitochondrie ou étre 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 I'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 régénérationdu GTP a partir de GDP. La
production du fumarate a 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 (Martinez-Reyes and Chandel, 2020) (Figure 18).

La production d’énergie du cycle de I'acide citrique est permise en partie grace a la production
de GTP, pouvant étre convertie en ATP, mais surtout grace a la chaine respiratoire présentée
au chapitre I. Celle-ci est formée de quatre complexes (I, II, lll et IV) permettantla formation
d’un gradient de protons grace a I'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 a travers le domaine (FO) de 'ATP-synthase permettant le

franchissement de la membrane interne mitochondriale depuis I'espace intermembranaire
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vers la matrice mitochondriale. Ce flux de proton induit la rotation d’une partie du domaine
(F1) de I'ATP-synthase fournissant I'énergie nécessaire a la phosphorylation d’ADP en ATP.
Cette réaction est qualifiée de couplage osmo-chimique (Figure 6). Ainsi, grace a la chaine
respiratoire, chaque NADH,H* et FADH; produit permet I'accumulation d’énergie par le
gradient de protons. Cette source de production d’ATP est environ 15 fois supérieure a la
production d’ATP par la glycolyse seule (Rich, 2003), appuyant lI'importance de la
mitochondrie dans 'augmentation du ratio ATP/ADP dans la cellule B lors d’une stimulation

par le glucose.

Maintenant que le fonctionnement du cycle est décrit, nous allons voir comment celui-ci

s’intégre dans le métabolisme de la cellule B 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 B avec différentes sources de carbones a différentes concentrations
a permis de mettre en évidence que le métabolisme mitochondrial estune étape limitante de

la sécrétion d’insuline en cas d’excés de substrat (Antinozzi et al., 2002).

Eto et al. ont mis en évidence desla fin du XXéme siecle I'importance de 'ATP dans le GSIS en
diminuant la régénération d’ATP par la mitochondrie. En effet, a partir d’'un modele d’ilots
murins déficients en une enzyme limitante a la navette glycérol phosphate nécessaire a la
génération de I'ATP : la mitochondrial glycérol 3-phosphate déshydrogénase (mGPDH), et
I'utilisation d’aminooxyacetate, un inhibiteur de la navette malate aspartate, a permis de
mettre en évidence I'altération du GSIS par diminution du renouvellementde I'ATP (Eto et al.,
1999). De plus, des étudesréalisées sur des cellules B ol les génes mitochondriaux encodant
les sous unités I, I, IV et V de la chaine respiratoires ont été supprimés montrent que la
sécrétiond’insuline estinhibée bien que I’ATP non mitochondrial permette encore la synthése
et le stockage de l'insuline (Noda et al., 2002). Des études utilisants des métabolites activant
la synthése d’ATP comme le méthyl-succinate, un composé pouvant passer a travers la
membrane plasmique, ou le pyruvate ont été réalisées afin de quantifier I'implication de la
synthése d’ATP mitochondrial dans la synthese et la sécrétion d’insuline des cellules B

pancréatiques. Pour mener a bien ces expériences des ilots pancréatiques de rats transduits
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avec le transporteur de métabolites monocarboxylés, permettant 'entrée du pyruvate dans
les cellules B, ont été utilisées. Ces expériences ont permis de placer 'ATP et sa synthese

mitochondriale comme nécessaire et suffisante a la sécrétion d’insuline (Ishihara etal., 2003).

Il existe une relation étroite entre la glycolyse et le métabolisme mitochondrial des cellules B
(Malmgren et al., 2009). Dans les cellules B, 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 etal., 1994). Le pyruvate, produit final de la glycolyse peut entrer
dans la mitochondrie via le transporteur mitochondrial du pyruvate (MPC) (Herzig etal., 2012)
exprimé dans les cellules B (Patterson et al., 2014). L’inhibition d’un des hétérodimeres
formant le MPC dans des lignées de cellules B, des ilots de rats et d’humains ou encore
I'expression de formestronquées du MPC dans des souris diminue nt le GSIS (Pattersonetal.,
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 aprés
administration orale de glucose. De plus lesilots isolés de ces souris présententun défaut de
GSIS sans modification de la réponse au Ca?* (Vigueira et al.,, 2014) mettant en avant
I'importance de I'entrée des carbones dans la mitochondrie lors du GSIS. Ces données
permettent de conclure qu’ll existe une relation étroite entre la glycolyse et le métabolisme
mitochondrial des cellules B (Malmgren et al., 2009). Le role du transporteur MPC et le
métabolisme mitochondrial sont donc des acteurs essentiels au GSIS et ainsi a la régulation de

I’'homéostasie glucidique par les cellules B.

Une fois dans la mitochondrie, le pyruvate est utilisé par la PC ou la PDH. Dans les cellules B,
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 suggérent indirectement que la PC est
une enzyme importante pour la sécrétion d’insuline des cellules B 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 flots 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 I'expression de la PC dans des cellules INS-1 (Xu et al., 2008a). Dans ces mémes conditions,
I'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 deuxiéme 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 géne codant pour PDK1 dans un modeéle INS-1, 'augmentation de I'activité de
la PDH augmente la quantité de métabolites dans le cycle de I'acide citrique permettant la
potentialisation du GSIS (Krus et al., 2010). Toutes ces observations positionnent I'entrée de
carbones provenantde la glycolyse dans le cycle de I'acide citrique comme une étape cruciale

de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.

Jusqu’amaintenant nousavonsvu l'importance de la régulation de I'entrée des carbones dans
la mitochondrie etleur insertion dans le cycle de I'acide citrique. Nous allons maintenant nous
intéressera leurs implications dans le cycle du citrate etle lien de cette voie métabolique avec

la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.

III. B. 3.3 Une régulation fine du cycle de I’acide citrique est nécessaire a

la sécrétionrégulée 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 I’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 a 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 I'ATP

pour son maintien dans I'équilibre homéostatique cellulaire.

Les oscillations de la quantité des métabolites mitochondriaux

Il a été remarqué que I'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-1ou d’flots 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 'ATP ou le
NAD(P) mettanten avant '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 B pancréatiquesjoue unrdle de messagersynchronisant la glycolyse
et le métabolisme mitochondrial (MacDonald et al., 2003). Finalement, une autre étude
démontre que ces oscillations sont a méme d’affecterles oscillations calciques permettantla

sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Deeney etal., 2001).

Le Ca?*joue unroéle primordial dans la régulation du cycle du citrateet la

chaine respiratoire en lienavec la sécrétiond’insuline

Dans les années 1960, la mitochondrie est décrite comme pouvant consommer du Ca?*
(Deluca and Engstrom, 1961). Aujourd’hui, le Ca* est admis comme jouant un réle majeur
dans la régulation du métabolisme menant a la régénération de I'ATP en modulant
I’'homéostasie cellulaire (Balaban, 2009; Cardenas et al., 2010; Denton et al., 1980; Denton
and McCormack, 1980; Hansford, 1991; McCormack et al., 1990a). Cette régulation est
permise grace a une modulation de la concentration de Ca2?* dans la mitochondrie comme
I'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 Stefaniet al., 2011; Jm et

al., 2011).

Dans notre laboratoire, nous avons étudié les transferts calciques et leur perturbation dans
les cellules B mais aussi les cellules insulino-sensibles. Comme décrit précédemment,
Dingreville et al. ont montré que la perturbation de I'homéostasie calcique par la modification
des MAMs est associée avec la perte de fonction des cellules B pancréatiques (Dingreville et
al., 2019; Madec etal., 2013). Cestravaux du laboratoire renforcent d’autres études montrant

I'importance du Ca?* dans I'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 Ca?* potentialise la sécrétion d’insuline
en réponse au glucose dans des ilots pancréatiques de rats (Lee et al., 2003). La PDH, I'IDH et
I'OGDH, trois déshydrogénasesimpliquées dans le cycle du citrate, ont été étudiées dans
différentstissus incluant les cellules B. Celles-ci peuvent étre stimulées par le CaZ*, induisant
une augmentation de la respiration et de la production de CO; (Denton and McCormack, 1990;
Glancy and Balaban, 2012; Satrustegui et al., 2007). La PDH est régulée de maniére indirecte
par le Ca?* contrairement a I'IDH et 'OGDH qui voient leurs activités directementrégulées par
le CaZ* (Rossi et al., 2019) (Figure 19A). Des oscillations calciques mitochondriales observées
par Tarasov etson équipe en 2013 ainsi que Gilon etson équipe en 2014 sur desflots de souris
et des cellules B leurs permettaientd’appuyer 'hypothése proposée en 2002 par Kennedy et
son équipe au sujetde I'activation des déshydrogénases mitochondriales par le CaZ* lors dela
stimulation au glucose (Gilon et al., 2014; Kennedy etal., 2002; Tarasov et al., 2013). De plus,
plusieurs enzymes de la chaine respiratoire ont une activité directement augmentée par le

Ca?* mitochondrial.

Nous allons voir maintenant plus précisément I'effet du Ca?* sur la PDH, les IDHs

mitochondriales, 'OGDH etla chaine respiratoire.

La régulationindirecte dela PDH par le Ca?* 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 I'enzyme est dynamique et peut notamment répondre a 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 Ca?* 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 I'activité de la PDH de maniére indirecte par le Ca?*
(Denton, 2009). Al'inverse, la diminution des transferts calciques du réticulum endoplasmique
a la mitochondrie augmente la forme inactive de la PDH diminuant la régénération de I'ATP

par la mitochondrie (Mallilankaraman et al., 2012) (Figure 19B). Ces observations sont
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cohérentes avec I'augmentation de I'activité de la PDH lors d’une stimulation au glucose
(McCormack et al., 1990b) et la rapide diminution du pyruvate observées dans les cellules B

de hamster enréponse au CaZ* (Civelek et al., 1996).

La régulationdirecte des IDHs et de I'OGDH par le Ca?* 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 cytosoliqgue et NADP* dépendant
contrairement a 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 B,
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 B inaptes a 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 réle important dans la régulation de I'IDH3 sans
pour autant étre essentiel a son fonctionnement (Aogaichi et al., 1980). L'augmentation de
Ca?* dans la mitochondrie stimule 'enzyme mais est pondérée par I'augmentation des ratios
ATP/ADP et NAD(P)H,H+/NAD(P)+. En effet, plus ceux-ci seront faibles et plus I'effet du Ca2*
sera élevé sur 'activité de I'IDH3 (Denton, 2009; Denton et al., 1978; Qi et al., 2011; Rutter
and Denton, 1988). L'IDH2 quant a elle est étroitement associée au complexe PDC (Huret and
Dessen, 2017) quicomme nous I'avons vu précédemment est activé par le CaZ*. (Figure 19B).
De plus, lors de stimulations d’flots de souris par le glucose, les oscillations de Ca?*
intramitochondrial sont corrélées avec des variations de concentration de NAD(P)H, H*,
témoignant de I'activation par le Ca?* des IDHs mitochondriales et d’autres enzymesdu cycle

du citrate (Luciani et al., 2006).
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Figure 19 : Desrégulations des déshydrogénases mitochondriales par le Ca%.

A) Le Ca?* augmente I'activité de la PDH, des IDHs et de 'OGDH. B) Mécanisme de régulationde la PDH. Sous
forme déphosphoryléela PDH est activée contrairement a saforme phosphorylée. La PDP, activée par le Ca?*
induit la déphosphorylation de la PDH contrairement aux PDKs qui elles la phosphorylent. C) Mécanisme de
régulation directe des IDHs mitochondriales et de 'OGDH par le Ca?*. L’activation de ces enzymes permet la
synthese de succinyl-CoAa 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
I'oxoglutarate, le transfert d’un groupement succinyl au coenzyme A et permettant la
production de NADH,H*. L'OGDH estla 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 Ca?*
résulte en un abaissementdu Km de I'enzyme augmentant I'affinité avec son substrat ainsi le
flux de carbone a 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’OGDH plus sensible au Ca2* (Rutterand Denton, 1989) (Figure 19C).
Dans les ilots pancréatiques de rats, il est rapporté que lors d’une stimulation au glucose,

I’'accumulation de Ca2* mitochondrial double I'activité de 'OGDH (Seneret al., 1990).

La modulationdel’activité dela chaine respiratoire par le Ca%+
La modulation de la génération d’ATP par le Ca2* mitochondrial n’implique pas seulementles
enzymesdirectement impliquées dans le cycle du citrate. En effet, les complexes|, Il et Il de
la chaine 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
I’ATP-synthase est aussi activée par le CaZ* (Territo et al., 2000). L’augmentation de I'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 B permettant la sécrétion d’insuline en

réponse au stimulus.

Les observations décrites sur différents modéles de cellules B sont cohérentes avec |’ activation
du cycle de I'acide citrique par le CaZ* mitochondrial, permettant'augmentation de I'activité
globale du cycle du citrate. De plus, la potentialisation de la chaine respiratoire par le Ca2*
permet l'augmentation du renouvellement de I'ATP. Finalement, toutes ces données
permettent de définir le Ca2* mitochondrial comme un acteur majeur de la potentialisation du
métabolisme énergétique des cellules B menant a la sécrétion d’insuline en réponse au
glucose. Malgré cela, d’autres cofacteurs en plus de 'ATP sont nécessaires a 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 'augmentation de ces cofacteurs.
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II. B. 3.4 Les navettes mitochondriales, une autre maniere de régénérer
des cofacteurs et potentialiser la réponse des cellules  lors d’une

stimulationauglucose

Dans les cellules B pancréatiques, les carbones jouant un role 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, I'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 a la fonction
des cellules B 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 a la sécrétion d’insuline comme le NADPH,H* leur conférent un réle clé
pour la fonction des cellules B pancréatiques (Jitrapakdee et al., 2010). Ces différentes

navettessont représentées en figure 20.

La navette pyruvate/malate

Lors d’une stimulation au glucose, 'abondance du pyruvate entrant dans la mitochondrie
induit une augmentation d’OAA (MacDonald, 1995). Celui-ci peut étre utilisé par la malate
déshydrogénase mitochondriale catalysant la formation du malate (Jitrapakdee et al., 2010).
Le malate produit peut sortir de la mitochondrie et étre oxydé par I'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 I'enzyme
malique cytosolique par siRNA ou knock-down (KD) diminue le GSIS dans des cellules INS-1
(Guayetal., 2007; Pongratz etal., 2007). De plus la réduction de I'activité de I'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 ilots
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 modeles 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 étre le substrat de 'ATP citrate lyase (ACLY), produisant une
molécule d’oxaloactétate (OAA) et un acetyl-CoA en hydrolysant une molécule d’ATP en ADP
(Fenget al., 2020). L'OAAest alors converti en malate par la malate déshydrogénase, puis en
pyruvate par I'enzyme malique cytosolique catalysant la formation d’un NADPH,H*. L’acétyl-
CoA produit peut entrer dans la voie de la lipogéneése discutée dans une partie ci-aprés (Farfari
etal., 2000; Jitrapakdee etal., 2010) (Figure 20). L'inhibition pharmacologique dutransporteur
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 I'isocitrate produit par le cycle du citrate et sécrété hors
de la mitochondrie via le transporteur citrate/isocitrate (Dolce etal., 2014). Celui-ci est ensuite
converti en oxoglutarate par l'isocitrate déshydrogénase cytosolique nécessitant du NADP et
produisant du NADPH,H*. L'oxoglutarate peut étre soit converti en OAA et compléter la
navette de maniere similaire ala 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, I'utilisation de siRNA contre le
transporteur citrate/isocitrate ou la suppression de I'IDH1, cytosolique et dépendante du
NADP*, induisent tous deux la diminution du ratio NADPH,H*/NADP* ainsi que celle du GSIS
dans descellulesINS-1 et desilots pancréatiques isolés de rat (Joseph etal., 2006; Ronnebaum
et al., 2006).
117



NADPH,H NADP

NADPH,H Mialate B——— NADPH,H
Oxaloacétate

NADP Pyruvate NADP
/ Acétyl-CoA
Pyruvate _
\Q: NADH,H Citrate
Acétyl-CoA __//
Citrate
Isocitrate
PEP
Malate >Y0xaloacétate Isocitrate NADP
GDP GTP
NADH,H* NADP N/
HEE NADPH,H”
NAD* NADPH,H" NADH,H

Oxoglutarate

Malate Oxoglutarate\—/

N

Mitochondrie Cytoplasme

Figure 20 : Représentation des navettes et cycles mitochondriaux présentés autour du cycle du citrate en
lien avecla sécrétion d’insuline.

La navette pyruvate/malate (bleu), la navette pyruvate/citrate (rouge), la navette pyruvate/isocitrate (jaune)
etle cycle duphosphoénolpyruvate (vert). GTP : Guanosine triphosphate, GDP : Guanosine diphosphate, PEP :
phosophoénolpyruvate, NADP*: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NADPH,H* : nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate dinucléotide réduit, CoA : CoenzymeA.
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Le cycle du phosphoénolpyruvate vialamitochondrie

Le cycle du PEP est permis grace a la mitochondrie dans les cellules B. Celui-ci est nécessaire
a la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Lewandowskietal., 2020). Le GTP produit par
la mitochondrie a aussi été montré comme nécessaire a la sécrétion d’insuline en réponse au
glucose indépendamment des canaux potassiques et I'inhibition de celle-ciinhibe la sécrétion
d’insuline (Kibbey et al., 2007). Ces deux acteurs jouent un réle majeur dans la balance
ATP/ADP des cellules B pancréatiques. En effet, le PEP provenant de la glycolyse est converti
en pyruvate puis en OAA comme décrit précédemment. Une fois formé, I'OAA peut étre
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 I'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 I'utilisation de
souris déplétéesen 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, I'impact du Ca?* mitochondrial sur le renouvellement de '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 ’'homéostasie de ces
acteurs sont des facteurs majeurs de la perte de fonction de la cellule B. C'est ce que nous

allons voir dans la prochaine partie traitant de ce sujet.

IIl. B. 3.5 Le métabolisme mitochondrial est tres impacté par la

glucolipotoxicité

Notre équipe a récement montré que la glucotoxicité réduit la respiration des cellules B
pancréatiques (Dingreville et al., 2019). La mitochondrie et son métabolisme énergétique sont
aussi touchés au bout de 24h d’exposition a une mixture d’acide gras (Velasquezetal., 2017).
De récentes études décrivent une diminution de la quantité d’ARNm de protéines de la chaine
respiratoire d’llots humains lors de la gluco- ou la lipotoxicité (Brun et al., 2015; Brun and
Maechler, 2016). Haythorne et son équipe mettentaussi 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 I'ATP lors d’une
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augmentation de glucose (Haythorne et al., 2019). Cette observation peut étre expliquée par
d’autres études s’intéressant plus particulierement a UCP2. En effet, la lipotoxicité causée par
des acides gras a longues chaines stimule UCP2 réduisant la transduction du signal du GSIS
entrel'entrée de glucose dans la cellule B etla production d’ATP par la chaine oxydative (Jezek
et al., 2015). Des études sur des patients diabétiques aboutissent a la méme conclusion, la
stimulation de UCP2causée par un exces de substrat énergétique diminue la production d’ATP
réduisant la sécrétion d’insuline des flots pancréatique (Anello et al., 2005). Finalement, en
plus de réduire le métabolisme mitochondrial impactant la formation de cofacteurs
permettant la phosphorylation et le renouvellementde I’ATP, la glucolipotoxicité cause aussi
une diminution de l'efficacité de la chaine respiratoire ainsi qu’un découplage des protons
dans la mitochondrie. Ces altérations ne permettent pas un renouvellement optimal de I'ATP

impactant la fonction des cellules .

Par son étude de transcriptomique et protéomique sur des souris diabétiques, Haythrone et
son équipe ont mis en évidence une diminution de I'expressionde la totalité desenzymesdu
cycle du citrate a I'exeption de la PDH et '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 ilots 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-Sanchezetal., 2020)
ainsi que sur desINS-1E en condition de glucotoxicité (Brun et al., 2013). L'augmentation des
PDKs aboutissant a la phosphorylation inhibitrice de la PDH, I'activité de cette derniere s’en
retrouve diminuée. Ces résultats sont cohérents avec la réduction du GSISobservée a la suite
de la diminution de I'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
contrbles mettant en avant cette protéine dans la régulation de la sécrétion d’insuline des
cellules B pancréatiques (Haythorne et al.,, 2019). De plus, suite a 72h de glucotoxicité,
I'expression destransporteurs du malate, du citrate, de I’OAA ou du glutamate est augmentée
contrairement a celle du transporteur du pyruvate (Brun and Maechler, 2016). Ces
observations peuvent expliquer 'accumulation de citrate observée par RMN hyperpolarisée
des les premieres 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
(Fernandezet al., 2008). Finalement, ces observations permettent de confirmer la congestion
du flux métabolique sur l'axe glycolyse-cycle du citrate expliquant I'accumulation de
métabolite glycolytique décrite précédemment en plus de mettre enavant 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) alterent les transferts calciques
mitochondriaux ne permettant plus I'augmentation de la concentration de CaZ* mitochondrial
lors d’une stimulation au glucose. De ce fait la stimulation au glucose ne permet pas
I'activation dela PDC, I'augmentation de I'activité d’OGDH, des|DHs, de la chaine respiratoire
et de I'ATP synthase réduisant d’autant plus le flux mitochondrial et ['efficacité du
renouvellement d’ATP tous deux nécessaires a la sécrétion d’insuline dans ces conditions. La
diminution de I'utilisation des métabolites mitochondriaux peut induire leurs accumulations

et leurs détournementsvers 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 peuventalors étre utilisés par la lipogénése de novo aussi

nécéssaire au fonctionnementde la cellules B.

III. B. 4 La synthése delipides, une voie impliquée danslafonction dela cellule

8

La synthese lipidique ou lipogénése de novo est la voie métabolique de synthese des acides
gras. Couplés a des coenzymes A, ces acides gras forment des acyl-CoA. Les acides gras
peuvent étre liés au glycérol-3-phosphate par estérification formant des triglycérides utilisés
dans le stockage de I'énergie (Ameeret al., 2014) et la synthése membranaire. La lipogénese
de novo se déroule principalement dans le tissu adipeux. Le foie peut aussi étre considéré
comme un contributeur mineur de 'lhoméostasie des triglycérides dans le sérum (Bjorntorp
and Sjostrom, 1978). Les cellules B pancréatiques ont le matériel protéique permettant la
synthése 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 synthese d’acyl-CoA dans les cellules B est impliqué dans la
sécrétion d’insuline en réponse a un stimulus n’est pas encore bien compris (Deeney etal.,
2000; Roduit et al., 2004, p. 204) mais certaines études indiquent que leur production peut
modifier la capacitance membranaire (Ammala et al., 1993; Neher and Marty, 1982)
augmentant la fusion des granules d’insuline avec la membrane plasmique (Deeney et al.,

2000).

La synthése de lipides de novo ou lipogenese de novo, se déroule en plusieurs étapes,
impliquant principalement 3 enzymes: I'ACLY, I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) et la synthase
d’acide gras de mammiféres, pluscommunémentappelée fatty acid synthase (FAS). Cette voie
métabolique nécessite aussi des précurseurs carbonés venantdu cycle de I'acide citrique sous
forme de citrate, quittant la mitochondrie par le transporteur dicarboxylate/tricarboxylate

(Dolce et al., 2014) (Figure 21).

III. B. 4.1 Les différentes étapes de lalipogénése

Une fois sortie de la mitochondrie, le citrate peut étre le substrat de 'ACLY, une enzyme
cytoplasmique fortement exprimée dans les ilots pancréatiques humains et de rat (M. J.
MacDonald et al., 2013). Le citrate estclivé par I’ACLY, donnantun acétyl-CoA etun OAA. Cette
réaction est permise par I'hydrolyse concomitante d’une molécule d’ATP en ADP et Pi (Feng
et al., 2020). Une fois formé, 'OAA est utilisé par la navette pyruvate/citrate décrite
précédemment et I'acétyl-CoA est utilisé comme précurseur lipidique par 'ACC. A partir
d’acétyl-CoA, cette enzyme catalyse la formation de malonyl-CoA, une molécule clé dans la
formation desacides gras (Brownsey etal., 2006). Cette étape de la biosynthése 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 ilots pancréatiques et la lignée INS-1alors que ACC2
est retrouvée dans les tissus dits oxydatifs tels que les muscles cardiaque et squelettiques
(Abu-Elheiga etal., 2005; MacDonald etal., 2008; Oh et al., 2005; Penderet al., 2006). L'ajout
d’une molécule de malonyl-CoA a une molécule d’acétyl-CoA permet la formation d’un acyl-
CoA. Cette réaction estcatalysée par la FAS, une protéine homodimérique multifonctionnelle
catalysant les différentes étapes de formation et élongation de I'acyl-CoA grace a 6 réactions

(Smith et al., 2003). En effet, la FAS estaussiimpliquée dans |’ élongation desacyl-CoA saturés
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jusqu’a I'obtention du palmitate (C16 : 0) par ajouts successifs de deux carbones provenant

du malonyl-CoA (Smith etal., 2003) (Figure 21).

Lors d’une stimulation au glucose, la mitochondrie sécrete 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 synthése lipidique
semble aussi jouer un réle dans l'utilisation de ce citrate en lien avec la sécrétion d’insuline
(Guay et al., 2007). De plus, la stimulation au glucose induit 'augmentation rapide de la
synthése d’acides gras dans les cellules INS-1 (MacDonald et al., 2008). Le citrate étant un
précurseur de la synthese de lipide, la stimulation au glucose approvisionne en substrats
nécessaires a la lipogenése de novo, activant ainsi cette voie. De plus, I'utilisation d’inhibiteurs
de 'ACLY diminue la sécrétion d’insuline en réponse au glucose chez le rat in vivo (Chenet al.,
1994), ex vivo (Flamez et al., 2002) et in vitro sur la lignée cellulaire INS 832/13 (Guay et al.,
2007). Chez'Homme, il a été mesuré que I'expression de cette enzyme est diminuée de 60%
dans les flots d’individus souffrants d’un défaut de sécrétion d’insuline comparés a des
individus sains (MacDonald et al., 2009). L’inhibition chimique de '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 a I’ACC, induit
aussi une diminution du GSIS (Roduit et al.,, 2004). Ces observations mettent en avant
I'importance de la lipogénése de novo et de chacune des enzymes impliquées dans cette voie

métabolique pour la fonction dela cellule B pancréatique.
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Figure 21: La lipogénése de novo permet la synthése de palmitate a partir de citrate venant du cyde de
I'acide citrique.

La fusion d’un malonyl-CoA avec une molécule d’acétyl-CoA permet la formationd’un acyl-CoA. Cet Acyl-CoA
est allongé de 2 carbones a chaque tourdu cycle. Au boutde 6 tours, lamolécule aura atteintlataille de 16
carbones correspondant au palmitate. e: carbone, ATP: adénosine-triphosphate, ADP: adénosine
diphosphate, Pi : phosphateinorganique, 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 altere la synthése de lipides des cellules 8

pancréatiques

La lipotoxicité est décrite comme perturbant le métabolisme du palmitate (Cacicedo et al.,
2005). L'accumulation d’acyl-CoA et d’acides gras a longues chaines (C16 — C18) saturés dans
le cytoplasme des cellules B induite par la lipotoxicité (Lupi et al.,, 2002) potentialise la
synthése de céramides, causant des dommages cellulaires et favorisant leur apoptose. Les
effets déléteres des céramides sur les cellules B peuvent étre expliqués de part leur
implication dans la transduction du signal d’apoptose des ROS (Cacicedo et al.,, 2005) et
I'inactivation des voies impliquées dans la survie cellulaire (Beeharry et al., 2004). De plus, les
flots pancréatiques de souris diabétiques montrent une augmentation de la quantité
d’enzymesimpliquées dans la synthése d’acides gras dont ACLY, ACC et FAS (Haythorne et al.,
2019). Cette observation permet d’émettre 'hypothéese qu’une partie des carbones venant du
glucose lors de la glucotoxicité est détournée vers la synthése d’acides gras réduisant les
carbones disponibles par le cycle du citrate. Cette hypothése est cohérente avec la diminution
de renouvellement de I’ATP par la mitochondrie décrite précédemment en condition de gluco-

et/oulipotoxicité, impliquant le reroutage des métabolites mitochondriaux.

Toutes ces études montrent que la cellule B pancréatique a besoin d’une situation bien
particuliere pour fonctionner et permettre la régulation de la glycémie dans I'organisme. Il
existe malgré tout des lacunes, notamment concernant les échanges métaboliques entre les
cellules B et leur milieu pour mieux caractériser le déreglement métabolique de ces cellules
en condition de glucolipotoxicité. Cependant, les différencesentre les modéles immortalisés
et murins par rapport a un modéle humain peuvent mener a des conclusions biaisées.
L'utilisation d’flots pancréatiques humains, un matériel rare, premettrait des avancées plus
concretes dans la compréhension des mécanismes conduisant les cellules B a perdre leur
fonction dans des conditions de glucolipotoxicité. Finalement, un modele permettantde relier
des altérations cellulaires, comme celles du CaZ*, et le métabolisme de ces cellules dans des
conditions de glucolipotoxicté permettrait de mieux comprendre I'impact de ces toxicités et
du DT2 sur le fonctionnement de la cellule B pancréatique. L'objectif de ces traveaux sera de

réaliser un modele plus précis des altérations métaboliques des ilots pancréatiques humains
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en conditions de glucolipotoxicité et de savoir si ce modeéle est transposables aux flots

pancréatiques de personnessouffrantde 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 systemes acellulaires eucaryotes pour la synthese
de protéines

En premiére année de Mastera I'Ecole Normale Supérieure (ENS) de Lyon, j’ai réalisé un stage
de 19 semaines au Centre de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) a trés hauts champs
(CRMN). C’est lors de ce stage que je me suis familiarisé avec la métabolomique par RMN dans
I’équipe dirigée par Bénédicte Elena-Herrmann. Mon réle 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 :
guantification relative par Amix, quantification absolue par ChenomX et quantification
automatique par la méthode Batman. J’'ai finalement participé a I'interprétation des résultats.

L'objectif de cette étude était de comprendre les différences d’efficacité de traduction entre
plusieurs systemes de synthése protéique acellulaires (CFPS). Une question majeure reposait
sur l'utilisation possiblementdifférente de I'énergie apportée aux systemes 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 synthése protéique qui se maintien dans I'échantillon.

Dans cet article nous avons suivi, dans différents lysats cytoplasmiques issus de lignées
cellulaires, I'évolution des concentrations des substrats énergétiques: le glucose et la
phosphocréatine. Nous avons aussi suivi le maintien de I'ATP et du GTP, deux intermédiaires
énergétiques nécessaires a la synthése protéique. Au bout de 30mn, le glucose et la
phosphocréatine étaient entierement consommeés impactant le renouvellementdu GTP et de
I’ATP dans les lysats classiques mettant en évidence une forte consommation d’énergie au
cours de I'expérience. Le suivi de la consommation énergétique dans un systeme hybride ou
la fraction ribosomale était réduite permettait une réduction drastique de la vitesse de
consommation des substrats énergétiques. Ces résultats mis en parallele avec la durée de
synthése protéique pour un lysat classique et un lysat hybride démontraient que la majeure
partie de I'énergie était consommeée par d’autres voies métaboliques non essentielles a la
synthése 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 étre une stratégie de choix pour mieux
réorienter les substrats énergétiquesversla synthese protéique.
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ABSTRACT: A counterintuitive cell-free protein synthesis Cell Free Mix . Oheose. N\, Por
(CFPS) strategy, based on reducing the ribosomal fraction in ~ Hybrld RRL ~ e { li' l
rabbit reticulocyte lysate (RRL), triggers the development of CFPS System T G e e

* Reticulocyte supernatant —_—
hybrid systems composed of RRL ribosome-free supernatant - Memmalian cel riosomes FEFEEET AT __“"TP y
complemented with ribosomes from different mammalian cell- f AA Real-Time |
. e ) X e MR footprints \
types. Hybrid RRL systems maintain translational properties of ~ Optimisation i TR R e
the original ribosome cell types, and deliver protein expression st S Metabolites quantification
levels similar to RRL. Here, we show that persistent ribosome- Time-sorles

associated metabolic activity consuming ATP is a major
obstacle for maximal protein yield. We provide a detailed picture of hybrid CFPS systems energetic metabolism based on
real-time nuclear magnetic resonance (NMR) investigation of metabolites kinetics. We demonstrate that protein synthesis
capacity has an upper limit at native ribosome concentration and that lower amounts of the ribosomal fraction optimize energy
fluxes toward protein translation, consequently increasing CFPS yield. These results provide a rationalized strategy for further
mammalian CEPS developments and reveal the potential of real-time NMR metabolism phenotyping for optimization of cell-free
protein expression systems.

KEYWORDS: cell-free protein synthesis, in vitro translation, hybrid system, cell-free metabolism, real-time NMR

( :ell—free protein synthesis (CFPS) systems have become been optimized and routinely used in continuous CFPS

central tools for protein research or biotechnology."”” For protocols. However, such plant- or bacteria-based CFPS
example, they can be used to produce not only therapeutic systems suffer from problems related to expression, folding
proteins such as antibodies, vaccine components or cyto- and post-translational modifications of eukaryotic proteins.
kines,"™ but also key pharmaceutical targets for drug design Thus, expression of many key protein targets in their active
assays and structural biology,” or viral particles.” CEPS also form is still a challenge." On the other hand, mammalian CFPS
constitutes excellent opportunities for direct sampling and systems are still believed to provide the most adequate

screening of molecules in a close-to-physiological context, e.g.,
for numerous in vitro translational assays such as ribosome
display techniques.” CFPS has been at the origin of ground
breaking studies, such as elucidation of the genetic code,'” and
has been instrumental in the discovery of biological pathways

machinery for bona fide protein production and downstream
processing. Disappointingly, rabbit reticulocyte lysate (RRL),
the main commercialized mammalian CFPS system (along with
Chinese hamster ovary (CHO) and HeLa systems), is so far
not optimal to deliver high protein production yield," neither in

involved in mRNA translation, stabili rocessing and ; s
11 ; PR Y P 8 its untreated form (uRRL) nor in its S7 nuclease treated RRL
regulation ” or viral replication.” Yet, the development of counterpart.>
ul ;

CFPS systems to their full potential has been hampered by the o
complexity of their molecular machinery, which involves many We al?iilgthers have recer?tly p.roposed 2 _“0"'91 in vitro CEPS
cellular processes and regulatory circuits.'> Only few active system based on rabbit reticulocyte ribosome-free lysate
CFPS systems have been successfully developed so far, with supernatant (ribFreeRRL) complemented with different ratios

lysates derived from E. coli, wheat germ, insect cells or rabbit

reticulocytes being the most commonly used." E. coli and wheat Received: August 4, 2017
germ can produce large amounts of a given protein and have Published: September 15, 2017
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Figure 1. CFPS energy consumption monitoring by real-time NMR. (a) RRL-derived CFPS reconstitution approach and nomenclature used in this
article. Ribosomal fractions are easily isolated through ultracentrifugation under sucrose cushion. (b) Typical 'H NMR spectrum of a translating
nativeRRL mix. Active CFPS reactions (200 yL) were monitored in real time inside the NMR spectrometer at 30 °C. (c) Evolution of metabolite
concentrations quantified by real-time NMR during 2 h and normalized to their initial or final concentration. (d) Protein production yield based on
luciferase activity measurement through a Renilla reporter gene expression. Each batch is supplemented by 27 nM of in vitro transcribed mRNA.

Error bars represent the standard deviation of three experiments.

of purified ribosomal fractions, either from rabbit reticulocytes
(reconstituted RRL or recRRL) or from diverse other cell types
(hybrid RRL) (Figure la). Using this approach, protein
expression became detectable through radiolabeling or
luciferase reporter gene expression,'"'*'®'? which allowed to
decipher canonical translation mechanisms in the context of
viral subversion'® and tissue development.'” This hybrid RRL
approach allows a wide range of biological and technical
observations as it maintains cellular properties such as specific
mRNA translation regulation. Interestingly, hybrid RRL and
recRRL initiate translation with the same rate than native RRL
but are capable to maintain it for several hours, while
translation rapidly levels off after 30mn in RRL, an effect that
is not due to mRNA stability."”

Here, we show that this persistence of translation in hybrid
or reconstituted RRL systems is not directly due to metabolite
supply, as both RRL and hybrid RRL are equally supplied with
amino acids and tRNA. However, using real-titme NMR, we
identify persistent free energy-consuming metabolic activities
associated with the ribosome fraction that monopolize most of
the energy supply, independently of protein synthesis. Our
results evidence that the energetic metabolism is the most
crucial factor for efficient CFPS, and demonstrate that energy
supply is essential to sustain long lasting translation. Using
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concentrations of ribosomal fractions lower than their native
ratios significantly optimizes this issue.

H MATERIALS AND METHODS

DNA Constructs and In Vitro Transcription. The /-
globin and CrPV IRESes p0-renilla were previously described.”’
The pGEM-Renilla vector was used as template to generate
polyadenylated transcripts by digestion with EcoRIL. The 80 nt
region containing the T7 promoter was deleted by Pvull/
BamHI digestion and the resulting vector was used to insert the
different $’-UTRs. The human p-globin $-UTR with the
authentic initiation codon was obtained by hybridizing two
synthetic oligodeoxyribonucleotides (Eurogentec) and cloned
into the double-digested vector (Pvull and BamHI restriction
sites and T7 promoter were added with the oligos) generating
the f-globin pO-renilla vector. The Cricket paralysis virus
(CrPV) IRES was obtained by polymerase chain reaction
(PCR) using cDNA prepared from infected flies.”’ PCR
products was digested by Pvull and BamHI and cloned in the
double-digested vector (T7 promoter and restriction sites were
added by PCR) generating CrPV IRES pO-renilla vector.

RNAs were transcribed using the T7 RNA polymerase from
templates linearized at the AfIII site. Uncapped CrPV-Renilla
mRNAs were obtained by using 1 ug of linear DNA template,

DOL 10.1021/acssynbio.7b00280
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20 U of T7 RNA polymerase (Promega), 40 U of RNAsin
(promega), 1.6 mM of each ribonucleotide triphosphate, 3 mM
DTT in transcription buffer (40 mM Tris-HCl (pH 7.9), 6 mM
MgCl,, 2 mM spermidine and 10 mM NaCl). For capped /-
globin-Renilla mRNAs, the rGTP concentration was reduced to
0.32 mM and 128 mM of m7GpppG cap analogue (New
England Biolabs) was added. The transcription reaction was
carried out at 37 °C for 2h and mRNAs were precipitated with
ammonium acetate at 2.5 M final concentration. The RNA
pellet was resuspended in 30 4L RNase free water and RNA
concentration was determined by reading the absorbance using
Nanodrop technology. RNAs integrity was checked by
electrophoresis on nondenaturing agarose gel.

Cell Culture. HeLa, 293T and MEF cells were obtained
originally from American Tissue Type Culture Collection and
were typically grown in DMEM containing 10% fetal calf serum
supplemented with S0 U/mL of penicillin, 50 ug/mL of
streptomycin in a humidified atmosphere containing 5% CO, at
377G,

Preparation of RRL and Cell Lysate. Homemade cell
lysate. All following steps were performed at 4 °C. 80%
confluent cells from 20 10 cm diameter dishes were collected
by centrifugation at 1000g for S min, rinsed 3 times with PBS,
resuspended in an isovolume of hypotonic buffer (Hepes 10
mM, CH,CO,K 10 mM, (CH,CO,),Mg, 1 mM and DTT 1
mM) and lysed using a Potter—Elvehjem homogenizer. The
lysate was then centrifuged at 16 000g for 10 min and the
supernatant was collected to yield the S10 supernatant extract.
S10 protein total concentration was determined by the
Bradford method and stored at 20 mg/mL concentration at
—80 °C.

RRL and homemade cell lysate complementation. The
method used has been described previously:> 1 mL of
commercial untreated RRL (RRL) (Promega) or homemade
cell lysate were supplemented with 25 uM hemin (Fluka), 25
ug creatine kinase (Sigma-Aldrich), S mg phosphocreatine
(Fluka), SO pug of bovine liver tRNAs (Sigma-Aldrich) and 2
mM of D-glucose (Sigma-Aldrich).

The in vitro translational assay was realized by adding 27 nM
of in vitro transcribed mRNAs to a final volume of 200 uL (50%
v/v RRL or homemade cell lysate) supplemented with 75 mM
KCl, 0.75 mM MgCl, and 20 yM amino acids mix. The
translation reaction was realized in the NMR spectrometer at
30 °C. Unless otherwise stated in the text, the gloRenilla
construct was used for every protein translation assays.

Protein Quantification. The reaction was stopped by
addition of renilla lysis buffer (PJK). Renilla activity was
measured using the renilla luciferase Assay System (PJK) in a
Mithras (Berthold technologies) with S0 uL substrate injection
and 10 s of signal integration program. Absolute quantification
of in vitro translated protein yields was calibrated by 35S
labeling for the commercial RRL luciferase. [35S]-methionine
labeled radioactive protein was translated in the presence of 20
UM of amino acids mix minus methionine and $ uCi of [35S]-
methionine (PerkinElmer) for 30 mn before the reaction was
stopped by addition of SDS loading buffer. Samples were
resolved on a 12% SDS-PAGE, dried and subjected to
autoradiography for 12 h by the use of Kodak Biomax films
(Fisher Scientific) and the signal was quantified by using a
Molecular Dynamics Phospholmager FLA 5100 (Fuji). Protein
concentration was determined relative to a serial dilution of
[35S]-methionine stock.
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RRL Fractionation and Reconstitution. The strategy and
nomenclature are illustrated in Figure la. All steps were
performed at 4 °C. After centrifugation of 1 mL of RRL for 2 h
15 min at 75 000 rpm in a TLA 100.3 rotor (Beckmann), 900
uL of ribosome free RRL was collected, frozen and stored at
—80 °C. The extent of ribosome depletion from reticulocyte
lysate was checked by translating 27 nM of in vitro transcribed
capped and polyadenylated globin-renilla mRNA in the
ribosome free RRL and validated when no luciferase activity
could be detected. The ribosomal pellet was then rinsed three
times in buffer R2 (Hepes 20 mM, NaCl 10 mM, KCI 25 mM,
MgCl, 1.1 mM, f-mercaptoethanol 7 mM) and resuspended in
100 uL of R2 buffer to get a 10X final concentration. For
ribosome salt wash experiments, the ribosomal pellet was
washed using a 1 M sucrose cushion prepared with a R2 buffer
including 25 mM to 1000 mM KClI, as stated in the text. After 2
h of centrifugation at 240 000g, the pellet containing the
ribosomes was resuspended in R2 buffer.

The reconstituted lysate is then assembled by mixing 100 xL
of ribosome free RRL with a fraction of scale from 0.02 to 1X
ribosomal pellet. Typically, the standard reaction for NMR
contains 100 uL of ribosome free RRL with 20 ug ribosomal
pellet (annotated 0.1X) in a final volume of 200 L. Upon
reconstitution, the translation mixture is supplemented with 75
mM KClI, 0.75 mM MgCl, and 20 M amino acids mix.

NMR Acquisition. Sample preparation was as follows: 20
uL of D,O and 2 uL of 100 mM trimethylsilyl propionate
(TMSP) were added to 200 uL of CFPS mix. Solutions were
mixed thoroughly and 200 yL were transferred to 3 mm NMR
tubes. All the solutions were strictly kept on ice until NMR
acquisition. All NMR experiments were carried out on a Bruker
600 MHz NMR spectrometer equipped with a 5 mm TCI
cryoprobe. The temperature was controlled at 30.0 °C
throughout the experiments. Time series of standard 'H 1D
NMR pulse sequence Carr—Purcell-Meiboom—Gill (CPMG)
with water presaturation (Bruker pulse program cpmgprld)
were acquired. CPMG experiments were preferred in this study
to focus on small molecules by removing the important
background contribution of large molecules such as proteins
and nucleic acids. 32 free induction decays (FIDs) were
collected with 48 074 data points and an acquisition time of
1.99 s. The relaxation delay was set to 4 s. The total acquisition
time for each spectrum was 3 min 27 s. The acquisition was
repeated during 2 to several hours. Identification of the
metabolites was carried out from the 1D NMR data using the
software ChenomX NMR Suite 7.0 (ChenomX Inc.,
Edmonton, Canada) and confirmed from analysis of 2D
'"H-'H TOCSY, 'H-"C HSQC and J-Resolved NMR spectra
recorded with standard parameters. The measured chemical
shifts were compared to reference shifts of pure compounds
using the HMDB™ database. Metabolite concentrations were
determined by manual fitting of the proton resonance lines for
the compounds available in the ChenomX database. For
comparison purposes, we normalized the data quantified by 'H
NMR in CFPS reactions as fold changes using the following
equation: X(t) = C(/C,e in which C, is respectively the initial
or final concentration, whether the metabolite is consumed or
produced during the reaction.

B RESULTS AND DISCUSSION

Energetic Metabolism Evolution in RRL. In order to
study metabolic activities and the related energy conversions
occurring in translating RRL reactions, we used a quantitative
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Figure 2. Energy consumption in CFPS is maintained even when translation is blocked. (a) Phosphocreatine and glucose evolution during 2 h of in
vitro translation: comparison of a nativeRRL control (A) versus an elongation-blocked nativeRRL ([J) by addition of cycloheximide (CHX) and
RNase A (top panel); comparison between a nativeRRL control (A), and without tRNA and amino acids (aa) supplementation (CJ) (middle panel);
nativeRRL control (A) versus nativeRRL without glucose (OJ) or without CK and phosphocreatine (O) supplementation (bottom panel). (b)
Protein production yield based on luciferase activity measurement through a Renilla reporter gene expression in nativeRRL (left) or without addition
of amino acids and tRNA, glucose, CK, phosphocreatine or ribosomal fraction (ribosome). Absolute luminescence intensity is plotted on left y-axis.
Concentration was determined using methionine 35S labeling and is plotted on right y-axis. Error bars represent the standard deviation of three
experiments. (c) Comparison of a nativeRRL translating (A) versus a ribFreeRRL () system: phosphocreatine and glucose evolution during 2 h of
in vitro translation. Error bars represent the standard deviation of three experiments.

real-time NMR strategy to monitor intact, translating samples
over two to 6 h. As a primary energy source, an ATP
regenerating system was used that is commonly applied for
eukaryote CFPS, namely supplementation with 10 mM
phosphocreatine (PCr) in the presence of creatine kinase
(CK: ADP + PCr — ATP + Cr), with an additional 2 mM
glucose supplementation. From the complex CFPS 'H NMR
fingerprint (Figure 1b), a number of signals could be
unambiguously assigned to specific metabolites and the
evolution of their relative concentration followed over time,
characterizing production, consumption, or steady-state behav-
ior. This included PCr consumption and creatine production,
but also the time course of other energy intermediates (ATP,
GTP, glucose), metabolites and cellular constituents (e.g,
Figure 1¢,d).

Classical RRL translation (native RRL) was run as a control
experiment. It revealed that the given PCr pool could maintain
maximal energy supply for about 60 min, thus keeping ATP and
also GTP concentrations globally stable during this time period
(Figure 1c). At that time point, glucose was also entirely
exhausted, and a drop in ATP and GTP occurred. Protein yield
indicated very active translation during the first 30 min, which
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then slowed down and ceased after 45 min (Figure 1d). The
GTP necessary for translation was apparently provided by an
endogenous and nonlimiting nucleoside diphosphate kinase
reaction (NDPK: GDP + ATP — GTP + ADP), as seen by the
coupling of ATP and GTP concentrations (Flgure Ic and
Supporting Figure Sl), a well documented process™"™ that
occurs in the cytoplasm.” All these kinetics are similar to those
observed in prokaryotic systems,” except that we did not
detect changes in a-ketoglutarate, consistent with the absence
of mitochondria in our system,” and we observed production
of pyruvate and lactate (data not shown). These data evidenced
a considerable energy flux occurring during CFPS.

Energy Consumption Is Mostly Independent from
Protein Production Yield of the Native RRL. To better
understand energy expenditure during CFPS, we conducted
experiments in which protein synthesis was blocked by
cycloheximide (CHX), which inhibits the elongation process,
and RNase A, to induce mRNA degradation. Surprisingly, at 60
min of reaction time (end of linear regime), PCr consumption
was reduced by less than 20% (Figure 2a) as compared to the
control RRL reaction. A slight reduction of glucose
consumption was also tentatively detected, though the very
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low signal-to-noise at long reaction times for this metabolite
prevents conclusion of a significant trend. This clearly
demonstrated that translation was not the main consumer of
ATP in the CFPS system. However, pyruvate and lactate
production was reduced (data not shown), indicating that
inhibition of translation reduces glycolytic flux.

Major Energy Consuming Processes Associate with
the Ribosomal Fraction. To assess the origin of translation-
independent energy consumption, we designed further experi-
ments. First, we diminished regeneration of aminoacyl-tRNAs,
which consumes at least 3 ATP per amino acid/tRNA coupling
(Supporting Figure S2), by avoiding tRNA and amino acid
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additions to the reaction mixture. As compared to control RRL
experiments, this decreased protein yield by about 20% (Figure
2b; in accordance with ref 29). PCr consumption in the
absence de tRNA/aa show slightly different behaviors for
independent RRL batches, probably indicating variations of
endogenous tRNA and amino acids concentrations in RRLs
(Figure 2a; Supporting Figure S3). We observe either no
difference or a maximum of 20% PCr consumption reduction in
the absence de tRNA/aa supplementation (evaluated at 60 min
reaction time), which indicates that, at most, 20% of the PCr
available in a standard RRL reaction was used to regenerate
aminoacyl-tRNAs. Altogether, at most 40% of the energy (a
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Figure 4. Application of the hybrid strategy to mammalian cell based CFPS delivers protein production levels comparable to RRL by energy
consumption optimization. (a) Protein production yield after 30 and 60 min of in vitro translation at 30 °C for HeLa (purple, left), MEF (blue,
middle), 293T (green, right) cell lysates and corresponding hybrid RRL. Error bars represent the standard deviation of three experiments. Absolute
luminescence intensity is plotted on left y-axis. Concentration was determined using methionine 35S labeling and is plotted on right y-axis. (b)
Phosphocreatine and glucose evolution determined by real-time NMR during 2 h of in vitro translation in cell lysates (A) and in corresponding
hybrid RRL (). HeLa were run in duplicate experiments, MEF and 293T as single experiments.

conservative overestimation) appeared to be spent for trans-
lation-related processes.

Next, we investigated the respective importance of PCr and
glucose for protein yield. Removing PCr (or CK) led to an
immediate drop in ATP and GTP levels (Supporting Figure
S$1), which precluded glucose utilization (Figure 2a; Supporting
Figure S3) and protein synthesis (Figure 2b). In the context of
high competition for ATP in RRL, and in the absence of an
efficient ATP regenerating system, the low net ATP production
of glycolysis is insufficient to fuel both glycolysis initial steps
and competitive RRL metabolism. Consistently, glucose
removal had no apparent effect on steady state ATP and
GTP levels (Supporting Figure S1), confirming that the PCr/
CK system is the primary and essential energy source, but
interestingly glucose reduction lowered protein synthesis by
about 30% (Figure 2b). Glycolysis thus appears to contribute to
protein translation, either through NADH regeneration or via
production of intermediate metabolites that may indirectly
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benefit translation. Notably, this is contrary to bacterial lysates,
where glucose can be used as the major source of energy.*”'
Finally, we conducted an experiment that omitted the
ribosomal fraction, thus avoiding protein synthesis (Figure
2b). Under these conditions, PCr and glucose were still
consumed, but at a much lower rate compared to the native
RRL (Figure 2c) or to native RRL after CHX inhibition of
protein synthesis (Figure 2a; Supporting Figure S3). Therefore,
translation-independent free energy consumption seems to be
largely driven by components copurified with the ribosomal
fraction, or by the ribosome itself (Supporting Figure S1).
Our data suggest that energy fluxes during a CFPS reaction
are complex. While a significant amount of free energy appears
to be directed toward protein synthesis (at most 40%), a
majority supports alternative pathways that are associated with
the ribosomal fraction. This ribosomal fraction has recently
been shown to be strikingly complex, with more than 1000
proteins associated with the ribosome machinery, constituting
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the riboproteome.* Those proteins are believed to create in
vivo a favorable microenvironment necessary for driving,
regulating, and securing specificity of the translation process.
Interestingly, the riboproteome contains also many enzymes
involved in common metabolic pathways,™* consistent with
the free energy-consuming processes that we found associated
with the ribosomal fraction.

Riboproteome Dilution Is a Compromise between
Translation-Independent Metabolism and Protein Syn-
thesis. We explored the effect of riboproteome concentration
on both translation-independent metabolism and protein
synthesis in our CFPS system. Reducing the amount of the
ribosomal fraction in ribosome free RRL (recRRL; Figure la)
directly correlated with reduced free energy consumption of the
system (Figure 3a), while protein synthesis was reduced in a
more complex manner. In fact, reducing the ribosomal fraction
of the original lysate (1x) to only 10% (0.1X) increased protein
yield after 90 min of synthesis by about 4-fold (Figure 3b;
Supporting Figure S4). Further reduction of the ribosomal
fraction to 2% (0.02X) reduced protein yield. Under this
condition, the yield was nonetheless higher than the one of the
1X controls. At native concentrations, the translation apparatus
seems therefore saturated, an effect previously observed in
vitro."**> These differences in protein yield were not apparent
at shorter reaction times (30 min), suggesting similar initial
translation rates (Figure 3b; Supporting Figure S4). In fact, the
different mixtures differed in the time course, with nativeRRL
and 1X recRRL ceasing protein synthesis after 30—45 min,
while recRRL, depending on the ribosome dilution, remained
productive for longer reaction times.

These results suggest that the metabolic activities associated
with the ribosomal fraction contribute to the reduced
translation yield in CFPS reactions by competing for energy
supply. Using lower ribosomal fraction ratios than native
systems appeared to be very beneficial: dilution of the
competing free energy-consuming processes liberated energy
reserves, which were then efficiently used by the ribosome
translational machinery because of its saturated capacity down
to concentration ratios of 0.1X. This conclusion is consistent
with the longer-lasting ATP availability observed in the PURE
system developed by Shimizu et al.** However, translation of
this approach to eukaryotic CFPS seems not feasible, since
individual components of the translation machinery have to be
purified, which alread?' limits large-scale commercial application
of the E. coli system.

We evaluated whether ribosome purification by high salt
washes is advantageous as an alternative approach to deal with
competing energy-consuming activities in the ribosomal
fraction. Ribosome fractions were washed with up to 1 M
KCl then rinsed with a 25 mM KCI buffer before being
resuspended in assay buffer to avoid any effect of residual salt
on translation efficiency (see Materials and Methods and ref
14). More stringent washes during the ribosomes purification
steps (using more than 350 mM, and up to 1 M KCI)
progressively led to a loss of such ATP-consuming processes as
compared to unwashed controls (Supporting Figure S5).
Unfortunately, at the efficient KCI concentrations, the protein
yield rapidly dropped by 50% at 350 mM KClI to even 90% at
500 mM KCI (Figure 3c) when using glo-Renilla mRNA (a
capped and polyadenylated mRNA-dependent translation
control). The result was slightly different when using the
CrPV-Renilla construct (an mRNA that displays a viral
intergenic IRES that does not need any elF factors to be
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translated), with a maximal protein yield observed at 350 mM
KClI, and a drop occurring only at higher KCI concentrations
(Figure 3c). These experiments suggest that washes with low
salt concentration can already dissociate not only metabolic
enzymes, but also initiation factors and potentially other
important translation components.

Evaluation of the Hybrid CFPS Approach Using
Ribosomal Fractions from Various Cell Types. Finally,
we studied such hybrid RRL approaches by using ribosomal
fractions of different cell types (HeLa, MEF and HEK-293T
cells) and comparing them to total cell lysates (Figure la).
Protein yield was again quantified by Renilla protein production
(Figure 4a). For experiments using HeLa and MEF cells,
protein yield after 30 min was two logs lower in the standard
cell lysates as compared to the hybrid RRL systems, while both
were similar in HEK-293T experiments. For all three cell lines,
protein yield after 60 min further increased in the hybrid
systems, but not in the total cell lysates. As reported earlier,
HeLa lysates display a very low protein production capacity (2
logs lesser than native RRL),'* while the hybrid RRL
complemented with a HeLa ribosomal fraction shows protein
expression yields similar to native RRL for short incubation
time (30 to 45 min) and similar to recRRL for longer
incubation time. Similar results were observed for MEF cell
lysate and hybrid RRL with MEF ribosomal fraction. On the
opposite, both HEK-293T standard cell lysate and hybrid RRL
performed well at short incubation time, demonstrating that the
low yields obtained with HeLa and MEF lysates were not
caused by our experimental conditions or chemicals. We further
compared energy availability between cell lysates and the hybrid
RRL with reduced ribosomal fraction ratio (equivalent to 0.1X
RRL) similar as above. For HeLa lysates, glucose and PCr half-
lives were only $ min and 12 to 15 min respectively (Figure
4b). In striking contrast, the HeLa hybrid CFPS halflives for
glucose and PCr were increased to 55 and 85 min, respectively.
This indicates that in our experimental setup the energy sources
in the HeLa cell lysate (15 mM PCr, 2 mM glucose) are unable
to fuel protein synthesis for much longer than 20—30 min,
while in the hybrid CFPS they last for more than 2 h. Similar
results were obtained for MEF and 293T cell lysates (Figure
4b). In comparison, HeLa cell lysates showed by far the fastest
consumption of energy reserves, ie, of ATP-consuming
metabolic reactions, consistent with their cancer cell origin.
We note that the duration of CFPS reactions is highly
dependent on the energy supplies and experimental con-
ditions.”’

Altogether, we emphasize here the cell-specific energy
consuming activities associated with the ribosomal fraction as
crucial factors for protein translation yield. Dilution of the
ribosomal fraction limits the waste of energy by translation-
independent ATP-consuming pathways, promotes significantly
longer lasting CFPS reactions, and thus maximizes ribosome
activity and protein yield. While competing energy-consuming
activities of the ribosomal fraction do not appear to contribute
to translation, they may in fact be necessary for translation in
vivo, but appear nonlimiting under the conditions tested.
Manipulating the ribosome ratio was already used to enhance
protein production in yeast CEPS,™ but the underlying
energetic aspects were not investigated. Alternative approaches
to circumvent the energy issue would be to engineer the
metabolic pathways or to specifically eliminate the futile cycles
that are likely to drain energy resources in cellular lysates.
While these strategies have proven successful for prokar-
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yotes,*** adapting them to eukaryotes appears so far not
feasible due to the lack of information on the involved
competing free energy consuming processes. The hybrid
system approach investigated here appears therefore as an
accessible, solid and pragmatic tool to improve protein yield. In
fact, by emphasizing the importance of energy resource
management, it could present a breakthrough for the
elaboration of cell free protein synthesis systems. Both the
hybrid approach and real-time NMR follow-up of CFPS appear
as experimental strategies adaptable to a large variety of
mammalian cell types, paving the way for the development of
novel eukaryotic CFPS systems and versatile platforms for high
yield protein production, riboproteome investigation, or gene
expression studies.
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Revue sur le role des interactions MAMs et des
échanges calciques dans le développement du diabete
de type 2

Cette revue dresse un état des lieux des connaissances actuelles sur les membranes
réticulaires associées a la mitochondrie (MAMs), de leur implication dans I'homéostasie
calcique jusqu’ala sécrétion d’insuline en réponse au glucose. De plus cette revue questionne
le lien entre I'altération des MAMs et le développement du diabéte de type 2 (DT2). Dans
cette revue qui estau cceur de mon travail de thése, j’ai participé a la mise a jour desdonnées,
a la bibliographie et a la relecture finale du manuscrit.

La glucolipotoxicité, exposantles cellules B a de fortes concentrations de glucose et de lipides
sur des temps prolongés, impacte les MAMSs. 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 'homéostasie calcique dans les cellules B,
nécessaires a 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 B pancréatiques au cours du diabéte de type 2.

Cesobservations permettent d’émettre I'hypothése d’une altération évolutive des MAMs lors
du DT2. En effet, au départ les MAMs sont augmentées pour compenser I'apport massif en
carbohydrates puis dans un second temps réduites par défaut de régulation des lipides.
Malgré ces hypotheses, d’autres études seront nécessaires pour comprendre le
développementde ces altérations ainsi que les mécanismes associés avec le développement
du DT2.
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Abstract

Glucotoxicity-induced p-cell dysfunction in type 2 diabetes is associated with alterations
of mitochondria and the endoplasmic reticulum (ER). Mitochondria and ER form a net-
work in cells that controls cell function and fate. Mitochondria of the pancreatic p cell
play a central role in the secretion of insulin in response to glucose through their ability
to produce ATP. Both organelles interact at contact sites, defined as mitochondria-
associated membranes (MAMs), which were recently implicated in the regulation of glu-
cose homeostasis. Here, we review MAM functions in the cell and we focus on the
crosstalk between the ER and Mitochondria in the context of T2D, highlighting the piv-
otal role played by MAMSs especially in B cells through inter-organelle calcium exchange
and glucotoxicity-associated f cell dysfunction.

1. Introduction

Diabetes now affects 463 million adults worldwide. By 2045 this will
rise to 700 million and caused 4.2 million deaths. Type 2 diabetes (T2D), the
most common type of diabetes, accounting for around 90% of all diabetes
cases, 1s generally characterized by insulin resistance such as skeletal muscle,
liver or fat tissue and involves impaired insulin secretion (IDF, 2020).
Indeed, to compensate for this hyperglycemia, the pancreatic B cells secrete
more insulin but eventually become depleted and die with a 25-60% loss of
pancreatic 8 mass in advanced diabetes (Butler et al., 2003; Rahier et al.,
2008). The exact causes of T2D and the precise molecular mechanisms
involved have yet to be elucidated. Nevertheless, it is recognized that a diet
high in sugar and fat and low physical activity are two key factors in the
development of T2D associated with a certain genetic susceptibility.
Pancreatic B cell dysfunction and apoptosis are hallmarks of advanced
T2D. Several hypotheses exist to justify the loss and dystunction of the pan-
creatic 3 mass. The most recognized to date show that pancreatic f dysfunc-
tion could be due to glucolipotoxicity (toxicity of high carbohydrate and
lipid concentrations) inherent in overeating. This glucolipotoxicity would
eventually cause apoptosis of B cells. This hypothesis recently faces the idea
that B cells could dedifferentiate and lose their ability to secrete insulin (Cinti
et al., 2016).

In thisreview, we focus on the crosstalk between the ER and Mitochondria
in the context of T2D and after listing roles of MAMs in the cell, we highlight
their pivotal role in T2D, especially in B cells through inter-organelle calcium
exchange and glucotoxicity-associated p cell dysfunction.
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2. Key role of ER and mitochondria in 8 cell function
2.1 Pancreatic B cells

Pancreatic B cells are glucose-sensors adjusting insulin secretion to glycaemia
via a triggering pathways including glucose oxidation by glycolysis and citric
acid cycle, an increase in the cytosolic ATP/ADP ratio, closing ATP-sensitive
K" channels, membrane depolarization, opening of voltage-dependent cal-
clum (Ca2+) channels, increase in cytosolic Ca®* and exocytosis of insulin
(Henquin et al., 2003; Rutter et al., 2015). Importantly, mitochondria and
endoplasmic reticulum (ER) play a crucial role in this process, as glucose-
derived mitochondrial metabolism regulates insulin release by increasing
ATP/ADP ratio (Maechler etal., 2006) and ER controls the synthesis, correct
tolding and sorting of insulin in response to glucose (Arunagiri et al., 2018).
Furthermore, both ER and mitochondria control Ca®* dynamics by regulat-
ing Ca®" uptake and release from/into intracellular organelles.

Repeated or sustained exposure of B cells to supra-physiological glucose
levels, referred as glucotoxicity, contributes to p cell dysfunction during
T2D (Bensellam et al., 2012). Particularly, chronic exposure of f cells or pan-
creatic islets to high glucose (HG) concentrations impairs their glucose-
stimulated insulin secretion (GSIS) and decreases the processing of insulin
(Eizirik et al., 1992). Interestingly, mitochondria dysfunction (Fex et al.,
2018) and ER stress (Karunakaran et al., 2012) as well as perturbations of
Ca™ homeostasis (Madec et al., 2013), have been largely associated with
glucotoxicity-mediated B cell dysfunction, highlighting the crucial role of
these two organelles in T2D-related B cell failure. Particularly, changes in
mitochondria structure (Anello et al., 2005), decreased mitochondrial respi-
ration (Barlow and Affourtit, 2013), reduced mitochondrial ATP production
(Masini et al., 2014) and altered mitochondria dynamics (Yoon et al., 2011)
underlies glucotoxicity-mediated B cell dysfunction. In addition, ER Ca®*
depletion (Madec et al., 2013) and activation of the unfolded protein response
(UPR) (Karunakaran etal., 2012) are associated with glucotoxicity-induced 3
cell dysfunction.

2.2 Endoplasmic reticulum

The ER constitutes nearly 50% of the total membrane making up an animal
cell, however this percentage can vary depending on the cell type. The ER
forms a network of flattened saccules and interconnected tubules extending
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throughout the cytosol from the nuclear envelope to the cell cortex, occu-
pying 9% of the total cell volume (Alberts, 2000; Chen et al., 2013). The
ER also undergoes dynamic rearrangements, such as the extension of
tubules and their movement. As a result, the reticulum is not isolated in
the cell, but connected to other organelles such as the mitochondria,
but also forms close contacts with the plasma membrane, endosomes, lyso-
somes, peroxisomes and the Golgi apparatus. It thus directs cell function
and fate through lipid and calcium exchanges, these contact zones being
called MCS (Membrane Contact Site) (Wang and Dehesh, 2018). Thus,
the ER allows different functions to be performed, depending on the zone
where it is found.

Structural alteration of the morphology of the ER has already been
associated with various pathologies such T2D, for example, through the obser-
vation of ER dilatation in pancreatic 3 cells of diabetics (Masini et al., 2017),
but also neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease (Katayama
et al., 2004), classified in the category of diseases called “Organelle diseases.”

The structure of the ER can vary according to cell type or physiological
state: in cells with a high secretory capacity, the ER is very dense and orga-
nized in a thin layer of cisterns. In the B cell, the ER forms an extensive net-
work throughout the cell, consisting mainly of RERs (Rough ER).

The ER has a key role in the biosynthesis of proteins, whether transmem-
brane or water-soluble, and also serves as the cell calcium reserve. The concen-
tration of calcium in the ER lumen is of the order of 1-2mM, which is
1000-10,000 times higher than the cytosolic concentration which is within
the range of 0.1-1 pM; despite such an amount of calcium, fine decreases in
calcium within the ER can lead to cellular dysfunction (Wiel et al., 2014).
On the other hand, the majority of calcium is bound to Ca2+-Binding
Protein in the ER lumen. Calcium flows between the ER and the cytoplasm
are regulated via calcium channels present in the membrane of the ER such as
the STIM (Stromal Interaction Molecule Receptor), Ryanodine Receptor
(RyR) and IP3R (Inositol Tri-phosphate Receptor) which are able to export
calcium into the cytosol but also to transfer calcium from the reticulum to the
mitochondria. The SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase)
pump allows the recapture of calcium from the cytosol into the ER lumen and
thus restores calcium homeostasis of the endoplasmic reticulum. In the f cell,
there are 2 isoforms SERCA2b (Ubiquitous) and SERCA3 (f cell specific)
(Ravier et al., 2011). The role of RyRs in the B cell is currently debated
due to their very low expression in primary cells (Rorsman and Ashcroft,
2018). The translocon has also recently been incriminated by our team as also
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playing the role of a calcium leakage channel under conditions of overexpo-
sure to fatty acids in the pancreatic B cell (Cassel et al., 2016).

Because of its control of calcium homeostasis and insulin conformation,
the endoplasmic reticulum plays a particularly important role in the secretion
of insulin in response to glucose in the pancreatic  cell, making it very sen-
sitive to energy overloads such as those induced by prolonged exposure to
glucose or lipids (see Section 2.3).

2.3 ER stress and f cell dysfunction induced by gluco/
lipotoxicity

ER stress or UPR (Unfolded Protein Response) is the ER inability to con-
form proteins in response to excessive energy requirement and will induce
the accumulation of misfolded proteins in the ER lumen. This adaptive
response aims to boost the ER functionality but also to slow down the arrival
of newly synthesized proteins. ER stress is characterized by an increase in the
transcription of chaperone proteins, enzymes involved in protein folding
and ER dilatation (Cnop et al., 2017; Walter and Ron, 2011) and by the
activation of three signaling pathways, the PERK (Protein Kinase RNA-
like ER Kinase), ATF6 (Activating Transcription Factor 6) or IRE1 (Inositol-
requiring protein 1) pathway. In homeostasis conditions, PERK, IRE1 and
ATF6 are associated with the chaperone protein Grp78 (Glucose related pro-
tein 78) which prevents their activation. In case of accumulation of misfolded
proteins, Grp78 dissociates from PERK, ATF6 and IRE1, which induces
their activation.

The primary function of the B cell is the secretion of insulin in response
to glucose. During glucose stimulation, insulin synthesis accounts for about
50% of the total protein synthesized. It is estimated that, in a hyperglycemic
context, about 1 million pro-insulin molecules per minute are produced
(Schuit et al., 1988). In addition, proinsulin requires the formation of three
disulfide bridges in the ER. It is not surprising that such a bioenergetic
demand activates the UPR pathways, an activation that becomes deleterious
to the cell when this activation is chronic.

It is now clearly established that glucotoxicity and lipotoxicity are stress
inducers of the ER in the pancreatic f cell (Kaufiman et al., 2010). It is also
accepted that glucotoxicity may amplify ER stress induced by lipotoxicity
(Bachar et al., 2009). The oxidoreductases PDI (Protein Disulfide
Isomerase) and Erol (ER oxidoreductin 1) are abundant in the ER and facil-
itate the oxidative folding of proinsulin. Erola overexpression in cells
expressing a mutated form of proinsulin results in less ER stress in these cells
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(Wright et al., 2013). Prolonged ER stress induced by chronic exposure to
high glucose concentrations causes apoptosis of p cells via activation of
CHOP, JNK and caspase 12. Overexpression of CHOP stops cell growth
and induces apoptosis (Matsumoto et al., 1996). CHOP, also known as
GADD153 (Growth Arrest and DNA Damage-inducible gene 153), is a
transcription factor regulating genes associated with cell survival or death.
For example, it regulates the Bcl2 (B-cell lymphoma 2), TRB3 (tribbles-
related protein3), GADD34, DOCS (Down-stream of CHOP) genes
(Li et al., 2014; Liew et al., 2010). CHOP expression also appears to be
dependent on other actors such as ERK1/2, a protein whose expression
reflects the secretory demand in the B cell (Lawrence et al., 2008). It is also
noted that glucotoxicity or lipotoxicity also both alter reticular calctum
homeostasis. It is through the decreased expression of SER CA2b that the
ER calcium stocks are reduced accordingly (Hara et al., 2014), but also
through calcium leakage from the translocon (Cassel et al., 2016).

Islets of T2D also express ER stress markers, with increased expression of
p53, CHOP, ATF3 (Activating Transcription Factor 3) and Grp78 (Cnop
etal., 2017). On the other hand, Engin et al. show a decrease in the expres-
sion of ATF6, XBP1s and P-elF2a in islets of T2D, which could suggest a
functional defect of the UPR pathways after advanced diabetes (Engin et al.,
2014). Conversely, in islets of obese Ob/Ob or HFD (High Fat Diet) mice,
the phosphorylation of elF2a is increased, as well as there is a decrease in
ATEF6 expression (Engin et al., 2014). ER structure is also altered in the con-
text of T2D in which a net dilatation of the endoplasmic reticulum is
observed (Masini et al., 2017).

Together, these results demonstrate the primary involvement of the ER
in the functional alterations associated with glucolipotoxicity and T2D.

2.4 Mitochondria and calcium

Like the ER, mitochondria play a key role in  cell function by coupling
glucose metabolism to insulin secretion and regulating apoptotic cell death
via the production of reactive oxygen species (ROS) and release of
Cytochrome C. Mitochondria play also a central emerging role in  cells
by mediating the suppression of insulin secretion in T2D (Las et al., 2020).

The mitochondria consists of a double membrane, the inner membrane
(IMM, Inner Mitochondrial Membrane) forming crests surrounding the
mitochondrial matrix, the outer membrane (OMM, Outer Mitochondrial
Membrane) delimiting the contours of the mitochondria and in contact with
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the cytosol, the OMM is also in contact with the inter-membrane
space located between the OMM and the IMM (De Pinto et al., 2010;
Ghadially, 1975). These mitochondrial membranes have different perme-
ability and composition. Thus the IMM contains cardiolipins which render
it impermeable to ions and other molecules, and includes the different com-
plexes of the respiratory chain (Complex I to IV) as well as ATP synthase
(Complex V) and allows mitochondrial respiration (Nouette-Gaulain
etal., 2016). The matrix is the seat of the f-oxidation of fatty acids and pyru-
vate, but also the initiating point of the citric acid cycle; this enzyme-rich
space is also the starting point of cellular respiration. The OMM contains
channel proteins called porins which render it freely permeable to ions
and small molecules of about 10 kilodaltons or less. It is also the site of lipid
exchanges and of numerous proteins that stabilize contacts between the
mitochondria and other organelles (Tagaya and Arasaki, 2017).

The regulation of calcium homeostasis is essential in f cell by its role in
driving insulin granule biogenesis, trafficking and exocytosis, in proliferation
and in viability; all processes that fail during the development of T2D
(Sabatini et al., 2019). Cytosolic calcium and reticular calcium have long
remained at the forefront as major actors in calcium signaling, leaving aside
mitochondria; however, the appearance of new probes specific for mito-
chondnal calcium (such as 4mtD3CPV) (Palmer et al., 2006) has brought
back the importance of calcium in mitochondrial and broader scale in cell
function. Calcium concentrations in the mitochondria are of the order of
100nM, 10,000 times lower than in the ER , however, fine changes in these
concentrations play a major role in mitochondrial function and dysfunction.
It is now accepted that the role of the mitochondria is central to cellular
metabolism through its regulation of cytosolic calcium signals, oxidative
phosphorylation, cell death and secretory mechanisms (Mammucari et al.,
2018; Takeuchi et al., 2015).

Different calcium channels and transporters are involved in the regula-
tion of mitochondrial calcium, located either on the OMM or the IMM.
The mitochondria is capable of responding rapidly to an increase in cytosolic
calcium and acts as a buffer that helps regulate calcium homeostasis. It is
indeed easy for calcium to pass through the IMM due to the presence of
akey actor, mitochondrial porin VDAC which interacts with the ER recep-
tor ITPR to control the calcium entry. However, the passage of calcium
within the matrix is more difficult due to the impermeability of the IMM
and 1s only allowed by a few key proteins. VDAC exists in three isoforms,
VDACI1, VDAC2, VDAC3, but VDACI is the most expressed isoform
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(De Pinto etal., 2010). VDACI, also allows the entry of metabolites into the
mitochondria such as pyruvate, ATP and NADH (Gincel et al., 2000;
Rostovtseva and Colombini, 1997; Shoshan-Barmatz et al., 2017). Only
since 2011, a new actor in mitochondrial calcium control has emerged,
the MCU (Mitochondrial Calcium Uniporter) (De Stefam et al., 2011).
The MCU is located in the IMM and controls the entry of calcium into
the mitochondrial matrix. The MCU is composed of different ancillary sub-
units such as MCUb, MICU1/2 (Mitochondrial Calcium Uptake 1/2),
EMRE (Essential MCU Regulator). These difterent subunits form a com-
plex of about 480kDa (Baughman etal., 2011). MICU1/2 regulates MCU
activity through its calcium-binding capacity, MICU?2 as an inhibitor and
MICUT as either an activator or inhibitor depending on the cytosolic cal-
cium concentrations (Logan et al., 2014). The under-expression of MCU or
its partners is also responsible for impaired insulin secretion, raising the
important role of mitochondrial calcium control in pancreatic f§ cell function
(Mammucari et al., 2018; Wiederkehr et al., 2011). There are also two major
pathways for calcium exit from the matrix provided by Na+/Ca2+/Li
Exchangers (NCLX) and H+/Ca2+ Exchangers (HCX). They are acti-
vated to avoid a deleterious effect of calcium accumulation in the mitochon-
dria (Palty et al., 2010). Nita et al. (2014) were able to demonstrate the
contribution of NCLX to pancreatic B function. The under-expression of
NCLX by siRNA (Small interfering Ribo Nucleic Acid) results in mito-
chondrial calcium accumulation but slow reflux, resulting in a delay in insu-
lin secretion in response to glucose, demonstrating the critical role of
mitochondrial calcium regulation in B function. NCLX also constitutes
the major mitochondrial Na+ uptake pathway. Na+ channels also elicit a
strong glucose-dependent Ca2+ rise by depolarizing the cells and thereby
upregulating Ca2+ influx of the L-Type Ca2+ channels (LTCC). This
cytosolic Ca2+ response was propagated by mitochondrial Ca2+ uptake
that was followed by enhanced metabolic activity and ATP production.
Thus, the NCLX plays a dual role in pancreatic p cells in triggering Na +
and Ca2 + signals. Both signals propagate into the mitochondria and control
the metabolic activity, and the insulin secretion (Kostic and Sekler, 2019;
Nita et al., 2015).

The consequences of calcium accumulation in the mitochondria were
first described in 1961 (Deluca and Engstrom, 1961) linking mitochondrial
calcium to ATP production. Rutter et al. have also demonstrated the impor-
tance of increased mitochondrial calcium in ATP synthesis in the  cell,
which is dependent on the activity of the MCU (Mitochondrial Ca2+
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Uniporter) allowing the passage of calcium in the mitochondrial matrix
(Rutter et al., 2006). The importance of calcium accumulation in the mito-
chondria in the functionality of the B cell has been elegantly demonstrated by
the use of the S100G protein, which buffers calcium from the mitochondrial
matrix and reduces ATP production and consequently insulin production
(Wiederkehr et al., 2011), results that were later found by others (Alam
et al., 2012; Quan et al., 2015; Tarasov et al., 2013). The entry points for
calcium into the mitochondria can be multiple. The close contact between
the ER (the cell calcium stock) and the mitochondria promotes calcium
exchange by creating microdomains (Csordas et al., 2006).

Increased calcium concentrations in the mitochondria can also cause del-
eterious effects, such as the production of Reactive Oxygen Species (ROS)
(Satrtistegui et al., 2007). Prolonged induction of calcium accumulation in
the mitochondria can lead to the opening of the Permeability Transition
Pore (PTP). Its opening causes depolarization of the IMM leading to
decoupling of the respiratory chain, but also the release of cytochrome C
(Cyt C), which is the cause of apoptosis induction (Bernardi et al., 2006).
Similarly, the increase in VDAC1 expression induces an oligomerization
between several VDACIs causing the release of Cyt C and consequently
the apoptosis of the cell (Zalk et al., 2005). Interestingly, Cyclophilin D
(CypD) located in the mitochondrial matrix seems to play a role in the open-
ing of PTP, its ablation (KO CypD) doubles the calcium threshold required
at the opening of PTP; on the other hand, the overexpression of CypD
desensitizes the cell to apoptosis (Basso et al., 2005).

Mitochondria play a central role in glucose metabolism in liver, the main
target of insulin signaling and the role of their dysfunction in hepatic met-
abolic diseases as obesity and T2D was recently discussed by our team
(Morio et al., 2020). Mitochondria also play a key role in glucose metabo-
lism and insulin secretion in pancreatic § cells. The regulation by Ca2+ of
mitochondrial function in pancreatic B cells and the evidence that mito-
chondrial dysfunction in  cells is associated with T2D was extensively dis-
cussed in a recent review by Georgiadou and Rutter (2020).

2.5 Mitochondrial dynamics

Mitochondria, like ER, are dynamic cellular organelles with a pivotal role
for the physiology of the cell and especially in  cells, by coupling glucose
metabolism to insulin secretion. In most eukaryotic cells including B cells,
mitochondria constitute a dynamic and interconnected fused/tubular
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network with fissioned, fragmented, or punctiform populations, allowed by
the plasticity of the organelle. They can move along the microtubules, by
fission or fusion, forming a constantly evolving network that adapts precisely
to the energy demands of the subcellular compartments (Benard etal., 2007).

The main proteins involved in the regulation of OMM fusion are Mfn1
(Mitofusin 1) and M2 (Mitofusin 2), members of the dynamin-related
GTPase family. Despite their homologies, these two isoforms have different
roles. Mfn1/2 are embedded in the OMM and form bridges between the mito-
chondria through the generation of hetero-oligomers. Mfn1 has a ubiquitous
expression (Ishihara et al., 2004), while Mfn2 has a tissue differential expression
(Bertholet et al., 2016). Mfnl promotes contact between mitochondria and is
dependent on GTP hydrolysis. Nevertheless, mitochondrion-mitochondrial
contacts by homotypic interaction of Mfn1 are 100 times stronger than those
induced by Mtn2. Although the role of Mfn2 is still debated to date, both
isoforms are essential for mitochondrial fusion, their under-expression is in
favor of fission. Mfn2 also plays a role in the inter-organismal contacts notably
with the ER (de Brito and Scorrano, 2008).

The fusion of the IMM is enabled by the GTPase OPA1 (Optic Atrophy 1).
Its loss initiates a breakdown of mitochondrial dynamics and an increase in sus-
ceptibility to apoptosis (Meeusen et al., 2006). Conversely, its overexpression is
protective against apoptosis (Cipolat etal., 2006). Its expression is ubiquitous, it
is localized in the mitochondrial inter-membrane space and is anchored at the
IMM (Olichon et al., 2002).

Drpl (Dynamin-Related Protein 1) is a central actor in fission. This
GTPase associates with the OMM via Fis1 (Fission protein 1) considered as
the “receptor” of Drp1l. After activation, DRP1 is recruited by specific recep-
tors on the OMM which leads to the oligomerizaton of DRP1 and the
formation of a ring of Drp1 around the mitochondrion allowing its constric-
tion. The last step leading to division or fission of the organelle is obtained by
hydrolysis of GTP to PIB via Drpl (Frank et al., 2001).

The relationship between mitochondrial dynamics and bioenergetics
could be bi-directional, i.e., the mitochondrial function influences its mor-
phology and vice versa (Benard et al., 2007). Picard and Turnbull (2013)
have suggested that the balance between fission and fusion processes is pos-
itively correlated with the ability of mitochondria to adapt to the nutritional
environment. Excessive food consumption has been shown to lead to fission
of the mitochondrial network in association with mitochondrial dysfunc-
tion, increased ROS production and msulin resistance (Putt et al., 2015).
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Fission is also necessary for mitochondrial biogenesis (Cho etal., 2017) and a
means for the cell to eliminate dysfunctional mitochondria by mitophagy
(Youle and Narendra, 2011).

2.6 Role of mitochondrial dynamics in insulin secretion by
the B cell

The secretion of insulin in response to glucose requires mitochondrial pro-
duction of ATP, which is responsible for the membrane depolarization that
induces the exocytosis of insulin vesicles. Insulin secretion is therefore a
reflection of mitochondrial function. Involvement of mitochondrial dynam-
ics in response to acute glucose stimulation was studied by Jhun et al. on the
INS1-E rat B cell line. They observed first of all that before stimulation, the
percentage of cells in a state of fusion, i.e., associated with tubular mitochon-
dria, was in the majority. Nevertheless, as soon as glucose is added after only
5min and with a peak at 15min, the mitochondria fission punctually to
return after 1h to their initial tubular state. Inhibition of mitochondrial fis-
sion by a truncated Drpl adenovirus blocks glucose-induced point fission
but also blocks insulin secretion, which is correlated with a decrease in
ATP production, membrane potental and respiration blockade (Jhun
et al., 2013). This study highlights the important role of mitochondrial
dynamics in the mitochondrial functionality of respiration and thus in insulin
secretion in response to glucose. Moreover, changes in the expression of
mitochondrial fission/fusion proteins as Drp1 by glucotoxocity and/or lipo-
toxicity in response to metabolic stresses have been shown to impair mito-
chondrial dynamic and ultrastructure in f cells, and so organelle energetics
leading to B cell death (Men et al., 2009; Park et al., 2008). Likewise, Drp11is
overexpressed in the B cells from hyperglycemic T2D mice (Reinhardt etal.,
2016). Very recently, Vig et al. reviewed in various in vitro models of
murine B cells that Drp1 or Fisl overexpression was generally associated
with increased mitochondrial fission, altered mitochondrial bioenergetics,
B cell GSIS and survival (Vig et al., 2021). But precise Fisl expression
maintaining mitochondrial network was required for glucose responsiveness
in INS-1 cells (Schultz et al., 2016). Moreover, restoring mitochondrial net-
work by increasing fusion and reducing fission protects beta cells from
nutrient-induced stress and apoptosis (Molina et al., 2009). But the precise
role of mitochondrial dynamics in the secretion of insulin in response to glu-
cose remains to be elucidated.
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3. Physiological roles of MAMs

The notion of inter-organizational contacts emerged in the 1970s and
they are now called MCS (Membrane Contact Sites) (Simmen and Tagaya,
2017). To date, many MCS have been discovered, the endoplasmic
reticulum is one of the major actors at the center of these contacts due to
its occupation of more than 50% of the cytoplasm. The major MCS
are the contacts ER-mitochondria, ER-plasmic membrane, ER-Golgi
apparatus, ER-lysosome, ER-lipid droplet, ER-endosome, Mitochondria-
Peroxisome, Lysosome-Lipid droplet, Peroxisome-Lipid droplet and
Lysosome-Endosome. These contact zones are the seat of ionic and lipid
exchanges between organelles (Simmen and Tagaya, 2017) and are present
in all the Eukaryotic cells. The first study proving the existence of contact
between ER and mitochondria was that of Bernhard in 1952 in the liver
(Bemhard etal., 1952). Linked to the evolution of imaging tools, this obser-
vation was confirmed by others (Mannella et al., 1998; Meier et al., 1981;
Perkins et al., 1997), until the development of protocols for isolating these
ER-mitochondrial contacts (Vance, 1990), which are now classically called
“Mitochondria-Associated ER Membranes” or MAMs or sometimes
MERCs (mitochondria—ER contacts).

3.1 Ultrastructure of MAMs

The contact between the ER and the mitochondria is defined as the prox-
imity between these two organelles between 0 and 50 nm. They result from
membrane apposition between these two organelles, but are in no way a
tusion (Csordas et al., 2006). These contacts occur over about 20% of the
mitochondrial surface, although the frequency and proximity of these
contacts depends on the cellular conditions and cell type (Bravo et al.,
2011). These contact points can be formed with both RER and SER
(Smooth ER) (Giacomello and Pellegrini, 2016). The most frequently found
distances are those between 10—15 and 25-30 nm. Moreover, a mitochon-
dria can have several contact points and the same ER tubule can be associ-
ated with several mitochondria, which makes the analysis even more
complex. These ER-mitochondrial interactions are dynamic interactions
that evolve, for example, according to the metabolic status or the stress state
of the cell. But there are also functional interactions that allow both calcium
and lipid exchanges.
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3.2 Calcium exchanges

The endoplasmic reticulum is the major source of calcium in the cell, its
release takes place at the contacts between the ER and the mitochondria
via calcium channels such as IP3R on the ER side and VDAC1 on the
OMM side (Rizzuto et al., 1998). These calcium transfers allow physiolog-
ical regulation of mitochondrial function but can also be pro-apoptotic.
These ER-mitochondrial contacts are defined as micro-domains, seats of
calcium influxes to the mitochondria. The proximity between IP3R and
VDACI1 is allowed by the presence of the chaperone protein Grp75
(Glucose Related Protein 75) which associates with both VDACI1 and
IP3R. The VDAC-IP3R-Grp75 complex ensures the passage of calcium
to the inter-membrane space, the passage to the mitochondrial matrix is less
easy because it is dependent on MCU, which must face the VDAC1 channel
for the transfer to take place (Rizzuto et al., 2012). The release of reticular
calcium to the mitochondria can have different functions:

3.2.1 Activation of calcium signaling within the mitochondria
Calcium accumulation in the mitochondria activates the function of certain
mitochondrial enzymes and promotes oxidative phosphorylation and thus
the production of ATP (Satrtstegui et al., 2007). Notably mainly through
the activation of three dehydrogenases of the citric acid cycle, PDH
(Pyruvate Dehydrogenase), ODGH (Oxoglutarate Dehydrogenase) and
ICDH (Isocitrate Dehydrogenase) (Biamont et al., 2018). The small
amounts of calcium in the cytosol cannot allow a calcium increase as great
as that resulting from the direct transfer between the two organelles. Thus
the presence of these micro-domains in contact with the ER is essential to
induce calcium-dependent processes. Under physiological conditions,
ER -mitochondrial contacts promote these calcium transfers to the mito-
chondria and coordinate the production of ATP, but contacts that are
too close or too prolonged sensitize the mitochondria to calcium overload
and eventually to apoptosis by opening the PTP permeabilization pore as
demonstrated by Csordas et al. in several cell lines as lymphoma and also
in purified hepatic mitochondria (Csordis et al., 2006).

Although logic would dictate that chaperones are found only near the
translocon to ensure folding of the proteins forming in the ER, they are dis-
persed throughout the ER. Many of these chaperones nevertheless perform
many different functions apart from folding and handling misfolded proteins.
In particular, these numerous chaperones are capable of regulating calcium
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tlows either directly by regulating the activity of the IP3R channel, or indi-
rectly by controlling the availability or quantity of calcium within the ER
(Gutiérrez and Simmen, 2018). It is therefore not surprising to find them
at the MAMs.

Calnexin is one of these chaperones, when palmitoylated, it interacts
with the SER CA2b calcium recapture pump and favors calcium recapture
and thus preserves the balance of reticular calcium stocks by limiting trans-
fers. Conversely, during ER stress, calnexin becomes less palmitoylated and
its function changes from calcium regulation to chaperone function.
Moreover, during ER stress, itis less present in the MAMs, whereas in basal
condition calnexin is enriched (Lynes et al., 2013). The location of calnexin
within specific microdomains in the ER could be done in particular through
a “tether” to MAMs such as Phosphofurin acidic cluster sorting protein 2
(PACS-2) (Li et al.,, 2020; Thomas et al., 2017). This localization to
MAMs is made possible by the presence ofa transmembrane domain in addi-
tion to the cytosolic domain in its structure. In addition, the palmitoylation
state of calnexin may condition its interaction with the translocon.

Together with calnexin, calreticulin allows the management of proteins
that are not completely folded in the reticulum. Through SERCA it can also
play a role in calcium fluxes. Because of its ability to bind calcium, its over-
expression increases reticular calcium stocks and decreases calcium fluxes to
the mitochondria as well as contact between the ER and the mitochondria
(Wang et al., 2012).

Grp78 also plays an important role in the control of RE-mitochondrial
calcium fluxes, indeed Grp78 is able to bind calcium but also the IP3R chan-
nel (Lievremont et al., 1997). Its binding with the IP3R channel allows to
regulate its assembly in the form of tetramer and thus to positively regulate its
activity. This interaction is disrupted under the influence of ER stress, as
Grp78 takes up the misfolded proteins (Higo et al., 2010). The ability of
Grp78 to bind calcium may be important in the early stages of development
of ER stress. Indeed, ER stress is generally accompanied by an increase in
Grp78 expression and a greater calcium transfer between the two organelles.
Grp78 could thus promote a greater availability of calcium for transfer.
Moreover, Grp78 regulates calcium stocks through its interaction with
the translocon by preventing calcium leakage (Schauble et al., 2012).

SiglR (Sigma 1 receptor) is a chaperone protein that forms a complex
with Grp78/at MAMs. Calcium depletion of the ER (caused by ER stress)
induces its dissociation with Grp78 and leads to prolonged calcium transfer
to the mitochondria via the IP3R channel (Hayashi and Su, 2007). The
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generation of a truncated form of Sigl R, unable to interact with IP3R, has
highlighted the crucial role of SiglR in the positive regulation of calcium
flows between the ER and the mitochondria and the production of ATP.
The truncated form of Sigl R, on the other hand, decreases ATP production
and promotes apoptosis (Shioda et al., 2012).

There are other less described proteins that also have a role in calcium flow
control such IP3R regulators, either negative such as ERp44 (Endoplasmic
resident protein 44) or positive such as Erola (Endoplasmic reticulum
oxidoreductin 1) or PML (Promyelocytic leukemia) that could contribute
to this dysfunction (Anelli et al., 2012; Higo et al., 2005).

3.2.2 Activation of mitochondrial fission by calcium

The precise events involved in mitochondrial fission remain unclear, how-
ever recent studies show that IMM constriction occurs through calcium-
dependent mechanisms at the MAM level (Chakrabarti et al., 2018; Cho
et al.,, 2017). These studies define the important role of MAMs in the
IMM constriction that precedes the recruitment of Drpl (necessary for
MMO constriction). IMM constriction occurs at the areas of contact
between the ER and the mitochondria. The intra-mitochondrial calcium
fluxes generated by these contacts thus potentiate the constriction of the
IMM, causing K+ to enter the mitochondrial matrix, the depolarization
of the IMM, the activation of OMA1 (Overlapping with the M-AAA pro-
tease 1 homolog) which ensures the cleavage of OPA1 into S-OPA1 and
neutralizes the attachment of the OMM to the IMM by the rupture of
the MICOS complex (Mitochondrial contact site and Cristae Organizing
System) (Kozjak-Pavlovic, 2017). In addition, this phenomenon is abolished
by the loss of the MCU, which induces mitochondrial elongation. This model
could also be dependent on actin filament polymerization by IFN2 (Inverted
formin 2), an ER protein promoting the formation of contacts between the
ER and the mitochondria and the transfer of calcium to the mitochondria, as
recently demonstrated by Chakrabarti et al. using INF2-KO cell line
(Chakrabarti et al., 2018). However, the precise role of actin filament poly-
merization in mitochondrial fission remains to be clarified.

3.2.3 Induction of apoptosis by calcium

The role of prolonged calcium accumulation in apoptosis has already been
described in beta cells and in the development of T2D (Sabatini et al., 2019).
When VDAC (in the OMM) faces ANT (IMM), they form PTP and allow
cytochrome C output and induction of apoptosis (Kumarswamy and
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Chandna, 2009). In our team, we have been able to show the presence of
CypD in MAM fractions, as well as its role in controlling the interactions
and calcium exchanges between ER and mitochondria in the heart
(Paillard et al., 2013) and liver (Rieusset et al., 2016; Tubbs et al., 2014).
However, its precise role in this regulation remains to be elucidated.

3.3 Role of MAMs in mitochondrial dynamics

There is a very close link between mitochondrial and reticular dynamics.
Mitochondrial fission takes place at a point where the ER tubules wrap
around the mitochondria and apply persistent constriction throughout mito-
chondrial fission. Recruitment of the ER to the mitochondrion at the fission
site takes place independentdy of the recruitment of Drpl and Mff
(Mitochondrial fission factor) (Friedman et al., 2011), but the mechanisms
underlying the approximation of the ER that precedes the recruitment of
these two proteins remain unclear. The diameter of the mitochondria is
reduced at the contact zone with the ER. The zone of contact between
the ER and the mitochondria is also the site of Drp1 recruitment. Drp1 nev-
ertheless seems to play a role in the structural maintenance of the mitochon-
dria and the ER, as demonstrated by the generation of Drp1 mutants where
the mitochondria have a swollen or tubular appearance and a stronger prox-
imity to the nucleus (Pitts etal., 1999). In addition, these two organelles also
remain linked when they move along the microtubules. The movements of
the ER are more frequent than those of the mitochondria and it would seem
that the ER “finds” the mitochondria to form the MAMs and not the other
way around (Friedman et al., 2011).

Many candidates could be chosen among the proteins making up
MAMs. Mfn2 is known for its involvement in the regulation of fusion/
fission mechanisms. It is localized on both the ER and the mitochondria.
Several studies show that Mfn2 by homologous (Mfn2-Mfn2) or heterolo-
gous (Mfn2-Mfn1) oligomerization forms bridges between the ER and the
mitochondria and thus its invalidation destabilizes the ER-mitochondrial
interactions (de Brito and Scorrano, 2008; Naon et al., 2016). Other studies
show that the under-expression or KO of Mfn2 induces an increase in
ER-mitochondrial contacts associated with induction of calcium transfer
to the mitochondria (Filadi et al., 2015; Wang et al., 2015). These contra-
dictory results reveal the complexity of the role of Mfn2 in the formation of
contacts between the mitochondria and the ER and the debate remains open
(Filadi et al., 2017). In addition, Mfn2 is a known actor in the regulation of
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mitochondrial dynamics, but it also plays a role in the control of organelle
stress and autophagosome formation (Filadi et al., 2018). It cannot be
excluded that underexpression of Mfn2 could generate compensatory
mechanisms of protein overexpression or protein relocation at MAMs
which would explain these contradictory results. Finally, the partial func-
tional redundancy between the two isoforms Mfn1/Mfn2 could justify this
hypothesis.

3.4 ER Stress and MAMs

Pharmacological induction of ER stress by tunicamycin or thapsigargin
increases contact between the ER and the mitochondria, but the mechanisms
underlying this increase are still poorly understood (Arruda et al., 2014; Bravo
etal.,, 2011). The adaptive UPR response, a key factor in ER stress, induces
the activation of different adaptive pathways such as the PERK-ATF4
pathway. PERK underexpression decreases ER-mitochondrial contacts, a
decrease restored by PERK re-expression in PERK —/— cells. These results
show the importance of PERK in the formation of contacts between the ER
and mitochondria during ER stress. PERK contributes to the induction of
apoptosis by maintaining the expression of the pro-apoptotic factor CHOP
but also by facilitating the transfer of calcium to the mitochondria, in addition
it promotes the propagation of ROS between the ER and the mitochondria
(Verfaillie et al., 2012).

Mfn2 is regulated by Glycoprotein 78 (Gp78), an ubiquitin ligase of the
ERAD system. It degrades Mfn2 and promotes ER -mitochondrial interac-
tions, but the underlying mechanisms are still complex.

3.5 Autophagy/mitophagy and MAMs

Autophagy is a process that allows the degradation and recycling of cellular
components. A membrane extension is formed around the cellular com-
pound to be degraded and forms an autophagosome, which will then fuse
with the lysosome to form the autolysosome and thus degrade a cytosolic
fraction or an entire organelle. The autophagosome is formed at the site
of the ER-mitochondrial contacts. After dietary restriction, the markers
ATGS5 (Autophagy related gene 5) and ATG14 are located at the MAMs.
The presence of syntaxin 17 at the ER also allows the recruitment
of ATG14 at the MAMs (Hamasaki et al., 2013). The under-expression
of MAMs proteins such as PACS2 or M2 reduces the number of
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autophagosomes, which reinforces the involvement of MAMs in autophagy
(Naon and Scorrano, 2014).

3.6 Distance of ER-mitochondria contacts and functions

Current technical advances now allow us to determine the exact proximity
between the ER and the mitochondria within MAMs, raising new ques-
tions: Are there different types of MAMs? Does proximity matter in the pro-
tein and functional composition of ER-mitochondrial contacts? A recent
review proposes the elegant hypothesis that each distance of MAMs could
be associated with different functionalities: linking distances between 0 and
10nm to lipid exchanges, those around 20nm to calcium exchanges and
those close to 30 nm to mitochondrial fission, categorizing these interactions
between MAMs-lipid, MAMs-Ca2+, MAMs-fission (Giacomello and
Pellegrini, 2016). This model has been partly studied in hepatocytes by using
linkers of different sizes to artificially create ER -mitochondrial contacts. A
study in leukemia and cardiomyocyte cell lines showed that contacts that are
too close, incompatible with the size of the IP3R channel, block
inter-organite calcium transfers, directly implying the importance of the
proximity between the ER and the mitochondria (Csordas et al., 2010).

The type of ER, smooth or rough, could also be involved in the deter-
mination of the type of MAMs, with a differential effect of the under-
expression of Gp78 on RER-mitochondria and SER-mitochondria
contacts (Wang et al., 2015). It cannot be excluded, however, that there
may be a cell type-specific profile of MAM:s.

4. MAMs and T2D

MAMs are now also involved in inflammatory processes and the
development of many pathologies, such as diabetes, neurodegenerative dis-
eases and cancer (Perrone et al., 2020). But we focus on T2D in this review.

4.1 The role of MAMs in hepatic, muscular and adipocyte
insulin resistance

Alterations in mitochondria and ER have long been associated with insulin
resistance in peripheral tissues and pancreatic B cell dysfunction during the
development of T2D. Very recently, several studies suggest that MAMs are
regulated by nutritional intake and may be involved in the development of
insulin resistance, particularly hepatic and muscle resistance (Arruda et al.,
2014; Tubbs et al., 2014, 2018). In peripheral tissues such as liver, muscle
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or fat, the action of insulin is central to the control of energy catabolism. The
mechanisms underlying insulin resistance remain poorly understood to date
and the role of MAMs in the development of insulin resistance has only just
emerged.

ER and mitochondria are sensors of nutritional status. Within our team,
we were able to demonstrate that nutritional status (fasting/feeding) could
impact the structure of MAMs. In particular, the liver of fed mice shows
a decrease in contacts between the ER and the mitochondria compared
to fasted mice and this regulation can be reproduced by feeding fasted mice
with a sucrose solution (10%) (Theurey etal., 2016). Similarly in the HuH7
hepatocyte lineage, acute exposure (4h) to high glucose concentrations
(22.5mM Glc) decreases the number of MAMs and induces mitochondrial
fission. On the other hand, the rupture of contacts between the ER and the
mitochondria, via a siRNA directed against CypD or Grp75 (2 proteins at
MAMs), mimics the effects of glucose on mitochondrial function and
dynamics (Theurey et al., 2016). These results show that MAMs allow to
adapt mitochondrial dynamics and function to nutritional status and more
particularly to glucose concentrations, making MAMs metabolic sensors
in hepatocytes. In addition, we have previously demonstrated in our team
that the integrity of MAMs is necessary for insulin signaling in hepatocytes
(Tubbs etal., 2014). In a pathological context such as in ob/ob obese mice or
mice fed a diet high in sugar and fat (HFHS, High Fat High Sucrose),
our team was able to show in these models a decrease in contacts between
the ER and the mitochondria. This is accompanied by insulin resistance.
Ex-vivo, insulin signaling can be restored by overexpression of cyclophilin
D (Tubbs etal., 2014). Alteration of ER-mitochondria contacts in vitro and
in vivo via modulation of MAM proteins (Grp75, Mfn2 or CypD) also
induces hepatic insulin resistance (Rieusset et al., 2016; Theurey et al.,
2016).

The muscle is another tissue called insulin-dependent and therefore sen-
sitive to the action of insulin. It is the main site of insulin resistance during
the development of T2D, as it is responsible for 75% of glucose utilization in
response to insulin (Cheng et al., 2010; Siddle, 2011). As in the liver, we
were able to demonstrate that the integrity of MAMs is essential for the
development of a correct response to insulin. On the other hand, the skeletal
muscles of obese mice (ob/ob or HFHS) show a rupture of the contacts
between the ER and the mitochondria. Interestingly, this result was found
in human myotubes made insulin-resistant by palmitate treatment and in the
myotubes of obese and/or T2D patents compared to myotubes from
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healthy subjects. Finally, decreasing ER-mitochondria contact by over-
expression of the FATE1 spacer is sufficient to induce insulin resistance
in vitro in human myotubes and in vivo in mouse muscle (Tubbs et al.,
2018). These results place MAMs as potential novel therapeutic targets
for restoring insulin sensitivity in peripheral tissues of patients with T2D
but require further studies to understand the molecular mechanisms.

4.2 The role of MAMs in the pancreatic § cell in T2D

The role and phenotype of MAMs in the B cell have been recently explored
within our team. We show, by proximity-ligation—assay (PLA) directed
against IP3R1-VDAC,1 that palmitate-induced lipotoxicity decreases
ER-mitochondrial contact in MIN6B1 murine f cell line (Thivolet et al.,
2017). This decrease is accompanied by an increase in the expression of var-
ious markers of ER stress, as well as a decrease in insulin secretion in response
to glucose. We were also able to show by Proximity Ligation Assay (PLA)
directed against IP3R 2-VDACI, on sections of pancreas from patients with
T2D, a decrease in contacts between the two organelles, specifically in pan-
creatic B cells.

However, the role of MAMs in both B cell function and glucotoxicity-
induced dysfunction remained largely unknown. In a more recent study
(Dingreville et al., 2019), we pointed out in rodent and human in vitro
models, a time-dependent regulation of ER -mitochondria communication
by glucose, starting from an acute induction of MAM structure and func-
tion by glucose toward a chronic disruption of organelle Ca exchange,
linked to an emptying of ER Ca®" store, which likely progressively
participates to both ER stress and mitochondrial fission and ultimately to
altered GSIS. Here, we newly identified that acute glucose stimulation of
INS-1E rat B cells stmulates ER-mitochondria interactions and Ca2+
exchange, in parallel with insulin secretion. Furthermore, we demonstrated
that Grp75-mediated structural and functional disruption of MAMs alters
GSIS in these cells, pointing out that organelle coupling is a new regulator
of insulin secretion by B cells. As Ca2+ signaling at MAMs was reported
to control mitochondrial bioenergetics (Cardenas et al., 2010), and as Ca2
+ uptake by mitochondria is essential for glucose-stmulated ATP increase
in B cells (Tarasov et al., 2012), it is likely that this regulation participates
in the stimulation of mitochondrial ATP production, which is required to
stimulate insulin release. The dynamic increase of MAMs by transient expo-
sure to HG is a new factor participating in GSIS and has a beneficial effect on
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pancreatic f cells, supporting the previous notion that mitochondrial Ca2+
accumulation is important for sustained insulin secretion (Wiederkehr et al.,
2011). However, as often happens, critical processes in physiology can pro-
mote disease in chronic situations. We found that glucotoxicity-mediated
alterations of GSIS involve a defect of both insulin content and secretion
in human islets, as previously observed in T2D islets (Anello et al., 2005).
We further demonstrated that glucotoxicity-associated B cell dysfunction
also increased organelle tethering in human islets and INS-1E cells but blunted
ER-mitochondria Ca2+ transfers over time (Fig. 1A). Furthermore, we show
that glucotoxicity is also associated with an increase of basal Ca2+ mitochon-
drial content and a reduction of ER Ca2+ stores over time, without a
significant change in cytosolic Ca2+ levels (Dingreville et al, 2019).
Altogether, these data point to an importance of the ER in HG-associated
mitochondrial Ca2+ changes. Furthermore, HG-mediated induction in
the expression of MICU1, and likely of MCU, may participate in increased
basal mitochondrial Ca2+ levels in INS-1E cells. Therefore, we propose that
chronic HG stimulation empties the ER,, due to the prolonged organelle Ca2 +
exchange, leading to increased basal mitochondrial Ca2+ accumulation and
reduced Ca2+ transfer to mitochondria over time (Fig. 1B). Moreover, we
found that glucotoxicity-related B cell dysfunction was also associated with
ER stress resulting in calcium transfer defect as detailed in Section 3.2.1
(Fig. 1C and D) and with altered mitochondrial function and dynamics in
both rodent and human f islets, in agreement with structural alterations
of both organelles in 3 cells of T2D islets (Masini et al., 2017). Our data sug-
gest that glucotoxicity-associated mitochondrial fission could be linked to
mitochondrial Ca2+ accumulation as the more mitochondria increase their
Ca2+ contents the more they are fragmented, in agreement with other
models (Chakrabarti et al., 2018; Cho et al., 2017). Interestingly, acute
and hyperactivation of both UPR signaling and mitochondrial fission can
also have beneficial and detrimental effects, respectively, on B cell function,
as observed here for Ca2 + fluxes at the MAM interface. Indeed, acute HG
treatment induced mild UPR signaling, activating IRE1a and leading to
glucose-induced insulin biosynthesis, whereas chronic HG stimulation cau-
sed hyperactivation of IRE1a, leading to the suppression of insulin expres-
sion (Lipson et al., 2006). Similarly, transient HG-induced mitochondrial
fission is required for optimal GSIS (Jhun et al., 2013), whereas we and
others (Molina etal., 2009) found that glucotoxicity induced mitochondrial
fragmentation. Last, we demonstrate in INS-1E cells that ER-mitochondria
tethering using a synthetic linker increased ER -mitochondria interactions
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but disturbed organelle Ca2+ exchange (Dingreville et al., 2019), likely
through a lack of structural arrangement of Ca2+ channels due to reduced
contact gap between organelles (Csordas et al., 2010). However, we cannot
exclude that the chronicity of over-expression participates in the reduction
of organelle Ca2+ exchange. In these conditions, we observed mitochon-
dria fission and altered GSIS in B cells, suggesting that sustained organelle
tethering is detrimental for B cell function. It is likely that reinforcement
of organelle interactions also empties the ER over time, leading to disrupted
organelle Ca2+ exchange and to B cell dysfunction. In agreement, the rup-
ture of ER Ca2+ homeostasis, likely linked to a combination of Ca2+ store
release and extracellular Ca2+ influx, was shown to play a major role in 8
cell dysfunction under diabetic conditions (Gwiazda et al., 2009; Kono
et al., 2018).

We thus propose a model by which glucose differentially regulates func-
tional ER-mitochondria interactions over time and subsequently regulates
GSIS in B cells. An acute increase in glucose concentrations increases organ-
elle communication, likely to stmulate mitochondrial bioenergetics and
ATP synthesis, and triggers insulin secretion. However, overstimulation
of organelle interactions by chronic HG exposure induces a progressive
depletion of ER Ca2 + stocks, an increase in mitochondrial Ca2+ content,
and a disruption of Ca2+ transfer from the ER to mitochondria.
Simultaneously, a time-dependent alteration of Ca2+ signaling participates
in both ER stress and mitochondrial fragmentaton and dysfunction.
Organelle stresses might maintain increased organelle tethering as an adap-
tive mechanism to restore homeostasis. Interestingly, the experimental
induction of ER-mitochondria interactions using a linker mimics the
glucotoxic situation, as it fragments mitochondria and blunts GSIS.
Altogether, these effects subsequently could create a vicious cycle that con-
tributes to the progressive decrease of B-cell function and thereby to the
worsening of the disease over time. Therefore, disrupted Ca2+ signaling
at the MAM interface might be a key feature of glucotoxicity-mediated f
cell dystunction as illustrated in Fig. 1.

A striking observation is the constant increase of organelle interactions
with both acute and longer HG exposure, suggesting that the glucose-
mediated increase of MAMs could be at the same time a stimulatory and
a protective mechanism to compensate for reduced organelle Ca2+
exchange, respectively. However, we assume that the adaptive increase of
MAMs in glucotoxic situations should be transitory as we observed reduced
organelle interactions in f cells of patients with T2D as compared with con-
trol subjects (Thivolet etal., 2017). Furthermore, cells in culture and patients
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with diabetes differ in terms of chronicity as cells are exposed to several days
of HG against years for patients. Last, patients also present chronic dys-
lipidemia (lipotoxicity), and we previously showed that palmitate reduced
organelle interactions in Min6B1 cells (Cassel et al., 2016). Presently, the
combined effect of glucolipotoxicity on MAMs now explored in our team
is still unknown and requires further investigations to try to understand the
human T2D pathology. Therefore, we propose that MAM integrity could
be dynamically and differentially regulated in B cells during the progression
of T2D pathology, highlighting that MAM regulation plays an important
role in the control of B cell function.

5. Conclusion

Glucolipotoxicity refers to the combined deleterious effects of high
concentrations of glucose and fatty acids on insulin secretion by the B cell.
Numerous studies have investigated the cellular and molecular mechanisms
underlying the f cell dysfunction inherent in glucolipotoxicity (Fontés et al.,
2010; Hansen et al., 2018; Karunakaran et al., 2012; Poitout et al., 2010). In
our team, we have observed that glucotoxicity and lipotoxicity indepen-
dently cause the same alterations, namely ER stress and mitochondrial
dysfunction, which lead to altered insulin secretion in the f cell (Cassel
et al., 2016; Madec et al., 2013; Thivolet et al., 2017). Although the alter-
ation of organelles is the same, surprisingly, the effect on contacts between
the ER and the mitochondria are different as illustrated in Fig. 2: in response
to glucotoxicity, we observe a positive regulation of MAMs but a defect in
calcium transfer compared to physiological conditions, whereas in response
to lipotoxicity the ER-mitochondrial contacts are decreased. We also
observe reticular calcium depletion associated with lipotoxicity that could
contribute to it. It would thus appear that the disruption of ER calcium
homeostasis is a common event in both glucotoxicity and lipotoxicity, mak-
ing it a central actor in P cell dysfunction (Fig. 2). Indeed, free fatty acids
(FFA) such as palmitate can act either by activating AG receptors such as
FFA1R (Fig. 2) or after transport in the cell by AG transporters (such as
FATP1: Fatty Acid Transporter Protein 1). After entering the cell,
FFA are metabolized and then stored or they activate protein kinase-
dependent signaling cascades, such as PKC. Glucose enters the cell via
GLUT transporters and undergoes glycolysis and eventually allows the cell
to produce energy. Glucose can also potentiate, in the presence of FFA, the
accumulation of lipids in the B cell. Indeed, a simultaneous increase in
lipid and carbohydrate concentrations promotes the accumulation of lipid-
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derived molecules such as ceramides, diglycerides, triglycerides, or phospho-
lipids (Poitout et al., 2010). The role of glucolipotoxicity in humans is still
debated to this day (Weir, 2020), but the deleterious effects of glucotoxicity
are nevertheless demonstrated, at least in individuals with a predisposition to
the development of T2D. In our team, we have observed that patients with
advanced diabetes have decreased ER-mitochondrial contact in B cells
(Fig. 2). The disruption of ER-mitochondria contacts may be part of a
temporal dynamic of T2D evolution. Initially causing an increase in ER-
mitochondria contact to compensate for the energy overload and eventually
the rupture of the contacts by default of compensation. It also cannot be
excluded that certain subpopulations of B cells are more sensitive to the
action of glucotoxicity (such as “pacemakers”) and that these cells enter
in apoptosis more rapidly via the accuamulation of calcium in the mitochon-
dria, which could explain the significant loss of the  mass in type 2 diabetes
(Fig. 2). Further studies on the role of MAMs in pancreatic 3 dysfunction are
needed to better understand the mechanisms underlying the T2D develop-
ment and to identify new therapeutic targets.
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Etude par RMN de I'influence d’'un régime obésogene
sur le métabolisme et I'accumulation lipidique dans
différents organes chezla souris.

En premiére année de thése au laboratoire CarMeN, j’ai pris part a une étude rassemblant des
personnes du CRMN ainsi que du laboratoire d’accueil. J’ai participé a I'exploitation des
résultats de RMN, ainsi qu’a I'élaboration et la mise en forme des résultats.

L'objectif de cette étude sur le modele murin était de comprendre les altérations du
métabolisme dans 6 différentstissus (le poumon, le foie, le cceur, les muscles squelettiques,
les reins et le cerveau) ainsi que dans le sérum de souris soumises a un régime obésogene.
Une des questions principales concernait I'effet de I'obésité sur les modifications de
I"hnoméostasie métabolique intratissulaires.

Dans cet article, nous avons soumis des souris males C57BI/6) a 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 a l'insuline ainsi que la masse des différents organes collectés ont
été comparés en condition SD et HFHSD. Nous avons ainsi confirmé I'état d’obésité des souris
apres 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
qgue 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 I'obésité, notamment le cycle de I'acide foligue 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 I'accumulation
de lipides peut étre liée a I'altération du métabolisme 1C.

En conclusion, ces résultats mettent en avant l'influence d’un régime obésogéne sur les
altérations métaboliques de différents organes impliquées dans I'accumulation de lipides au
sein des poumons et du foie.
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Dietary obesity in mice

is associated with lipid deposition
and metabolic shifts in the lungs
sharing features with the liver

G. J. P. Rautureau2%3, B. Morio(2235, S, Guibert?, C. Lefevre??, J. Perrier?3, A. Alves?3,
M. A. Chauvin?3, C. Pinteur?3, M. A. Monet?3, M. Godet??3, A. M. Madec??, J. Rieusset:}%3,
A. Mey(5)236 & Baptiste Panthu(£)2:3%6>

Obesity is associated with both chronic and acute respiratory illnesses, such as asthma, chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) or increased susceptibility to infectious diseases. Anatomical
but also systemic and local metabolic alterations are proposed contributors to the pathophysiology
of lung diseases in the context of obesity. To bring perspective to this discussion, we used NMR to
compare the obesity-associated metabolomic profiles of the lung with those of the liver, heart,
skeletal muscles, kidneys, brain and serum from male C57BI/6J mice fed with a high-fat and high-
sucrose (HFHSD) diet vs. standard (SD) chow for 14 weeks. Our results showed that the lung was the
second most affected organ after the liver, and that the two organs shared reduced one-carbon (1C)
metabolism and increased lipid accumulation. Altered 1C metabolism was found in all organs and

in the serum, but serine levels were increased only in the lung of HFHSD compared to SD. Lastly,
tricarboxylic acid (TCA)-derived metabolites were specifically and oppositely regulated in the serum
and kidneys but notin other organs. Collectively, our data highlighted that HFHSD induced specific
metabolic changes in all organs, the lung being the second most affected organ, the main alterations
affecting metabolite concentrations of the 1C pathway and, to a minor extend, TCA. The absolute
metabolite quantification performed in this study reveals some metabolic specificities affecting both
the liver and the lung, that may reveal common metabolic determinants to the ongoing pathological

process.
Abbreviations
1C One-carbon

COPD  Chronic obstructive pulmonary disease
DMG Dimethylglycine

GTT Glucose tolerance tests
HFHSD  High-fat and high-sucrose diet
ITT Insulin tolerance test

NMR Nuclear magnetic resonance
SD Standard diet

SEM Standard error of the mean
TCA Tricarboxylic acid

TG Triglycerides
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Animal weight (g) 27.48 (£ 1.90)

Glycaemia (mg/dL) 130.0 (£ 13.6) 177.5 (£234) Rt 36%
GTT (AUC) 15,383 (+2,768) 29,506 (+5,020) PP 92%
ITT (AOC) 2,028 (+365) 1,251 (£762) L - 38%
Liver weight (mg) 1,378 (+83) 2,166 (+456) i 57%
Lung weight (mg) 281 (£20) 278 (£20) ns 1%

Table 1. Physiological parameters of SD and HFHSD mice. Results are expressed as mean + standard deviation
(SD). Data are mean of n =12 mice per group for total weight, glycaemia, GTT and ITT (glucose and insulin
resistance test respectively) and n= 8 mice per group for liver and lung weight; Results of unpaired two-tailed
t-test are indicated as non-significant (ns), p<0.01 (**) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between
HFHSD and control fed mice are indicated.

Obesity has reached epidemic proportions worldwide and affects the metabolism of all organs, impacting there-
fore whole-body homeostasis. As a consequence, obesity increases the risk of important chronic pathologies
such as type 2 diabetes and cardiovascular diseases'. Whereas the liver, skeletal muscle, adipose tissue and the
heart are classically studied in the context of obesity, others required more attention, such as the lung. Indeed,
epidemiological studies have long shown that obesity is associated with both chronic and acute respiratory com-
plications such as asthma, infectious diseases or chronic obstructive pulmonary disease (COPD)**. Therefore, the
increased prevalence of obesity and the concomitant lung diseases has raised the need for a precise examination
of obesity-induced alterations in lung metabolism’. This topic has gained outstanding relevance with the Covid-
19 (SARS-CoV-2) pandemic and its severe pulmonary complications that particularly affect obese patients®.

The association between obesity and lung illnesses has long been discussed as the mechanical consequence
of obesity on lung physiology and the systemic inflammation induced by dysfunctional adipose tissue’. Recent
studies evidenced general and lung-localized metabolic alterations that may contribute to the pathophysiology
of lung diseases in obesity. Notably, alterations of the lipid metabolism and the secretion of cytokines, or changes
of the arginine metabolism leading to nitric oxide synthesis, have been proposed®*!%-'2, At the cellular level,
impaired mitochondrial metabolism has also been observed'*'*, and stressed mitochondria have been reported
in the airway epithelial cells of high-fat and high-fructose fed mice'.

To further explore and characterize the array of specific alterations in lung metabolism induced by obesity,
we used proton nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy to analyze the metabolic profile induced in
mice by an obesogenic diet, and we compared the metabolomes of lung to that of serum and five other tissues
(liver, heart, skeletal muscle, kidneys and brain). Our NMR study enabled the quantification of 44 metabolites in
organs and 32 metabolites in serum. It evidenced that the lung is one of the most metabolically affected organs,
sharing specificities with the liver, and revealed unexpected organ-specific alterations of the one-carbon (1C)
and tricarboxylic acid (TCA) pathways.

Results

HFHSD-induced obesity in mice. Metabolomic studies were performed in male C57Bl/6] mice fed either
with a standard diet (SD) or a high-fat and high sucrose diet (HFHSD) for 14 weeks, a classical nutritional model
of obesity'®. As expected, HFHSD mice gained 65% more weight than SD animals (p<0.0001, n=12 per group)
with a 57% increase of the weight of the liver (p<0.0001) but not of the lung (Table 1). HFHSD mice showed
significant hyperglycemia compared to SD mice (p<0.0001, Table 1). As shown on Supplementary Fig. 1, glu-
cose tolerance test (GTT) evidenced glucose intolerance with a 92% higher area under the curve of the glycemic
response in HFHSD-fed mice compared to SD mice (p <0.0001, Table 1, n= 12 per group). In agreement, insulin
tolerance test (ITT) highlighted systemic insulin resistance, with a 38% lower area over the curve of the glycemic
response in HFHSD-fed animals compared to controls (p<0.01, Table 1, n=12 per group). Altogether, these
results confirm that the 14-weeks HFHSD diet induced significant alterations in body composition and systemic
glucose homeostasis in mice, in favor with a progression towards type 2 diabetes'”.

NMR determination of organ and serum metabolic profiles. We analyzed the metabolome of the
lung by NMR spectroscopy and compared it with the metabolome of serum and five other organs (liver, heart,
skeletal muscle, kidneys and brain) in both SD and HFHSD mice (n=8 per group). This approach allowed the
absolute quantification of several metabolites, allowing an inter-organ comparison of HFHSD-induced meta-
bolic alterations. All serum and organ extracts delivered interpretable NMR spectra that displayed sharp peaks
typical of small molecules, overlaid with broad signals originating mostly from lipids in organ extracts, or lipids
plus proteins in serum. The careful analysis of the 'H 1D and the two-dimensional ‘H-'H and '"H-'*C NMR led
to the identification and quantification of 44 metabolites in organs and 32 metabolites in serum. The relative
lipid content could be also evaluated'® and results were confirmed by triglyceride (TG) biochemical quantifica-
tion (see below).

Obesity-associated metabolic signature of the lung.  Among the 44 metabolites identified in all organs, 32 metab-
olites have been quantified in lung extracts (Table 2, n=8 per group). NMR analysis of the lung showed that
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2-Hydroxybutyrate ND ND

3-Hydroxybutyrate 3.2(£2.5) 35(+1.8) ns 8%

4- Aminobutyrate ND ND

Acetate 7.7 (£1.5) 7.8 (£1.0) ns 0%
Acetone ND ND

Alanine 105.7 (£12.0) 122.7 (£18.2) ns 16%
Aspartate 120.7 (£23.8) 142.0 (£27.0) ns 18%
Betaine 47.0(£13.2) 16.1 (£5.9) AT - 66%
Carnosine ND ND

Choline 25.0(£12.0) 24.1 (£4.1) ns - 3%
Citrate 40.0 (£5.7) 47.2(+9.9) ns 18%
Creatine 46.0 (£11.7) 459 (+14.2) ns 0%
Creatine-P 9.1(+£34) 14.0 (£3.2) ns 54%
Dimethylglycine ND ND

Ethanol 14.3(+3.2) 264.1 (+509.8) ns 1750%
Formate 25 (+06) 33(+08) ns 34%
Fumarate 1.5 (£0.5) 1.5(+04) ns 3%
Glucose 230.6 (£44.0) 266.0 (£91.4) ns 15%
Glucose-1-P ND ND

Glucose-6-P ND ND

Glutamate 227.6 (£19.9) 257.7 (£49.5) ns 13%
Glutamine 1219 (£16.7) 150.2 (+28.0) ¥ 23%
Glutathione ND ND

Glycine 391.5 (+48.5) 359.8 (£56.3) ns — 8%
Histidine 4.8 (£1.0) 5.0(+1.0) ns 3%
Isoleucine 6.0 (£0.7) 6.3 (£0.6) ns 5%
Lactate 445.5 (£65.4) 463.2 (£ 115.7) ns 4%
Leucine 116 (£14) 10.6 (£1.5) ns —-9%
Malonate ND ND

Mannose ND ND

myo-Inositol 94.8 (£10.4) 68.6 (+8.5) Ay —28%
Niacinamide 14.1 (£2.7) 122 (x2.1) ns —14%
O-Phosphocholine 76.7 (£5.7) 629(x114) * —18%
Pantothenate ND ND

Phenylalanine 5.3 (£0.6) 43(x£0.7) % - 18%
Pyruvate 32(%12) 28(+£1.0) ns —-12%
Sarcosine ND ND

Serine 26.2 (£6.6) 36.3(+52) " 39%
sn-Glycero-3-phosphocholine 1723 (£249) 228.1 (£34.0) i 32%
Succinate 7.3(x22) 7.3(£1.8) ns 1%
Taurine 1127.5 (£108.3) | 13354 (+192.1) |* 18%
Threonine 30.5 (£13.7) 27.5(%6.1) ns - 10%
Tyrosine 6.7 (£1.6) 6.0(%0.8) ns —11%
Valine 12,6 (£2.0) 15.0 (£2.0) * 19%

Table 2. Metabolite concentrations measured by NMR in the lung of SD and HFHSD mice. Results are
expressed as mean + standard deviation (SD) and are in nmol/100 mg of lung. Data are mean of n =8 mice
per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined (ND), non-significant (NS),
p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between HFHSD and
control fed mice are indicated.

HFHSD induced significant changes in 9 metabolites compared to SD mice (Fig. 1). Betaine (trimethylglycine)
concentration decreased by 66%, from 47 +13.2 nmol/100 mg of tissue to 16.1+ 5.9 nmol/100 mg (p <0.0001)
while serine was increased by 38%, from 26.2 +6.6 nmol/100 mg to 36.3 +5.2 nmol/100 mg (p <0.01). Sn-glyc-
ero-3-phosphocholine, glutamine, valine and taurine increased by 32% (p < 0.01), 23% (p <0.05), 19% (p <0.05),
18% (p<0.05) respectively, while myo-inositol, phenylalanine and o-phosphocholine were decreased by 28%
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Valine 12.6 (£2.0) 15.0 (2.0) . 19%
Taurine 11275 (£108.3)[1335.4 (+192.1)] * 18%
O-Phosphocholine 76.7 (+5.7) 62.9 (£11.4) * -18%
Phenylalanine 5.3 (10.6) 4.3 (10.7) * -18%
myo-Inositol 948 (£104) | 68.6 (18.5) o -28%
Betaine 47.0(13.2) 16.1 (£5.9) biid -66%

Figure 1. Metabolite modifications identified by NMR in the lung of HFHSD mice. (a) 'H-NMR representative
spectra from lung from SD (blue) and HFHSD (red) fed mice. (b) List of metabolites differentially found in the
lung of HFHSD mice compared to SD mice. Results are expressed as mean + standard deviation (SD) and are in
nmol/100 mg of lung. Data are mean of n==8 mice per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated
p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between HFHSD and SD
fed mice are indicated. All metabolites quantified including non-significant variation are reported in Table 2.

(p<0.001), 18% (p<0.05) and 18% (p < 0.05) respectively, in HFHSD lung compared to SD lung (Fig. 1b). Inter-
estingly, we noted the presence of broad peaks on lung NMR spectra, that could be assigned to the CH3, CH2
and CH2-CO moieties of heterogeneous lipid species'®. Their peak area was illustrated and quantified in Fig. 2
(panel a and b, respectively). To confirm these results, we decided to measure biochemically TG levels in the
lung of SD and HFHSD mice (Fig. 2¢). TG levels were 94% higher in lungs of HFHSD-fed animals compared to
SD controls, averaging 736+ 181 ug/100 mg and 380+ 101 pg/100 mg respectively (p <0.001), confirming lipid
accumulation in the lung of HFHSD mice.
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Figure 2. Lipids and specifically triglycerides accumulation in the lung in comparison with the liver or all other
organs of SD and HFHSD mice. (a) "H-NMR representative spectra from the lung (at bottom) and the liver (at
top) from SD (blue) and HFHSD (red) fed mice. Spectra zoom highlights fatty acid (FA) areas of -CH,-CO
(1.6 ppm), (CH,)n (1.3 ppm) and CH,-CH, moieties (0.9 ppm). (b) Relative abundance of each typical lipid
moieties ~CH,-CO (triangle), (CH,)n (diamond) and CH,-CH, (square) of SD (blue empty) or HFHSD (red
full) fed mice estimated by integration of the 'H-NMR spectra. Data are mean of n =8 mice per group; Results
of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-significant (NS) p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and
p<0.0001 (****). (c) Triglyceride contents in liver, lungs, heart, gastrocnemius muscles, kidneys and brain. Data
are mean of n=8 mice per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined (ND),
non-significant (NS), p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). (The quantification is also
reported in pg/mg of total protein in Supplementary Fig. 2).

Obesity-associated metabolic signatures in serum and other organs. NMR analyses of serum showed that
glucose concentration increased by 31% in HFHSD mice compared to SD mice, varying from 3.82:+ 1.16 to
5.01+0.55 mM (p<0.02, Table 3, n=8 per group), in agreement with the glycemia measurement using a glu-
cometer (Table 1). NMR analyses also evidenced lower serum concentrations for allantoin, creatine and pheny-
lalanine, and higher concentrations for alanine and 3-hydroxybutyrate in HFHSD-fed mice compared to con-
trols (p <0.05, Table 3). Citrate and succinate concentrations, two TCA-derived metabolites, were 28% and 32%
higher in the serum of HFHSD-fed mice compared to controls, respectively (p < 0.02). Inversely, glycine, dimeth-
ylglycine (DMG) and betaine that derive from the 1C cycle metabolism were 34%, 68% and 54% lower in the
serum of HFHSD-fed mice compared to controls, respectively (p <0.01). No significant alteration of branched-
chain amino acid concentrations was observed in serum (Table 3).
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3-Hydroxybutyrate 47.7(£9.9) 82.4 (£24.9) Lo 73%
Acetate 2239 (+644) 206.3 (£30.8) ns — 8%
Alanine 156.8 (+ 32.6) 218.0 (£50.2) * 39%
Allantoin 357 (£8.2) 26.2 (+8.1) * —27%
Asparagine 22.0(+49) 254 (£7.1) ns 15%
Betaine 53.6 (+8.3) 246 (+10.7) —54%
Citrate 169.3 (£19.7) 2162 (£17.5) b 28%
Creatine 69.7 (£7.7) 55.5 (£8.9) aid —-20%
Dimethylglycine 4.6 (£0.6) 1.5 (£0.3) BN — 68%
Ethanol 308.4 (£34.4) 266.7 (£40.2) % - 14%
Formate 722.8 (£257.6) 559.9 (£56.1) ns —23%
Fumarate 4.3(+1.3) 2.6 (£0.7) el —40%
Glucose 3816.8 (£555.4) |5013.1 (£1165.0) |* 31%
Glutamine 278.6 (£26.0) 303.7 (£40.2) ns 9%
Glycine 147.3 (£16.5) 975 (£31.2) “ —34%
Histidine 38.1(+4.7) 36.2 (£7.3) ns -5%
Isobutyrate 5.6(+1.4) 58 (£1.7) ns 4%
Isoleucine 34.5(+8.9) 454 (+134) ns 32%
Lactate 2563.4 (£504.8) |2336.6 (£707.9) |ns — 9%
Leucine 105.4 (£16.8) 89.0 (£19.5) ns —16%
Lysine 139.5(+£19.7) 135.5 (£36.5) ns - 3%
Mannose 19.9 (£7.5) 303 (£12.1) ns 52%
Methanol 120.9 (£32.6) 149.1 (£18.2) ns 23%
Methionine 51.9 (£9.5) 51.7 (£8.7) ns 0%
myo-Inositol 38.1(+3.6) 19.8 (+4.1) b, —48%
Phenylalanine 33.5(+3.4) 27.1(£5.6) * - 19%
Pyruvate 62.9(+18.4) 654 (+17.9) ns 4%
Serine 86.8 (+10.3) 84.1 (+13.0) ns - 3%
Succinate 26.5 (+8.1) 349 (£2.7) * 32%
Threonine 119.3 (£17.5) 1174 (+14.8) ns -2%
Tyrosine 70.5(+11.3) 64.0 (£134) ns - 9%
Valine 119.1 (£12.1) 139.2 (+27.8) ns 17%

Table 3. Metabolite concentrations measured by NMR in the serum of SD and HFHSD mice. Results are
expressed as mean *standard deviation (SD) and are in micromolar in serum. Data are mean of n =8 mice
per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined (ND), non-significant (NS),
p<0.05(*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between HFHSD and
control fed mice are indicated.

‘The HFHSD had a significant influence and displayed tissue-specific profiles. Among the 44 quantified metab-
olites, 16, 8, 8 and 7 were significantly altered in the liver, heart, gastrocnemius muscle and kidneys, respectively.
Interestingly, the less impacted organ was the brain which displayed only 2 altered metabolites following HFHSD
(Tables 4, 5, 6, 7, 8, n=8 per group).

All the organs studied harbored one or several unique metabolite alterations which could constitute potential
biomarker candidates of the organ physiology adaptation to diet. Indeed, pantothenate was 34% lower (p < 0.05)
in the brain (Table 8); citrate and acetone were 66% (p <0.01) and 28% (p <0.05) respectively lower in kidney
(Table 7); Glucose-1-p, pyruvate and carnosine were 49% (p <0.05), 42% (p<0.01) and 25% (p<0.01) respec-
tively lower in gastrocnemius muscle (Table 6); Ethanol and isoleucine increase were 114% (p <0.01) and 27%
(p <0.05) while niacinamide decrease was 31% (p < 0.001) altogether only in heart (Table 5). Lastly, liver showed
the most unique metabolite alterations with a notable concentration increase by 3,499% of 2-hydroxybutyrate
from 4.8+ 1.5 n1mol/100 mg of tissue to 172.4 + 61.4 nmol/100 mg (p <0.0001). 3-hydroxybutyrate and glutamate
were increased by 57% (p < 0.05) and 43% (p <0.05) respectively while sarcosine, threonine, leucine and tyrosine
were decreased by 60% (p<0.01), 34% (p<0.01), 28% (p<0.01) and 26% (p < 0.01) respectively (Table 4).

Some metabolite alterations are shared between two or more organs. For example, the HFHSD induced
a significant rise of glucose concentration by 28%, 61% and 51% in the liver, heart and kidneys, respectively
(p <0.05, Tables 4, 5 and 7), but not in gastrocnemius muscle. Glucose was not detected in the brain, probably
because of its rapid consumption before methanol metabolism quenching (Table 8). Interestingly, the levels of the
TCA cycle-derived metabolites, such as citrate, succinate and fumarate, were not significantly altered in organs
of HFHSD-fed animals compared to controls, except in kidneys where the citrate concentration was 61% lower
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2-Hydroxybutyrate 4,8 (£1.5) 1724 (£61.4) hix 3499%
3-Hydroxybutyrate 14.4 (£2.1) 22.7 (£9.2) ¥ 57%
4-Aminobutyrate ND ND

Acetate 40.8 (+14.1) 36.0 (£10.1) ns -12%
Acetone ND ND

Alanine 423.6 (£112.0) 373.8 (£87.7) ns - 12%
Aspartate 28.8 (£6.5) 254 (%5.5) ns - 12%
Betaine 364.4 (£129.6) 264 (+14.3) AT —93%
Carnosine ND ND

Choline 10.9 (£3.6) 106 (£2.5) ns - 3%
Citrate 50.0 (£8.3) 544 (+11.2) ns 9%
Creatine 24.0(+4.2) 153 (£3.0) A —36%
Creatine-P ND ND

Dimethylglycine 16.5 (+£4.7) 2.6(+06) k] — 84%
Ethanol 38.5 (£30.1) 26.7 (£26.0) ns -31%
Formate 32(£20) 35(+1.0) ns 12%
Fumarate 4.1 (£1.3) 49(£1.2) ns 19%
Glucose 3221.2 (£579.8) |4131.7(£758.9) [* 28%
Glucose-1-P ND ND

Glucose-6-P ND ND

Glutamate 129.8 (+34.7) 185.7 (+ 46.4) * 43%
Glutamine 363.8 (£105.9) 471.0 (£90.5) ¥ 29%
Glutathione 788.9 (£166.5) 733.9(+£211.9) ns -7%
Glycine 226.6 (£62.9) 141.3 (£ 25.3) o —38%
Histidine 35.7 (£7.6) 30.5(+6.8) ns —14%
Isoleucine 20.3 (£5.8) 16.6 (£3.0) ns —18%
Lactate 1249.0 (£232.7) | 1099.7 (£219.3) |ns -12%
Leucine 38.0(£7.9) 274 (+4.1) b —28%
Malonate ND ND

Mannose 21.8 (£8.1) 23.2(+56) ns 6%
myo-Inositol 34.1 (£6.6) 11.1 (£0.9) % —-67%
Niacinamide 16.1 (£6.0) 17.0(£3.5) ns 6%
O-Phosphocholine 98.5 (+£18.7) 78.3(+209) ns -21%
Pantothenate ND ND

Phenylalanine 11.2 (£2.5) 84 (£1.5) ¥ -25%
Pyruvate 64 (£32) 8.1(+3.0) ns 27%
Sarcosine 144 (£52) 5.8 (+2.8) 54 —60%
Serine ND ND

sn-Glycero-3-phosphocholine 73.2 (£209) 61.8 (£14.9) ns - 16%
Succinate 150.5 (£53.7) 135.5(+£30.7) ns - 10%
Taurine 699.6 (£404.3) | 2009.2 (£388.0) | **** 187%
Threonine 474 (+14.1) 31.2(%5.7) g —34%
Tyrosine 96(£1.8) 7.1(£1.4) Ll —26%
Valine 34.1(£8.5) 27.7 (24.4) ns - 19%

Table 4. Metabolite concentrations measured by NMR in the liver of SD and HFHSD mice. Results are
expressed as mean + standard deviation (SD) and are in nmol/100 mg of liver. Data are mean of n =8 mice
per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined (ND), non-significant (NS),
p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between HFHSD and
control fed mice are indicated.

(p<0.01) (Table 7). Based on our results in lung and serum of HFHSD mice, we focused our analysis on the 1C
pathway, with an emphasis on the methionine and folate cycles to highlight the central role of glycine and its
N-methylated analogs that are shared by both cydes (Fig. 3). The liver evidenced the strongest decrease in the
methionine cycle with 38% lower concentrations in glycine, 60% in sarcosine, 84% in DMG and 93% in betaine
in HFHSD-fed mice compared to controls (p <0.003, Table 4). Similarly, in gastrocnemius muscle, both glycine
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2-Hydroxybutyrate ND ND

3-Hydroxybutyrate 6.9(£1.8) 7.6 (£2.7) ns 11%
4- Aminobutyrate ND ND

Acetate 6.7 (+£1.2) 6.0 (£1.4) ns - 11%
Acetone ND ND

Alanine 264.3 (£35.8) 363.2 (+65.8) A 37%
Aspartate 116.1 (%£21.9) 116.1 (£22.9) ns 0%
Betaine ND ND

Carnosine ND ND

Choline 10.6 (£2.3) 87(£19) ns -17%
Citrate 18.5(+7.3) 21.2(+4.5) ns 15%
Creatine 1166.1 (£185.1) | 946.8 (+132.4) 4 -19%
Creatine-P ND ND

Dimethylglycine ND ND

Formate 8.4(%2.7) 18.0 (£5.9) 54 114%
Fumarate 5.0(£1.3) 39(+£1.2) ns —-22%
Ethanol 6.7 (£2.0) 57(x1.1) ns —14%
Glucose 383 (£15.9) 61.8 (£15.6) % 61%
Glucose-1-P ND ND

Glucose-6-P ND ND

Glutamate 503.1 (£103.4) 519.7 (£57.6) ns 3%
Glutamine 616.8 (£161.1) 531.7 (£ 81.1) ns - 14%
Glutathione 67.7 (£20.9) 48.9 (+13.8) ns —28%
Glycine 60.4 (£9.2) 57.9(x21.7) ns —4%
Histidine 19.5 (£2.8) 18.7 (£2.8) ns —4%
Isoleucine 7.1(x1.7) 9.0(+1.3) * 27%
Lactate 1847.7 (£455.5) | 1717.2(+347.0) |ns -7%
Leucine 153 (£1.7) 14.2 (£2.3) ns -7%
Malonate 23.2 (£5.1) 195(+2.3) ns - 16%
Mannose ND ND

Niacinamide 294 (£9.8) 224(%76) ns —24%
O-Phosphocholine 28.0 (£4.0) 19.2 (+2.7) A -31%
myo-Inositol 254 (£7.1) 214 (%£26) ns - 16%
Pantothenate 44 (£09) 40(x£0.7) ns —8%
Phenylalanine 8.5 (£09) 69(+1.2) s -19%
Pyruvate 50 (£1.1) 57(x1.7) ns 14%
Sarcosine ND ND

Serine 460 (£114) 38.3(+8.1) ns -17%
sn-Glycero-3-phosphocholine 276 (£2.8) 244 (%3.7) ns -12%
Succinate 183.0 (£52.3) 208.6 (£35.1) ns 14%
Taurine 4058.7 (£844.1) |3563.8 (+466.6) |ns -12%
Threonine 434 (£11.2) 51.6 (£15.7) ns 19%
Tyrosine 94(+14) 8.5(£1.2) ns - 10%
Valine 128 (£1.5) 17.2(%2.5) w 34%

Table 5. Metabolite concentrations measured by NMR in the heart of SD and HFHSD mice. Results are
expressed as mean + standard deviation (SD) and are in nmol/100 mg of heart. Data are mean of n =8 mice
per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined (ND), non-significant (NS),
p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between HFHSD and
control fed mice are indicated.

and DMG concentrations were 30% and 50% lower in HFHSD-fed mice compared to controls, respectively
(p <0.002, Table 6). In kidneys, betaine was 50% lower in HFHSD-fed mice compared to controls (p <0.0003,
Table 7), as observed above in the lung. Globally, all these observations evidenced important variations in the
1C pathway in several tissues of HFHSD-fed mice.
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2-Hydroxybutyrate ND

3-Hydroxybutyrate 79(£19) 9.5(+4.3) ns 19%
4- Aminobutyrate ND ND

Acetate 13.0(+2.5) 13.5(+3.8) ns 4%
Acetone ND ND

Alanine 466.3 (£75.9) 601.2 (£121.1) e 29%
Aspartate 28.8(x11.7) 20.8 (£6.5) ns —28%
Betaine ND ND

Carnosine 548.2 (£52.7) 411.2 (£93.7) H% -25%
Choline ND ND

Citrate 258 (+5.2) 26.3 (£9.1) ns 2%
Creatine 3797.6 (£575.0) 4027.7 (£614.1) ns 6%
Creatine-P 3319 (+181.6) 309.9 (£169.1) ns - 7%
Dimethylglycine 1.2 (+0.4) 0.6 (£0.1) » - 50%
Ethanol 88.8 (+37.2) 121.6 (£454) ns 37%
Formate 4.4 (£2.0) 59 (+£2.0) ns 33%
Fumarate 2.8(%x1.4) 28 (x1.3) ns 3%
Glucose 279.6 (£87.6) 209.7 (£82.5) ns —-25%
Glucose-1-P 43.6 (+24.6) 222 (+6.1) * - 49%
Glucose-6-P 339.3(+131.4) 225.8 (+48.5) ns —-33%
Glutamate 85.5(+22.1) 75.6 (£17.0) ns - 12%
Glutamine 309.0 (+44.1) 298.1 (£39.2) ns — 4%
Glutathione 121.3 (+24.4) 97.0 (£30.3) ns - 20%
Glycine 425.8 (£59.2) 299.3 (£64.7) A - 30%
Histidine 17..1(£3.9) 17.0 (£3.5) -1%
Isoleucine 14.7 (+£3.3) 169 (£4.5) ns 15%
Lactate 5105.2 (£1923.0) | 4418.1 (£908.0) ns - 13%
Leucine 27.2(+5.6) 252 (+6.7) ns - 7%
Malonate 73.9(+£11.9) 74.0 (£13.6) ns 0%
Mannose 71.5(+32.4) 51.2 (£15.0) ns - 28%
myo-Inositol 27.6 (+6.4) 184 (+6.4) " -33%
Niacinamide 9.9(+2.7) 9.6 (+2.8) ns - 4%
O-Phosphocholine ND ND

Pantothenate ND ND

Phenylalanine 15.1 (%2.6) 13.9(+3.0) ns - 8%
Pyruvate 5.4(+1.3) 32(x1.6) g - 42%
Sarcosine 23.8(£5.5) 25.7(£39) ns 8%
Serine 61.7 (£15.9) 78.1 (£21.3) ns 27%
sn-Glycero-3-phosphocholine | ND ND

Succinate 1215 (£27.6) 124.5 (£23.1) ns 2%
Taurine 69224 (£1688.5) | 7818.7 (£1281.3) |ns 13%
Threonine 124.0 (£36.9) 107.8 (£35.1) ns - 13%
Tyrosine 194 (£3.3) 19.6 (£4.5) ns 1%
Valine 30.7 (£74) 41.2(+8.2) % 34%

Table 6. Metabolite concentrations measured by NMR in the gastrocnemius muscle of SD and HFHSD mice.
Results are expressed as mean +standard deviation (SD) and are in nmol/100 mg of gastrocnemius muscle.
Data are mean of n=8 mice per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined
(ND), non-significant (NS), p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p <0.0001 (****). Percentages of
variation between HFHSD and control fed mice are indicated.

As observed for the lung, we noted the presence of broad peaks on NMR spectra of some tissues (Fig. 2a,b),
that could be assigned to the CH3, CH, and CH,-CO moieties of heterogeneous lipid species. We also quanti-
fied the TG levels in all organs. As showed on Fig. 2¢, TG levels were 378% higher in the liver of HFHSD mice
compared to SD mice, but unaltered in the other organs. The difference between NMR and triglycerides quan-
tification in the skeletal muscles, and to a lesser extent in the heart, may indicate the accumulation of free fatty
acids in these organs, which can be detected by NMR only, a phenomenon already observed with high-fat diets".
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2-Hydroxybutyrate ND ND

3-Hydroxybutyrate 16.2 (£4.0) 21.2 (£6.7) ns 31%
4- Aminobutyrate ND ND

Acetate 14.1 (+3.4) 16.1 (£5.2) ns 14%
Acetone 4.9(£1.0) 35(+£1.1) * —28%
Alanine 165.0 (£33.5) 2413 (£54.6) ot 46%
Aspartate 307.6 (£72.2) 346.5 (£101.5) ns 13%
Betaine 282.8(+66.9) 141.8 (£21.0) 3 - 50%
Carnosine ND ND

Choline 190.4 (£93.7) 2142 (+108.8) ns 12%
Citrate 15.3 (£6.7) 53(+2.1) as — 66%
Creatine 152.9 (£38.5) 136.9 (+34.0) ns - 10%
Creatine-P ND ND

Dimethylglycine ND ND

Ethanol 35.8(+12.1) 277.8 (+£436.5) ns 676%
Formate 53 (+£09) 6.4 (+1.3) ns 21%
Fumarate 7.1 (£4.0) 8.6(+24) ns 20%
Glucose 473.6 (£130.0) 714.7 (£ 209.3) % 51%
Glucose-1-P ND ND

Glucose-6-P ND ND

Glutamate 1329.5 (£323.6) | 1368.0(+267.3) [ns 3%
Glutamine 208.6 (+43.4) 231.2 (+39.0) ns 11%
Glutathione ND ND

Glycine 843.1 (£235.5) 782.1 (+149.1) ns -7%
Histidine 21.8 (£4.7) 20.0 (£4.3) ns — 8%
Isoleucine 221 (£3.3) 26.3(+5.0) ns 19%
Lactate 1236.3 (£278.8) | 1374.2(+286.1) |ns 11%
Leucine 47.1 (£10.6) 45.8 (£11.0) ns -3%
Malonate ND ND

Mannose 6.5 (+£2.5) 4.1(+28) ns —38%
myo-Inositol 1337.3 (£259.1) [ 1208.7 (£232.1) [ns —10%
Niacinamide 258 (£11.6) 26.5(x7.8) ns 3%
O-Phosphocholine 313.5 (£52.7) 204.2 (£42.6) aid —35%
Pantothenate 34(%£1.0) 3.7(x08) ns 7%
Phenylalanine 16.7 (£3.2) 16.0 (£4.7) ns —4%
Pyruvate 116 (£7.1) 75(£1.9) ns —35%
Sarcosine ND ND

Serine 69.1 (£9.9) 71.8 (£21.5) ns 4%
sn-Glycero-3-phosphocholine 12334 (£291.3) | 1605.3(+213.4) |* 30%
Succinate 182.0 (£55.5) 216.0 (£55.1) ns 19%
Taurine 24859 (+448.1) |2790.3(+419.1) |ns 12%
Threonine 69.4 (£14.5) 70.5 (£12.5) ns 2%
Tyrosine 19.1 (£5.8) 21.1(%6.0) ns 10%
Valine 38.7(+9.1) 47.5(+12.3) ns 23%

Table 7. Metabolite concentrations measured by NMR in the kidney of SD and HFHSD mice. Results are
expressed as mean + standard deviation (SD) and are in nmol/100 mg of kidney. Data are mean of n =8 mice
per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined (ND), non-significant (NS),
p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between HFHSD and
control fed mice are indicated.

Main comparison between metabolomes of lung serum and other organs. ~ Obesity-associated metabolome of the
lung displayed specific metabolic alterations that are not found in serum and other organs, such as an increase
by 36% (p<0.01) in serine levels (Fig. 1b and Table 2). It should be noted that serine could not be determined in
liver samples due to peak overlap with unidentified peaks on the NMR spectra. We therefore cannot exclude that
this modification may be shared with the liver.
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2-Hydroxybutyrate ND ND

3-Hydroxybutyrate 5.7 (£1.6) 7.3 (£38) ns 29%
4- Aminobutyrate 559.5(+110.9) 506.2 (£172.8) ns - 10%
Acetate 19.7 (£3.2) 19.0 (£4.1) ns — 4%
Acetone ND ND

Alanine 104.2 (£20.9) 124.8 (£63.7) ns 20%
Aspartate 281.5(+£82.2) 260.0 (£71.6) ns — 8%
Betaine ND ND

Carnosine 17.7 (£10.0) 12.7 (£8.3) ns —28%
Choline 35.7(27.4) 29.5(5.5) ns -17%
Citrate 25.6 (£6.7) 359(x17.3) ns 40%
Creatine 1195.9 (£294.8) | 974.2(+225.5) ns -19%
Creatine-P ND ND

Dimethylglycine 0.6 (+0.2) 0.9 (+04) ns 47%
Ethanol 12,5 (£2.9) 314.3 (£507.3) ns 2420%
Formate 54 (+£09) 6.5(+14) ns 19%
Fumarate 24(£1.0) 28(+£0.7) ns 17%
Glucose ND ND

Glucose-1-P ND ND

Glucose-6-P ND ND

Glutamate 1610.2 (£269.5) | 1364.5(+2124) [ns —15%
Glutamine 782.3 (£240.6) | 6094 (+1233) |ns —22%
Glutathione 79.1 (£284) 93.2 (£96.5) ns 18%
Glycine 158.1 (£74.9) 146.5 (£ 25.9) ns -7%
Histidine 8.0 (+£1.8) 8.0(£54) ns 0%
Isoleucine 45 (+1.3) 6.6 (£3.0) ns 47%
Lactate 1618.1 (£255.2) | 1699.1 (£221.6) |ns 5%
Leucine 10.8 (£1.5) 11.7 (£3.6) ns 9%
Malonate 22.8 (£7.9) 209(+4.8) ns - 8%
Mannose ND ND

myo-Inositol 868.7 (+186.7) 746.2 (+190.6) ns —14%
Niacinamide 8.1 (x2.3) 75(x1.2) ns - 8%
O-Phosphocholine 101.7 (£16.4) 89.5(+13.6) ns —-12%
Pantothenate 43(x14) 28(x£09) % —34%
Phenylalanine 74 (£14) 6.6(+1.4) ns - 10%
Pyruvate 109 (£6.1) 13.5(%4,8) ns 24%
Sarcosine ND ND

Serine 1124 (£19.7) 119.8 (£31.0) ns 7%
sn-Glycero-3-phosphocholine 176.0 (£41.3) 163.1 (£34.5) ns -7%
Succinate 103.7 (£29.6) 95.7 (£19.9) ns — 8%
Taurine 17292 (£374.3) |[1642.9(+£395.2) |ns - 5%
Threonine 50.6 (£10.0) 48.5 (£15.6) ns — 4%
Tyrosine 8.8(£1.5) 7.6 (£1.3) ns —13%
Valine 10.0 (£2.0) 15.3 (24.7) * 53%

Table 8. Metabolite concentrations measured by NMR in the brain of SD and HFHSD mice. Results are
expressed as mean + standard deviation (SD) and are in nmol/100 mg of brain. Data are mean of n =8 mice
per group; Results of unpaired two-tailed t-test are indicated as non-determined (ND), non-significant (NS),
p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p<0.0001 (****). Percentages of variation between HFHSD and
control fed mice are indicated.

Yet, some metabolic signatures of the lung were shared with other organs. For example, a reduction in phe-
nylalanine was found in the lung, serum and liver of HFHSD mice, whereas betaine was significantly decreased
in the lung, serum, liver and kidney (Tables 2, 3, 4, 7). In agreement, other metabolites of the 1C pathway, such
as glycine and DMG, were reduced in HFHSD mice in serum, liver and skeletal muscle (Tables 3, 4, 6), while
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Figure 3. The accumulation of lipids is linked to alterations in the 1C cycle but not to the TCA pathway derived
metabolites in the lung of HFHSD mice. Schematic diagram of 1C (methionine plus folate cycles) and TCA
cycles, their subcellular compartmentations (mitochondrion in pink) and their potential link with de novo
lipogenesis™*'. HFHSD causes significant modifications in 1C-derived metabolites in the lung and serum, and a
significant modification in TCA-derived metabolites only in serum. Modified metabolites are represented in red,
unmodified in green and non-detected in black. 1C-derived metabolites were also altered in other organ and
specifically in the liver but were not represented here.

sarcosine was specifically decreased in the liver of HFHSD compared to SD (Table 4). Altogether, these data
point a strong reduction of 1C metabolism with obesity.

While the liver remained the most altered organ in HFHSD, it shared with the lung several metabolic features
such as decreases in betaine, myo-inositol, o-phosphocholine and phenylalanine and increases in glutamine
and taurine (Tables 2, 4). In addition, both tissues shared an accumulation of TG that was not found in other
organs (Fig. 2). Finally, TCA metabolism showed organ-specific alterations in HFHSD mice. TCA cycle-derived
metabolites were not impacted in the majority of organs including the lung but citrate and succinate concentra-
tions were higher in the serum and citrate was reduced in kidneys of HFHSD mice compared to SD.

Discussion

Obesity is associated with numerous organ dysfunctions, particularly in the lung with increased sensitivity to
both chronic and acute illnesses' %%, To get insights into the contribution of cell metabolism alterations to
lung fragility, we used NMR to compare the metabolic changes induced by obesity in the lung in comparison to
serum and five organs (liver, heart, skeletal muscle, kidneys and brain). Our results demonstrate mainly that the
lung displays both specific and shared metabolic changes following HFHSD, compared to serum and/or organs.
The obesity-associated metabolic signature of the lung is nearest to the liver rather than other organs, sharing
reduction in 1C metabolism and induction of lipid accumulation. Opposite, TCA-derived metabolites are not
regulated in the lung and the majority of organs of HFHSD mice, whereas some of them are increased in serum
(citrate and succinate) and reduced in kidneys (succinate). Altogether, our data point that obesity (i) mainly
affects 1C metabolism in both serum and organs, including the lung, (ii) specifically regulates TCA metabolism
in serum and kidney and (iii) specifically increases serine levels in the lung of HFHSD mice.

One important observation of our study is that HFHSD-fed mice presented serum- and organ-specific
metabolomics adaptations. Care should be taken as some metabolic adaptations in organs may not only be a
consequence of the diet. Indeed, obesity per se, rather than overnutrition, can induce organ-specific metabolic
adaptations. This question was raised by Mora-Ortiz et al. who examined db/db mice organs®, a natural genetic
model of obesity and also reported a decrease of 1C related metabolite in many organs (a glycine decrease in
kidneys and distal colon; a homoserine decrease in liver and plasma; a serine decrease in brain, kidney and
spleen). Unfortunately, they did not include lung in their study.

One striking observation is that HFHSD-feeding dampened 1C metabolism in all tested samples and specifi-
cally increased serine in the lung of HFHSD mice, whereas the TCA-derived metabolites were loosely regulated
in several tissues, including the liver and the lung. In the liver, the importance of 1C cyde alterations with diet-
induced obesity is supported by another multi-omics analyses®®, whereas alterations in gene expression and
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metabolite abundances of TCA cycle were found in the liver of 27-week HFHSD-fed mice (60% [w/w] fat, 9.4%
[w/w] sucrose)””. Interestingly, both 1C and TCA pathways could be interrelated and influence each other. Indeed,
it is well accepted that under obesogenic conditions, the TCA-cydle is increased and produces citrate that provides
carbon atoms for de novo fatty acid (FA) synthesis in the cytosol?. This anabolic pathway requires NADPH,
which can be produced from different sources, such as the pentose phosphate pathway?. Recent studies suggest
that the 1C pathway, and in particular serine, contributes in cytosolic NADPH production, as mutations that
blocked mitochondrial folate metabolism resulted in fatty acid labeling from deuterated serine** 2. Therefore,
although TCA-derived metabolites were not significantly modified by HFHSD in the lung, the increase in serine
levels could sign an increase in de novo lipogenesis contributing to the accumulation of lipids observed in this
organ. In agreement, increased serine levels was previously reported in the liver of diabetic rats which also have
increased lipogenesis™. At the same time, we did not find clear modulation of the TCA-derived metabolites in
the liver of HFHSD mice. Liver is known to highly respond to HFHSD and perform de novo lipogenesis™, that
is fueled from TCA metabolites®. Therefore, our results suggest that metabolic fingerprints by NMR may not be
able to detect modifications of de novo lipogenesis or TCA cycles. Those are rather detected in serum of HFHSD
mice that reflects an homeostatic mechanism to regulate intracellular metabolite levels by secretion or exchange
with biofluids (interstitial fluid, serum, urine)*. On the opposite, the concentration of metabolites derived from
the 1C cycle was decreased in serum and in most organs, except in the heart and brain, indicating that the 1C
pathway is highly sensitive and adaptable to the physiological environment and represent a relevant research
perspective in the understanding of organ-specific metabolic alterations induced by obesity.

Lipid content is increased both in the liver and lung of the HFHSD mice, but not in the other organs con-
sidered in this study. Lipid accumulation in the liver is well documented, contrary to the lung. In the liver, lipid
accumulation arises from both exogenous lipid storage and de novo lipogenesis using carbons derived from
carbohydrates*. During a high-fat diet, exogenous fatty acids inhibit de novo lipogenesis and are mainly respon-
sible for steatosis®®*”. Accumulation of fatty acids in the lung is less understood. Lipid-targeted metabolomics
studies by mass spectrometry showed significant quantitative and qualitative differences in neutral lipids, fatty
acids, phospholipids and sphingolipids content in lung between HFHSD and very high fat diets*, while no lipid
accumulation occurred in the lung with SD*. As in the liver, the lipid accumulation in the lung correlated with
alterations in the levels of many metabolites, with almost 30% of the quantified metabolites affected. Neverthe-
less, the patterns of metabolic alterations in the lung and liver were distinct. Other lipidomics signature using
coupled gas chromatography- mass spectrometry analyses have been reported in the lung following different
obesogenic diets, which are dependent of the type of diets*, confirming lipotoxicity in the lung with obesity. As
the lipotoxicity contributes to dysfunction and pathological states in organs, such as the hepatic lipid accumula-
tion participates to nonalcoholic fatty liver diseases, an involvement of the lung lipid storage is possibly involved
in obesity-associated complications such as asthma and COPD, or increased susceptibility to infectious diseases
such as seasonal flu or SARS-CoV-2.

In conclusion, our results provide insights on the influence of HFHSD on mice’s internal organ metabolism,
especially and unexpectedly on the lung metabolism. Our analysis suggests that the TG deposition in the lungs,
as in the liver but not in other organs, may be related to adaptations of the 1C metabolism. Mitochondrial
metabolism may be central to the obesity-induced metabolic remodeling and its cellular outcomes.

Methods

The study was carried out in compliance with the ARRIVE guidelines*. Mice were maintained and all experi-
ments were performed in accordance the French guidelines for the care and use of animals® and were approved
by a regional ethic committee agreed by the French Ministry for Education and Research and set up by the agreed
institution PBES (Ecole Normale Supérieure de Lyon) (APAFIS#4103-2016010417246403).

Animal study. Male C57BL/6] mice (5-weeks-old, n=12/group) (Envigo, France) were fed with a standard
diet (SD, Rhod16A, GENOBIOS) or a high fat-high sucrose diet (HFHSD, 36% w/w fat, 16.6% w/w sucrose,
Envigo, France) ad libitum for 14 weeks. Body weight was monitored weekly. Glucose and insulin tolerance
tests (GTT and ITT respectively) were performed the last week of feeding on all mice and were performed with
a delay of 4 days (meaning that GTT was performed at the beginning of the 13th week and ITT at the end of
the week. For GTT and I'TT, mice were fasted for 6 or 16 h respectively. Then, glucose (2 mg/g body weight) or
insulin (0.75 mU/g body weight) were injected i.p. and blood glucose levels were monitored at the indicated time
points. At the end of the feeding protocol, mice at fed state were anesthetized with isoflurane for retro-orbital
blood functions and sacrificed by cervical dislocation for removing organs. Blood samples were kept on wet ice
for a maximum of 1 h before being centrifuged at 5000g for 10 min in a 4 °C refrigerated centrifuge for serum
removal. Aliquots of serum were stored at — 80 °C. Lungs, heart, gastrocnemius muscles, kidneys, brains were
harvested, weighed, divided, snap-frozen in liquid nitrogen and stored at — 80 °C.

Biochemical metabolite measurement. For ITT and GTT, glycemia was monitored every 15 min for
90 and 60 min respectively using an Accu-Chek (Roche, France) glucose meter. Organ triglyceride content was
determined on total lysate of tissues according to the manufacturer’s instruction (Biolabo 87319).

Metabolite extraction and sample preparation for NMR analyses. Metabolites were extracted
using 100% methanol and a Precellys Homogeneiser according to the manufacturer’ instructions. Full kidneys
or 100 mg of all other frozen organs were put in 1 mL for muscles or 500 uL for other organs of 100% methanol
and rapidly broken using Precellys homogenizer with ceramic beads (6 per tubes) and 6600 RPM twice 10 s with
10 s pause program at room temperature. The program was repeated again for muscles. The total lysate was put
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into 5 mL glass tubes and the Precellys tubes rinsed with 500 uL of 100% methanol. The glass tubes were hermeti-
cally closed and stored at — 20 °C. The extracts were dried under a gentle N2 flow until complete evaporation
(approximately 10-12 h), then stored at — 20 °C until NMR sample preparation, right before analysis. 800 pL of
D,0 phosphate buffer prepared as described in Ref:*! were used to dissolve the dried lysate residues by vortexing
for 30 s. Extracts were then transferred to 1.5 mL Eppendorf tubes and centrifuged at 13,000 rpm for 1 min at
4°C. 550 pL of supernatant were transferred to 5 mm NMR tubes. 100 uL of serum were diluted with 100 pL of
D,0 phosphate buffer and directly transferred to 3 mm NMR tubes. Organ triglyceride content was determined
on total lysate according to the manufacturer’s instructions (Biolabo 87319).

NMR data acquisition and processing.  All organ extracts and serum NMR spectra were obtained on a
Bruker Avance III spectrometer operating at a 1H frequency of 800.14 MHz, equipped with a 5 mm TXI probe.
The serum samples were measured on a Bruker 600 MHz NMR spectrometer equipped with a 5 mm TCI cryo-
probe. All spectra were acquired at 303°K. The NMR samples were maintained at 4 °C before data acquisition
and handled by a Bruker Sample]et high-throughput sample changer. Standard NOESY and CPMG with water
presaturation 'H 1D NMR spectra were acquired on each sample, with 128 scans (512 for serum) and a spectral
width of 20 ppm. For both sequences, the relaxation delay was set to 4 s. 2D NMR experiments (‘H-'"H TOCSY,
'H-'3C HSQC and J-Resolved) were recorded with standard parameters*! on a subset of samples to achieve
peaks assignment of the metabolites signal. All free induction decays (FIDs) were multiplied by an exponential
function leading to a 0.3 Hz line-broadening factor before Fourier transform. '"H-NMR spectra were manually
phased and referenced to the 5.230 glucose doublet using Topspin 3.6 (Bruker GmbH, Rheinstetten, Germany).

NMR spectra analyses. The identification of the metabolites was carried out from the 'H 1D NMR data
using the software ChenomX NMR Suite 8.0 (ChenomX Inc., Edmonton, Canada) and confirmed from analysis
of 2D 'H-'H TOCSY, 'H-"*C HSQC and J-Resolved NMR spectra. Metabolite concentrations were determined
from the 'H 1D NOESY experiments using ChenomX software. A pure lactate solution (1 g/L, Fisher) was used
asa concentration reference and exploited using the ERETIC2 utility from TopSpin to add a digitally synthesized
peak to a spectrum™. The relative abundance of NMR observed lipids massifs were determined by global spec-
tral integration: (CH3-, 0.86-0.91 ppm; ~-CH2-, 1.25-1.30 ppm; CH2-CH2-CO, 1.55-1.62 ppm; CH2-CO,
2.22-2.26 ppm)'®.

Statistics. All data were expressed as the mean + SD. Statistical comparisons were performed using Student’s
t-test.

Data availability
The data used in this study are available upon request. NMR spectra were deposited at the Metabolight database
(https://www.ebi.ac.uk/metabolights/MTBLS2521).
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Etude par RMN d'’ilots pancréatiques humains et de
lignée murine lors de conditions pathologiques mimant
le diabete de type 2

Cette étude est le coeur de ma thése. J'ai pris part a celle-ci en mettant au point et réalisant
I'ensemble des expériences (al’exception du réglage du spectrométre RMN et de I'acquisition
des images MET). De plus j’ai mis en forme les données, interprété les résultats, rédigé
I'introduction et assemblé les figures.

L’objectif principal de cette étude était de relier des altérations des consommation/sécrétions
de métabolites au défautfonctionnel desilots pancréatiques humains et de la lignée  murine
INS-1E lors de gluco- et/ou lipotoxicité. Ensuite, nous avons cherché a comprendre, en accord
avec la littérature, quelles voies métaboliques et quelles enzymes étaient liées au défaut
fonctionnel desflots dans ces conditions. Nous avons aussi questionné la différence entre des
flots 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 flots humains
en utilisant la lignée de cellules B murine INS-1E.

Nous avons mis en avant un défaut de contenu et sécrétion d’insuline des flots pancréatiques
humains en gluco- et glucolipotoxicité. L'étude métabolomique a mis enavant 2 métabolites :
le pyruvate est le citrate significativement sursécrétés en gluco- et glucolipotoxicité. Les
guantifications d’expression et de régulation de la PDH et OGDH, deux déshydrogénases
mitochondriales respectivementimpliquées dans I'utilisation du pyruvate et du citrate par la
mitochondrie, montrent une tendance a 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 a la synthése etlasécrétion d’insuline. llexpliquerait, en partie, la perte de fonction
de ce modele en condition de gluco- et glucolipotoxicité. Nos études métabolomique mettent
enavant des différences métaboliques entre lesflots pancréatiques humains de donneursains
et de donneurs diabétique de type 2, dont des sursécrétions de pyruvate et citrate dans les
flots de donneurs diabétiques. Le profil de sursécrrétion de métabolites ainsi que I'altération
de I'expression d’'OGDH ont également été retrouvés dans la lignée de cellules B INS-1E.
Toutefois, nous avons mis en évidence dans ces cellules, une utilisation du citrate dans la voie
de la synthese de triglycérides menant a une fuite similaire de carbones du cycle du citrate
apreés la gluco- et la glucolipotoxicité.

En conclusion ces résultats mettent en avant un défaut fonctionnel du métabolisme
mitochondrial dans les deux modeles au cours de la gluco- et la glucolipotoxicité. Ce défaut
fonctionnelmeéne a une fuite mitochondriale de carbones sousforme de pyruvate et de citrate
nécessaires a la synthese et la sécrétion régulée d’insuline.
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Summary

Progressive decline of pancreatic beta cell function is central to the pathogenesis of type 2
diabetes (T2D). Here we explore the relationship between the beta cell and its nutritional
environment questioning how an excess of energetic substrate leads to an alteration of the
production of energy and related insulin secretion. Changes in intracellular metabolite
homeostasis are key markers of T2D islets but the modifications of the cell metabolite
exchanges with their environment remains unknown. We addressed this question using nuclear
magnetic resonance-based metabolomics and evaluated the consumption or secretion of 31
extracellular metabolites from healthy and TD2 human donor islets in culture. Islets were also
cultured under high glucose and/or high palmitate to induce a gluco-, lipo- and glucolipo-
toxicity. Biochemical analyses revealed drastic alterations of pyruvate and citrate pathways
which appear to be associated to mitochondrial oxoglutarate dehydrogenase (OGDH)
downregulation. We then repeated our metabolomic investigation on beta-pancreatic cell line
(INS-1E) derived from rat insulinoma. Our results evidence common OGDH downregulation
with a clear effect on pyruvate and citrate pathways. However, instead of being secreted out of
the cell as for human islets, citrate is targeted toward lipogenesis in the INS-1E cell line. Our
results demonstrate the ability of metabolomics approaches performed on culture media to
easily discriminate TD2 from healthy and functional islets.

Introduction

Beta cells from pancreatic islets secrete insulin in response to glucose stimulation. Chronic
exposure of beta-cells and human pancreatic islets to supraphysiological glucose concentration
(glucotoxicity) impairs their glucose stimulated insulin secretion (GSIS) 2. Moreover, multiple
studies have shown a negative impact of high free fatty acid concentration (lipotoxicity) on
beta-cell function and mass . Altogether, physiological gluco- or lipo- toxicities lead to type 2
diabetes (T2D), in which beta-cell dysfunction is pointed to be a hallmark *3. The mechanisms
of this loss of function remains unknown. However, mitochondria seem to play a key role as
the increase of the ATP/ADP ratio has been shown to lead to the exocytosis of insulin granules.
The increase of ATP/ADP ratio during glucose stimulation is related to a thigh link between
glycolysis and mitochondrial metabolism °. Glucokinase expression and low level of lactate
dehydrogenase allow beta-cell to efficiently convert glucose into pyruvate, which is
incorporated into the tricarboxylic acid (TCA) cycle and oxidative phosphorylation to increase
ATP production °. Chronic exposure to a high glucose concentration reduces beta-cell ATP
production, altering insulin content and secretion of both pancreatic islets and beta cell line '~
13

The question of how the axis glycolysis-TCA-insulin secretion is impaired in T2D, or during
chronic glucolipotoxicity in in vitro conditions, is still largely unresolved *. Multi-omics
analyses were performed to answer these questions. Intracellular metabolomic analyses
performed on beta-cells during glucotoxicity and/or lipotoxicity treatments highlighted
mitochondrial metabolic perturbations '>!°. During chronic exposure to a high glucose
concentration, murine beta-cells lines evidenced a rerouting of glucose toward glycerol and an
increase of lipid production in rodent !7. Lastly, transcriptomic and proteomic analyses were
obtained from isolated islets from drug-induced diabetic mice model, showing an alteration of
mitochondrial metabolism. This impairment was associated to mitochondrial TCA enzymes
downregulation while glycolysis-associated enzymes were upregulated '8, Independently,
phosphoproteomic analyses performed on isolated islets from db/db obese mice model showed
specific pyruvate dehydrogenase inhibition through phosphorylation and reduction of the two
mitochondrial dehydrogenases implied in TCA cycle, namely isocitrate dehydrogenase (IDH)
and oxoglutarate dehydrogenase (OGDH) '°. Finally, a recent review on metabolic
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investigations points that most metabolomic analyses focused on intracellular metabolome but
never on extracellular metabolite consumption or secretion in islet environments. Moreover,
only few studies were performed on human isolated islets and most of them using rodent cell
lines and islets 2°.

In this study, we used proton nuclear magnetic resonance (NMR) metabolomics approaches to
investigate the metabolic alterations of both humanislets and INS-1E cell line. The human islets
and murine beta cell line INS-1E were cultured under high glucose exposure, to mimic
glucotoxicity, high palmitate exposure, to mimic lipotoxicity and both high glucose and
palmitate exposure, to mimic glucolipotoxicity. We evidence functional and metabolic
alterations of both models in the context of gluco-, lipo-, and glucolipo- toxicities. Our data
confirm the alterations of mitochondria metabolism and show that mitochondrial pyruvate and
citrate dehydrogenases are modified checkpoints in glucolipotoxic conditions. Interestingly,
such metabolic alterations allow the straightforward discrimination of functional and non-
functional islets.

Results

The glucolipotoxicity-induced increased glucose intake promotes a glucose-stimulated
insulin secretion loss of function and secretome remodeling in human islets

To study the metabolic features associated with the secretion of insulin in beta-cells, we studied
cultures of human pancreatic islets isolated from eleven donors (from DI to D11) (Fig. SIA;
Table 1), among which two were isolated from known type-2 diabetes (T2D) donors (D10 and
Dl11). Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) measurements were performed to assess
beta-cell function after isolation from donors and culture in the presence of 5 mM of glucose
control condition medium. Seven batches of 1slets showed a basal insulin secretion below 1,000
mU/L/50 islets/45 mn (D1-D7) and four others harbored higher secretion levels (D8-D11) (Fig.
S1B). As expected, D10 and D11 batches from T2D donors did not react to GSIS testing (Fig.
1A, and S1).

We observed that after 48 h of culture in the presence of 25 mM glucose and 0.1 mM palmitate
GSIS failed and insulin content (IC) was decreased by more than 50%, validating a
glucolipotoxicity-induced beta cell dysfunction. Glucotoxicity alone, but not lipotoxicity alone,
produced GSIS failure and strong IC decrease (Fig. 1A, 1B, and S1; p<0.05). To investigate the
islets metabolic profiles in relation to their GSIS properties and their ability to adapt to chronic
nutritional stresses, islet batches was dispatched (300 islets per tubes) and subjected to altered
culture conditions (6 replicates by condition). After 48 hours of culture, the supernatant was
collected for nuclear magnetic resonance (1H-NMR) analyses. Sextuplicate of each batch was
necessary to achieve robust quantification of the metabolite consumption or production,
independently of the natural islet size variation for a given donor as illustrated in Fig. S1A.

All cell culture supernatants delivered high-resolution NMR spectra that displayed sharp peaks
typical of small molecules. The careful analysis of the 'H 1D and the two-dimensional ‘H-'H
and 'H-13C NMR spectra led to the identification and quantification of 31 metabolites among
each batch of islet, in control conditions versus gluco-, lipo- and glucolipo-toxicities (Table 2).
Multivariate data analyses were firstly performed to determine the metabolite secretome
differences between healthy- and T2D-derived islets in control culture conditions. Principal
component analysis (PCA) was first conducted to check the homogeneity of the samples. No
biological or technical outliers were identified. PCA was not sufficient to discriminate islets
relative to their positive or negative GSIS response (Fig. S2A). To optimize the discrimination
between islets metabolic profiles and identify functional metabolic signatures, a supervised
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analysis of the NMR metabolic profiles was conducted by O-PLS-DA 2!. We obtained a clear
discrimination between positive or negative GSIS response, as illustrated in Fig. 1C and S2, as
assessed by high values of goodness-of-fit model parameters R* and Q2 These two components
relate respectively to the explained and predicted variance in the model (R%(X)= 0.489; R*(Y)
=0.94; Q*>=0.914). The discrimination robustness was further validated by re-sampling 1000
times the model under the null hypothesis showing a clear decrease of R? and Q?with the
correlation between the original and permuted class information Y matrices (data not shown).
The model statistical significance was assessed by a p-value 9.25x1072, calculated by analysis
of variance (CV- ANOVA). Out of the 31 quantified metabolites, 4 metabolites (citrate, alanine,
glutamate and lactate) presented a significant contribution to the statistical model as shown by
Variable Importance in Projection for independent variables (VIP) values superior to 1.5. O-
PLS-DA multivariate analyses were also performed under glucolipotoxicity conditions and
showed equivalent positives and negative islets discrimination (R2(X)=0.682; R2(Y) = 0.923;
Q2 =0.871) (Fig. S2). Alanine, pyruvate and citrate appeared to have a significant influence on
the model discrimination, and glutamate and lactate were slightly under the VIP=1.5 threshold.
Altogether, alanine, pyruvate and citrate appeared as biomarkers of the human islets’
dysfunction both in control and glucolipotoxicity conditions (Fig. S2).

The impact of gluco-, lipo- and glucolipo-toxicities conditions could only be assessed for D1
to D5 and D8 donors (Table 1). The 3 conditions induced significant alterations of metabolite
secretion that could be discriminated from control by O-PLS-DA analyses (Fig. 1D).
Interestingly, glucolipo- (Fig. S3A) and gluco-toxicities (Fig. S3B) induced similar
perturbations, with pyruvate, citrate, alanine and lactate being the most discriminating
metabolites, while lipotoxicity alone impacted the secretion of a different set of metabolites
(isoleucine, tryptophan, glutamate) (Fig. S3C).

Table 2 show metabolite absolute quantity in nanomol in medium before islets incubation and
after 48 h exposition allowing the determination of metabolite consumption or secretion rate in
nmol per 300 islets per 48 h. Glucose was the most consumed metabolite with 271 (+/- 107)
nmol for healthy donors and up to 839 (+/- 57) nmol (D10) consumed per 300 islets/48 h. No
correlation could be drawn for glucose consumption in normal conditions between healthy and
T2D donors- derived islets. The same observation was performed under glucolipotoxicity
where glucose consumption could not discriminate positive and negative islets. Islets glucose
consumption was increased upon glucolipotoxicity by 1.5 (D4) and up to 5-fold (D3). These
results confirm that human islets do not regulate glucose entry under excess conditions, in
accordance with other reports in the literature >2. Although lactate was identified as a biomarker
to discriminate positive from negative islets, its secretion ranged from 55 (+/-30) nmol (DS5) up
to 984 (+/-25) nmol (D10) with sometimes a similar secretion for healthy islets D3 (680 (+/-
63) nmol) and TD2 islets D11 (695 (+/-123) nmol). The ratio of lactate secretion between
normal and glucolipotoxicity oscillates between 1.3 (D3, D10, D11) and 2.5 (D4) without any
clear link with islet functionality. Altogether the variability of lactate secretion precludes its
utility as a candidate biomarker of islet dysfunction.

Pyruvate and citrate secretion are biomarkers of healthy islets alteration in the glycolysis-
TCA-insulin secretion pathways

A correlogram was performed to compare GSIS, IC and metabolite secretome features only
from D1 to D5 (Fig. 1E). As expected, IC and GSIS were strongly correlated indicating that
high insulin storage is associated with the capacity of insulin secretion. Alanine, citrate and
pyruvate secretions were associated to both IC and GSIS (p<0.001). We observed in healthy
islets, a very low citrate secretion (<10 nmol) in control condition while pyruvate secretion
reached 30 nmol (Table 2). The pyruvate and citrate secretions were significantly increased in
TD2 islets (D10 and D11; p<0.01) (Fig. 1F, and 1G). In glucolipotoxic conditions, pyruvate
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secretion reached more than 100 nmol and citrate secretion more than 20 nmol (Table 2; Fig.
1F, and 1G). Statistical analyses comparing healthy derived islets and T2D derived islets
confirmed significant increase of pyruvate (p<0.01) and citrate secretion (p<0.01). We conclude
that culture condition, especially under high glucose concentration, can exacerbate a citrate and
pyruvate oversecretion well observed for TD2 islets. This observation is readily confirmed on
a plot of citrate secretion as a function of pyruvate secretion, that highlights a clear linear shift
from islet positive under glucolipotoxicity to islet negative under normal conditions (Fig. 1H).
Overall, these data point citrate and pyruvate secretion as quantitative biomarkers of islet
alteration and loss of insulin secretion upon glucolipotoxic conditions.

Previous proteomic and phosphoproteomics studies evidenced specific mitochondrial enzymes
modifications associated to diabetic mice model '¥!° but natural variation ok key metabolic
enzymes is well observed between rodent and human islets 2. Thus, we focused on
mitochondrial dehydrogenases (pyruvate dehydrogenase (PDH) and its phosphorylated form
(pPDH), mitochondrial isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2) and oxoglutarate dehydrogenase
(OGDH)). Quantitative immunoblots of the three dehydrogenases showed a decrease in OGDH
expression around 50% after exposure to glucotoxicity for four islets (D1, D5, D6 and D7) and
no decrease for only one islet (D4) producing an overall significant decrease in OGDH
(p<0.09). PDH and IDH2 expressions were not modified as well as the pPDH/PDH ratio (Fig.
1T and S5A). Moreover, mitochondrial dehydrogenase expression was not clearly affected in
DT2 islets (Fig. S5B).

Rodent INS-1E beta-cell confirm and modulate glucolipotoxicity related stoppers in the
glycolysis-TCA-insulin pathways

The study of metabolic stress conditions on islets was replicated on INS-1E cell line, the most
widely studied model of beta cell derived from rat insulinoma. Surprisingly, high glucose
exposure during 48 hours was the only condition inducing GSIS failure in INS-1E cells, as
GSIS was enhanced by glucolipotoxicity by 72% and presented a tendency to be enhanced
during lipotoxicity (Fig. 2A). However, INS-1E beta-cell presented a 50% decrease of IC
content after glucolipotoxicity and glucotoxicity but not lipotoxicity (p<0.001) (Fig. 2B) in total
accordance with human islet alterations (Fig. 1B). Additionally, we have measured cell growth
and oxygen consumption rates (OCR) as a marker of ATP regeneration capacity of cells.
Results showed that glucotoxicity alone reduced cell amount of 13% after 72 h of culture (p <
0.05) when cell amount was reduced from 32% and 38% by glucolipo- and lipo- toxities only
after 24 h (p<0.001 and p<0.0001 respectively) (Fig. S6A). OCR was also measured between
control and glucolipotoxity in permeabilized cells directly supplied with pyruvate and ADP. It
revealed a clear decrease of oxygen consumption by 85% (p<0.01) after glucolipotoxicity
treatment (Fig. 2C, S4B and S4C). Altogether these data indicate that glucolipotoxicity
influences cell viability and may impact mitochondria ability to use pyruvate.

As for human islets, Table 3 presents the metabolite absolute concentration in medium before
INS-1E incubation and after 48 h of incubation which allow the determination of metabolite
consumption or secretion rate in nmol per million cells per 48 h. Glutamine, glucose and
arginine were the most consumed substrates by INS-1E cells while catabolic products such as
glutamate, alanine and lactate were the most secreted. As for human islets analyses, a
correlogram was used to identify metabolites correlated to both INS-1E GSIS and IC treated
with control, gluco-, lipo- and glucolipotoxicity. However, as loss of GSIS and IC were not
correlated upon glucolipotoxicity response (Fig. 2A, and 2B), the identification of metabolites
with a significant variation shared between both GSIS and IC was irrelevant unlike for human
islets (Fig. 2D). Particular to INS-1E, we identified 9/27 metabolites significantly modified in
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the culture supernatant that were related to IC alteration while 12/27 other metabolites
correlated to GSIS alteration. Altogether, 21/27 metabolites were modified to INS-1E loss of
function.

As for Human islets, pyruvate secretion by INS-1E cells upon glucolipo- and gluco- toxicity
showed a 2.5 folds oversecretion after 48 h (2.07 pmol, and 2.37 pumol respectively, vs 0.86
umol in control conditions) but no changes after lipotoxicity (Fig. 2E; Table 3 p<0.001). On
the other side, citrate secretion was decreased by almost 25% upon gluco-, lipo- and glucolipo-
toxicities (0.16 pmol, 0.14 umol and 0.12 pmol respectively, vs 0.2 pmol in control conditions)
(Fig. 2F; Table 3 p<0.001).

Concomitant analyses of INS-1E exometabolome with traditional endometabolome
investigation under glucolipo-, gluco- and lipo- toxicities showed citrate accumulation in cells
around 0.08 mM +/- 0.009 (p<0.01) (Fig. S6 and data not shown) that cannot explain the
reduction of 0.1 umol/106 cells /24 h observed during glucolipotoxicity (Table 3; Fig. S6A).
Glycerol accumulation raised from 0.03 to 0.102 mM/10° cells (Fig. S6 and data not shown) as
well as triglycerides (from 10 to 68 pumol/10° cells) during glucolipotoxicity (Fig. S6B and
S6C). Triglycerides secretion was evident with a secretion from 6 to 132 pmol/10° cells/24 h)
during glucolipotoxicity (Fig. 2G). We interpret that citrate metabolism could be rely on lipid
synthesis. Indeed, part of citrate produced by mitochondria can be relocated into the cytoplasm
and feed de novo lipogenesis pathway (Fig. 2H). Additionally, for INS-1E model several
enzymes of de novo lipogenesis were monitored and quantified: fatty acid synthase (FAS),
Acetyl-CoA carboxylase (ACC) and ATP citrate lyase (ACLY)). Glucolipotoxicity increased
ACLY and FASN quantities more than 2 folds (p<0.01 and p<0.05 respectively) but did not
affect significantly ACC. Lipotoxicity alone did not affect the relative quantity of any lipogenic
enzyme in INS-1E after 48 h. Glucotoxicity alone increased the ACLY, ACC and FASN
relative quantity (Fig. 2I).

Then we profiled mitochondrial dehydrogenase expression as for human islets. IDH was not
downregulated, we observed a clear diminution of OGDH quantity or glucolipotoxicity (39%,
p<0.05) and for glucotoxicity (44%, p<0.05). Lipotoxicity did not affect any dehydrogenase
levels but pPDH was clearly decreased with a pPDH /PDH ratio was decreased by 42%, a
feature that was not observed in human islets (Fig. 27).

Discussion

In this study, we performed a comprehensive characterization of the metabolites secreted and
consumed by human pancreatic islets in culture under various conditions, using NMR
metabolomics approaches. We evidenced a clear discrimination of islets derived from healthy
donors and T2D donors. Islets from TD2 donors consumed more glucose and secreted higher
amounts of pyruvate and citrate than islets originating for healthy donors. These results
indicated that the glycolysis to TCA axis was significantly dampened in the context of T2D.
Similar changes were observed in healthy donors and INS-1E cells exposed to chronic high
glucose. Our results demonstrated that glycolysis was upregulated in diabetic islets, as they
manifest a clear increase in glucose consumption and pyruvate and lactate secretion. These
results are in great accordance with the upregulation of selected glycolytic enzymes that was
observed in T2D rat islets ?* and in rat islets and cell lines cultured in the presence of high
glucose concentration 1819.25.26,

We also demonstrate that glucolipotoxic conditions induced a downregulation of mitochondrial
OGDH 1in islets from healthy donors and INS-1E cells. This downregulation is expected to be
associated with a reduction of the TCA rate, and a reduction of ATP synthesis and insulin
secretion. Contrary to previous reports done on rodent islets and based on combined
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transcriptomic-proteomics analyses !® or combined proteomics-phosphoproteomic analyses !9,
IDH2 expression was not downregulated in owr study and the pPDH/PDH ratio modification
observed by both research groups was only evidenced in INS-1E cells but not in human islets.
These discrepancies are likely to be related to the well-described human to rat models
disparities, that have long been reported in the literature 23 and recently reviewed in the context
of metabolomics studies 2.

Our investigation of INS-1E cells reveals that both mitochondria oxygen consumption and
coupling efficiency were impaired. These modifications may be associated with the incapacity
of increased intracellular glucose to elevate cytosolic ATP levels and to drive glucose-
stimulated insulin release. Contrary to islets that secreted citrate and pyruvate, we observed a
clear augmentation of triglyceride secretion by INS-1E cells in the presence of elevated glucose
concentration, and the over-expression of the lipogenic enzymes ACLY, ACC and FASN. An
augmentation of the triglyceride biosynthesis was also observed in islets isolated from obese
mice models of diabetes ?’. The low activity of ACLY, the first enzyme involved in de novo
lipogenic pathway, in human islets (24 nmol product/min/mg protein) in comparison with rat
islets (96 nmol product/min/mg protein) ® could be an explanation to the functional
discrepancies between the human and rodent models. Globally, these data suggest that high
glucose alone may be sufficient to drive functional changes in rat INS-1E cells and open the
question that rodent islets but not human islets would be able to activate de novo lipogenesis
pathway 2°.

Altogether, our NMR-based metabolomics results of pancreatic islets and INS-1E cells, support
amodel where higher concentrations of glucose trigger a functional alteration of beta cells that
is associated with the failure of GSIS and IC and a profound adaptation of cell and mitochondria
metabolism (Fig. 3). The excess of energy brought by the increase of intracellular glucose is
processed either toward the secretion of pyruvate and citrate (in the case of islets) or pyruvate
and triglyceride (in the case of INS-1E cells). This model provides an integrated support
compatible with our previous work that evidenced the role of mitochondria-ER contact and
mitochondrial dehydrogenases in the diabetic disease progression 2 (Fig. S5C).

Methods

Ethic statement

Human islets were isolated from pancreas of 9 non-diabetic and 2 diabetic multiorgan donors
(Table 1) with the approval of the Ethics Committee of the University of Lyon. Human pancreas
were collected from brain-dead organ donors after informed consent was obtained in writing
form from family members. Human islets isolation was performed by the European diabetes
study center (CEED, Strasbourg, France), Geneva university hospitals (ECIT collaboration,
Geneva, Switzerland) and Laboratory of cellular therapy for diabetes (LCTD, Montpellier,
France).

Human islet isolation and culture

Human islets were isolated by enzymatic digestion and density gradient purification from
pancreatic samples of multiorgan donors, as detailed elsewhere %°. Isolated islets were then
cultured in DMEM medium at 5.5 mmol/l glucose until experiments were performed. Islets
pictures were taken using ZEN Microscope version 2012 (Carl Zeiss Microscopy GmbH).
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Cell culture

Human islets were cultured 1 day in DMEM (Dutcher L0064-500) supplemented with 5 mM
glucose, 10% FBS, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 g/ml streptomycin. For
specific metabolomic culture condition, the medium was replaced with DMEM without phenol
red Pan Biotech P04-01548), and supplemented with 10% FBS, 4 mM glutamine 100 U/ml
penicillin, and 100 g/ml streptomycin, 5 or 25 mM glucose (Sigma-Aldrich G8270-100G) and
0.017 mM BSA (Roche diagnostic 10 775 835 001) or 0.1 mM palmitate: BSA (6:1) (Sigma-
Aldrich P0500-10G).

INS-1E beta-cells (RRID:CVCL_0351) were grown in a humidified atmosphere (5% CO», 95%
air at 37 °C) in RPMI (Dutcher L0501-500) supplemented with 10 mM glucose, 5 % FBS, 4
mM Pyruvate, 4 mM glutamine, 50 uM B-mercaptoethanol, 100 U/ml penicillin, and 100 g/ml
streptomycin. For specific metabolomic culture condition, the medium was replaced by DMEM
without phenol red and supplemented with 5% FBS, 4 mM glutamine 100 U/ml penicillin, and
100 g/ml streptomycin, 10 or 25 mM glucose and 0.017 mM BSA or 0.1 mM palmitate: BSA

(6:1).

Insulin assay

Human Insulin-Specific RIA (radioimmunoassay) was carried out at the Lyon-Sud hospital
(CBS, Lyon, France). 50 human islets were preincubated 2 h at 37°C in DMEM 5 mM glucose
containing 5% FBS, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 g/ml streptomycin. Next,
human islets were incubated 45 min with 5.5 mM glucose in the same medium and challenged
45 min with 25 mM glucose to measure the glucose stimulated insulin secretion (GSIS) capacity
of each batch of islets. Supernatants were collected after both 45 min incubation periods.
Cellular insulin content was extracted by an overnight incubation in ethanol acid on 50
equivalent islets (IEQ). The samples were analyzed on the Cobas e4ll and on the
AutoDELFIA. For the Cobas e411 analysis of insulin, the following reagents were used: Insulin
CalSet, PreciControl Multimarker, PreciControl Multianalyte, PreciControl in the Centre de
Biologie et de Pathologie Sud. A detection interval from 0.200—1,000 pU/ml or 1.39-6,945
pmol/l was defined by the manufacturer [COBAS Kit-insert Insulin, Roche Diagnostics, 2011].
The assays used for the measurements on AutoDELFIA were B080—101 with a detection limit
of 3 pmol/l and measurement interval 3—1,000 pmol/l [AutoDELFIA Insulin Kit insert B0O80-
101, PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Turku, Finland, 2003]. All measures were
normalized on islets number.

INS-1E insulin assay was performed by ELISA (ALPCO 80-INSMS-E01) according to the
manufacturer’s instructions and normalized on cell number. Briefly cells were preincubated 2
hat 37 °C in Krebs-Ringer bicarbonate HEPES buffer (NaCl 125 mM; KC1 4.74 mM; NaHCO3
5 mM; CaCl, 1 mM; MgSOs 1.2 mM; KaHPO4 1.2 mM; HEPES 25 mM; pH 7.4) containing
0.1% BSA and 5 mM glucose. For GSIS experiments, cells were incubated for 45 min in the
same medium and then challenged 45 min with 30 mM glucose in the same medium.
Supernatants were collected after both 45 min incubation periods. Cellular insulin content was
determined on overnight acid-ethanol—extracted lysates.

Triglyceride assay

Triglyceride content and secretion were quantified according to the manufacturer’s instruction
(Biolabo 87319) using glycerol from Sigma-Aldrich as standard and then normalized by the
cell number.

Western Blot

Cell extracts from approximately 3,000 Human islets and 107 INS1-E cells were migrated on a
10% SDS-PAGE and transferred to PVDF membrane using a Bio-Rad Trans-Blot Turbo
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Transfer System and blotted using anti tubulin (Sigma-Aldrich T5168), anti ACC (Cell
Signaling #3676), ACLY (Cell Signaling #4332), Calnexin (Santacruz sc-6465), FASN (Cell
Signaling #3180), IDH2 (Elabscience E-AB-11319), OGDH (Cell signaling #26865), PDH
(Abclonal P08559), pPDH (Cell signaling #31866). The proteins of interest were revealed by
enhanced chemiluminescence detection (Immobilon Forte Western HRP Substrate with a Bio-
Rad Molecular Imager ChemiDoc XRS+, Universal Hood II) and the signal was quantified by
using the Image Lab software.

Oil Red O staining

INS-1E cells were washed twice with phosphate buffered saline (PBS) and fixed using 3.7%
formaldehyde (in PBS) for 1 h at room temperature. The fixative was removed and replaced
with 60% isopropanol. Cells were stained for 10 min at room temperature with Oil Red O ready
used solution (Merck, Darmstadt, Germany). Cells were then washed 3 times with PBS to
remove excess stain. Photos were taken using ZEN Microscope version 2012 (Carl Zeiss
Microscopy GmbH).

Oxygen consumption rate

INS-1E permeabilised cells were pelleted and resuspended in 100 pul KRBH supplemented with
0.5% free fatty acid BSA. Oxygen consumption rate (OCR) was measured at 37°C using a
Clark-type electrode (Mitocell MT200 with a 782 Oxygen meter, Strathkelvin Instruments).
Digitonin (50 uM) was added during 10 min to permeabilise cells. Pyruvate (2 mM) and ADP
(2 mM) were used as respiratory substrates and were added during OCR acquisition.

Sample preparation for NMR analyses

Metabolite concentrations were measured in supernatants of INS-1E cell or human islets. Cells
were seeded at a density of 0.3 x 106, 0.32 x 106, 0.38 x 10° or 0.42 x 10° cells per well for
control, glucotoxicity, lipotoxicity or glucolipotoxicity conditions respectively in order to
obtain the same number of cells upon supernatant collection (48 h after medium exchange, see
Fig. S6). Cells were cultured in 12-well dishes with 2 ml of culture medium. After 60 h, the
medium was replaced by 600 gl of conditioned medium, and the culture was prolonged for 24
or 48 hours as indicated. Control media without cells were processed along to determine the
initial metabolite concentrations. At the end of the culture, supernatants were collected after
centrifugation, snap-frozen and stored at -20°C until NMR analyses. For the NMR samples
preparation, 540 ul of culture supernatants were supplemented with 60 zl of phosphate buffer
pH 7.4 (162mM NaxHPO4, 34 mM NaH,PO4, 1 mM TSP, and 2 mM NaNs in 100% D,O)
[18007604 Beckonert 2007] and vortexed. Samples were analyzed in 5mm NMR tubes
containing 550 ul of the sample mix. Control culture media were analyzed in parallel during
each NMR session.

NMR analysis and data processing

High-resolution NMR analyses were carried out at the very high field NMR center (CRMN,
Lyon, France). All NMR experiments were acquired at 30.0°C on a 600 MHz Bruker NMR
spectrometer equipped with a 5 mm TCI cryoprobe. A cooled Samplelet autosampler enabled
high throughput data acquisition. A standard '"H-1D NMR pulse sequence nuclear Overhauser
effect spectroscopy (NOESY) with z-gradient and water presaturation (Bruker pulse
program noesygpprld) was recorded on each sample, with a total of 128 transient free induction
decays (FID) and a spectral width of 20 ppm, and a relaxation delay was set to 4 seconds. The
NOESY mixing time was set to 10 milliseconds, and the 90° pulse length was automatically
determined for each sample (around 13 us). The total acquisition time of each sample was 12
minutes and 15 seconds.
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All free induction decays (FIDs) were multiplied by an exponential function corresponding to
a 0.3 Hz line-broadening factor prior to Fourier transform !H-NMR spectra which were
manually phased and referenced to the glucose doublet at 5.23 ppm using TopSpin 3.6 (Bruker
GmbH, Rheinstetten, Germany).

Metabolite identification and quantification

Identification of the metabolites was carried out from the 1D NMR spectra using the software
Chenomx NMR Suite 8.0 (Chenomx Inc., Edmonton, Canada) and confirmed from analysis of
2D 'H-'H TOCSY, 'H-13C HSQC, and 'H J-Resolved NMR spectra recorded with standard
parameters. The measured chemical shifts were compared to reference shifts of pure
compounds using the HMDB database 3. Relative metabolite concentrations were determined
using Chenomx software by manual fitting of the proton resonance lines for the compounds
available in the database. The linewidth used in the reference database was adjusted to the width
of one component of the alanine doublet. A pure standard lactate solution (1 g/l, Fisher) was
used as an external concentration reference and exploited using the ERETIC2 utility from
TopSpin (Bruker GmbH, Rheinstetten, Germany) to add a digitally synthesized peak to a
spectrum 3!'. Concentrations are presented as non- normalized data. They are apparent
concentrations, as endogenous and FCS proteins were not removed from the NMR samples.

Multivariate analysis on exometabolome

Outlier’s spectrum was identified by PCA on metabolite quantifications. The between-group
differences were identified by OPLSDA coefficients on metabolite quantifications, and the
implication of specific metabolite was assessed using VIP.

The matrix was then introduced to EZinfo 2.0 software for principal component analysis (PCA)
and orthogonal partial least-squared discriminant analysis (OPLS-DA) analyses. All variables
were Pareto scaled before analysis. In order to gain an overview of the rat plasma metabolic
profiling; an unsupervised PCA method was used to give the comprehensive view of the
clustering trends for the three groups. A supervised OPLS-DA analysis technique was used to
search biomarkers based on the variable importance in the projection (VIP .1) between NC and
M. The quality of these models can be explained by R2 and Q2 values. R2 indicates the
goodness of fit displaying the variance explained in the model and Q2 indicates predictability
displaying the variance in the data predictable by the model. The values of these parameters
close to 1.0 indicating a reasonably good prediction for the constructed mathematical mode.
The quantified metabolites matrix was then introduced to Simca 15.0 software. Principal
component analysis (PCA) and orthogonal partial least-squared discriminant analysis (OPLS-
DA) were performed. All variables were Pareto scaled before analysis. Biomarkers were search
using the Variable Importance in the Projection (VIP) on supervised OPLS-DA analysis
technique between treatments. R2 and Q2 values were used to assessed quality of these models.
The goodness of fit displaying the variance explained in the model and the predictability
displaying the variance in the data predictable by the model ** were indicate respectively by R?
and Q2. These values have to be as close as possible to 1.0 to indicate a good prediction for the
model.

Correlogram and heat map

Correlation between beta cell function (GSIS and IC) and exometablome were assessed after
48 h treatment. The r cormrelation coefficients were calculated using Excel. Statistical
significance of correlation coefficients was assessed by using Student law. Heatmaps were
generated using log2(correlation coefficient fold change).
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Statistical Analysis

All data are presented as mean £ SEM. If values are paired, differences between two groups
were tested with paired Student ¢ test. If else, value normality is assessed with Jarqe-Bera test
and differences between groups were tested with Welch test. Statistical significance was
accepted when p < 0.05.

Data availability
The newly generated 1H-NMR data have been deposited in the MetaboLights database with
the following accession number MTBLS3541.
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Fig. 1: Functional analysis of human pancreatic islets and metabolite production and
secretion analyses under glucolipotoxicity

(A, B) Boxplots showing respectively stimulated/basal insulin secretion and corresponding
cellular Insulin Content (IC) of human pancreatic islets during GSIS after 48 h treatment with
indicated glucose and palmitate concentration. (n=>5 healthy human islets D1-D5, and n=2 TD2
islets D10-D11). Significance in (A) represent the difference between stimulated versus basal
insulin secretion and significance in (B) represent difference between control and treated
conditions. (C, D) 0-PLS-DA score plot derived from 1H NMR metabolite quantification
discriminating human GSIS positive islets vs non-secreting ones after 48 h in control medium
(O) and after 48 h in control vs glucolipotoxicity medium (D). The major metabolites
contributing to the cluster separation were evidenced by the derived-models VIP values detailed
in Fig. S2 and S3. (E) Log2 fold change of the correlation coefficient between islet insulin
secretion after glucose stimulation (GSIS) or insulin content (IC) and metabolite concentration
in medium after 48 h in all treatments (control, gluco-, lipo- or glucolipotoxicity) of D1-D5
islet donors. Significance represents the significativity of the calculated correlation. (F, G)
Representative high-resolution NMR spectra (upper panel) and corresponding metabolite
quantification (lower panel). P, G, C and M 1H-NMR peaks correspond respectively to
specifics peaks of pyruvate, glutamate, citrate and methionine respectively. Green lines
represent control culture condition compared to high glucose (25 mM) and high palmitate (0.1
mM) culture conditions in red. Dotted line and full line represent medium at 0 and 48 h culture
respectively. (F) Pyruvate and (G) citrate secretions of 300 pancreatic islets after 48h of
incubation with indicated culture conditions. (K) Scatter plot of pancreatic islet pyruvate and
citrate secretions after 48 h in control culture condition (green ellipse) and in high glucose (25
mM) and palmitate (0.1 mM) culture condition (red ellipse) in healthy islets (blue) and DT2
islets (black). Ellipse represents confidence interval at 95%. (I) Representative western blots
and quantitative analyses of key mitochondrial dehydrogenases namely PDH, pPDH, IDH2,
OGDH in human pancreatic islets of 5 donors (D1, D4-D7) cultured 48 h under control or
glucolipotoxicity. Student t-test was performed to compare enzyme expression between control
and glucolipotoxicity conditions. Error bars represent standard deviation, *p <0.05, **p<0.01,
*%p<0.001, ****p<0.0001

Fig. 2: Functional analysis of INS-1E beta cell and metabolite production analyses under
glucolipotoxicity.

(A, B) Boxplots showing respectively Stimulated/Basal insulin secretion and corresponding
cellular insulin content (IC) of INS-1E cells during GSIS after 48 h treatment with indicated
glucose and palmitate concentration. Significance in (A) represents the difference between
Stimulated versus Basal insulin secretion and significance in (B) represents difference between
control and treated conditions. (C) Boxplots showing oxygen consumption rate (OCR) of INS-
1E permeabilized cells after pyruvate and ADP addition following 48 h treatment in
corresponding glucose and palmitate concentration. (D) Log2 fold change of the correlation
coefficient between islet insulin secretion after glucose stimulation (GSIS) or insulin content
(IC) and metabolite concentration in medium after 48 h in all treatments (control, gluco-, lipo-
or glucolipotoxicity) of INS-1E cells. Significance represents the significativity of the
calculated correlation. (E, F, G) Pyruvate (E), citrate (F) and triglycerides (G) secretion
normalized by cell number after 48 hincubation with indicated culture conditions. (H) Pyruvate
fate in oxidative phosphorylation metabolism and de novolipogenesis. (I, J) Representative
western blot and quantitative analyses of ACLY, ACC, FASN (I) and PDH, pPDH, IDH2,
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OGDH (J) in INS-1E cells. Emror bars represent standard deviation. *p<0.05, **p<0.01,
kDP<0.001, ****p<0.0001.

Fig. 3: Model presenting how glucolipotoxicity could trigger a mitochondrial bypass that
leads to metabolite excretion rather than energy production.
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