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Introduction

. La cellule B pancréatique, cellule clé dans le maintien de
I’lhoméostasie glucidique

I.1. Le pancréas : Glande amphicrine, anatomie et histologie
Le pancréas est une glande amphicrine, possédant a la fois des fonctions exocrines et endocrines,
annexe au tube digestif et localisé dans la partie haute de I"'abdomen, derriére I'estomac. Chez
I’'humain, le pancréas mesure entre 14 et 18 cm de long, 2 a 9 cm de large et épais d’environ 3 cm. I
pése entre 50 et 100 g et peut étre divisé en trois parties : la téte, le corps et la queue, sans frontiére
physique délimitant les différentes parties. La téte du pancréas est une partie en forme de « C » qui
s’aligne avec la courbure de la partie supérieure du duodénum. Le corps est quant a lui situé sous
I'estomac et s’étend de maniére quasiment horizontale d’un point de vue anatomique. La queue du

pancréas est en contact avec la face inférieure de la rate (1, 2) (Figure 1).
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Figure 1 : Anatomie macroscopique du pancréas humain. (Adapté de Dolensek et al., 2015)
Le pancréas humain est localisé dans la partie haute de I'abdomen, en arriére de I’estomac. Il est composé
de 3 parties distinctes : la téte, le corps et la queue

Chez la souris, le pancréas n’est pas un organe aussi bien défini et délimité que chez I’humain mais
possede une forme plus diffuse au niveau du mésentére de l'intestin proximal. D’un point de vue
anatomique, il peut étre divisé en trois lobes : le lobe splénique, le lobe gastrique et le lobe duodénale.
Le plus grand lobe est le lobe splénique qui représente plus de 50% du volume total du pancréas (VTP)
qui s’étend horizontalement entre le duodénum et la rate (peut étre assimilé au corps et a la queue
chez I’humain). Le lobe duodénal est situé dans le mésentere entourant le duodénum et est assimilé a
la téte du pancréas chez I’humain. Pour finir, le lobe gastrique est la partie la plus petite du pancréas

chez la souris et est parfois considéré comme une continuité du lobe splénique (2) (Figure 2).
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Figure 2 : Anatomie macroscopique du pancréas de souris. (Adapté de Dolensek et al., 2015)
Le pancréas de souris présente une forme diffuse et se localise au niveau du mésentere intestinale. Il est
composé de 3 lobes : le lobe splénique, le lobe gastrique et le lobe duodénale

La partie exocrine est principalement liée a des fonctions de digestion du bolus alimentaire et
représente environ 95 a 98 % de la masse totale du pancréas, alors que le pancréas endocrine a une
fonction majoritaire dans le maintien de ’homéostasie énergétique et représente 2 a 5% de la masse

totale du pancréas (3).

I.1.1.Pancréas exocrine
Le pancréas exocrine, se compose de deux parties distinctes, le systéeme acinaire et le systeme ductal
(Figure 3). Les cellules acinaires composent la majeure partie des cellules du pancréas (~ 82% du
volume total du pancréas), ont une forme pyramidale et se regroupent en une structure appelée
« Acinus », ou les cellules sont reliées entre elles par des « Gap junctions » (4), leur permettant
d’assurer une communication chimique et électrique intercellulaire (5). Le role majeur de ces cellules
est de produire, stocker et sécréter différentes hormones digestives, tels que I'a-amylase, des lipases,
des protéases ainsi que des nucléases qui vont dégrader au cours de la digestion, les sucres, les lipides

et les protéines, respectivement.
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Figure 3 : Représentation schématique du pancréas exocrine et de sa composition cellulaire.
(Adapté de Marino & Gorelick., Pancreatic and Salivary Glands)
Le pancréas exocrine est composé de deux types cellulaires : les cellules acinaires et les cellules ductales
assurant un réle dans la digestion du bolus alimentaire

L'architecture des cellules acinaires est bien organisée. Le noyau se situe au pOle basal et la cellule est
composée de nombreuses mitochondries, d’'un réticulum endoplasmique rugueux (REr) et d’un
appareil de golgi développé. Cette architecture structurée permet a la cellule une production
abondante de granules de sécrétion, appelées granules de zymogéenes, comprenant les enzymes et
pré-enzymes permettant la dégradation du bolus alimentaire, polarisées au pole apical de la cellule.
Les sécrétions des cellules acinaires se déversent au niveau du canal pancréatique pour finalement se

diriger dans la lumiére intestinale.

Différents stimuli vont induire la sécrétion des hormones pancréatiques. Alors que la nourriture elle-
méme induit le signal majoritaire de sécrétion des hormones pancréatiques, les systémes nerveux et
hormonaux sont capables d’induire cette sécrétion, notamment via ['acétylcholine et Ia
cholecystokinine respectivement. L’activation des récepteurs de ces différentes hormones situées sur
le pole basal de la cellule acinaire entrainera I'activation de différentes voies de signalisation
intracellulaires, tels que la voie de la Protéine Kinase A (PKA) ou de la Protéine Kinase C (PKC) par
augmentation de la production d’adénosine monophosphate cycliqgue (AMPc) intracellulaire
permettant, la fusion des granules de zymogeénes a la membrane plasmique du péle apical des cellules

acinaires et leur relargage dans le canal pancréatique (6).

Les cellules pancréatiques ductales représentent environ 5% de la masse totale du pancréas chez
I’'hnomme et vont permettre la formation de canaux pancréatiques (7). Ces canaux sont généralement
classés par taille et position par rapport aux acini. Les conduits finaux (terminant au niveau des acini)
sont appelés canaux intralobulaires, prolongement des canaux dit interlobulaires provenant du canal

pancréatique principal qui se jette dans I'intestin (8). Les cellules ductales possédent un double réle



dans la digestion. Premierement, elles sécretent un fluide riche en bicarbonate de sodium (HCOj3) afin
de permettre 'optimisation du pH et d’activer les enzymes digestives sécrétées par les cellules
acinaires. Deuxiemement, les cellules ductales vont permettre le passage des enzymes pancréatiques
jusqu’au duodénum. La cellule ductale présente un péle apical possédant des microvillosités tandis
que le pble basal de la cellule est relié aux autres cellules ducta les environnantes par des jonctions
serrées ou adhérentes. Au niveau de ses organites, la cellule est composée d’une petite quantité de
REr, d’appareil de golgi et de vésicules sécrétoires. De plus, afin d’assurer sa fonction sécrétoire, elle
comporte un tres grand nombre de mitochondries reflétant la haute demande en énergie de la cellule
(9). La sécrétion du HCOs™ par les cellules ductales intervient aprés I'absorption d’un repas. Le principal
stimulus de sécrétion du HCOs™ est la sécrétine, hormone sécrétée par les cellules D endocrines de
I'intestin en réponse au chyme. Néanmoins, d’autre signaux tels que la CCK (Cholecystokinine) et la
stimulation par le nerf vague sont des mécanismes permettant la sécrétion du bicarbonate de sodium
par les cellules ductales. La sécrétion de HCOs est un mécanisme impliquant différentes voies
cellulaires. Premierement, il peut étre directement sécrété via le canal chlorique CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) (10). Deuxiemement, I’hormone sécrétine va induire
I'augmentation du taux d’AMPc entrainant I'ouverture du canal CFTR et la sortie d’ion CI. Cette
modification du taux d’ion chlorure extracellulaire entrainera la sortie du HCOs™ par I’échangeur Cl//

HCOs (11).

[.1.2.Pancréas endocrine
Le pancréas endocrine représente entre 2 et 5% du volume total du pancréas et est représenté par
une structure bien définie, appelée flots de Langerhans, décrit anatomiquement pour la premiere fois
en 1869. Le réle principal de I'llot de Langerhans est la régulation de I’homéostasie du glucose (12).
Les Tlots sont composés de 5 types cellulaires différents, chacun d’entre eux produisant et sécrétant
une hormone spécifique. La conformation et le nombre de chaque type cellulaire est dépendant de

I'espéce, ainsi :

— Les cellules B, produisant I'insuline, représentent environ 60% de la masse totale de
I'llot (MTI), alors que chez la souris, celui-ci représente environ 80% du MTI

— Les cellules o, produisant le glucagon, représentant environ 30% de la MTI chez
I’humain et 10% chez la souris

— Les cellules 9, produisant la somatostatine, représentant a la fois chez I’humain et la
souris moins de 10% du MTI

— Les cellules y (ou PP), produisant le polypeptide pancréatique, représentant moins de

1% du MTI



— Les cellules €, produisant la ghréline, principalement détectées pendant la vie foetale

et représentant moins de 1% du MTI

L'llot de souris posséde une structure différente de I'llot humain. En effet, chez la souris, les cellules 3
sont distribuées au centre de I'llots, formant le « corps », et les autres types cellulaires sont localisés
en périphérie, formant ainsi le « manteau » (13). Chez I’humain, la distribution des cellules endocrines
au sein de I'llot n’est pas aussi distincte (14), ou les cellules o, B et 6 sont organisées de maniére
« aléatoire ». La distribution des ilots a travers le pancréas humain n’est pas homogéne, avec deux fois
plus d’ilots retrouvés dans la queue que dans le corps et la téte du pancréas (15). Chez la souris, cette
distribution est également hétérogéne, ou le nombre d’llots est plus élevé dans le lobe gastrique que

dans le lobe duodénal et splénique (2).

Du fait de ses fonctions endocrines, les flots de Langerhans sont des structures cellulaires hautement
vascularisées. Les flots regoivent environ 20 % du flux sanguin pancréatique total, représentant a lui
seul environ 1% du flux sanguin du corps humain (16). Le réseau capillaire des ilots est bien entendu
dépendant de la taille de I'llot. Néanmoins, il est établi qu’un Tlot recoit entre 1 et 5 artérioles en
moyenne (17, 18). Cette riche vascularisation permet un relargage efficace des hormones sécrétées
par I'ensemble des cellules composant |llot de Langerhans. En plus d’étre considérablement
vascularisé, les ilots de Langerhans sont des structures hautement innervées, permettant dans un
premier temps la régulation de la sécrétion des hormones pancréatiques telles que l'insuline et le
glucagon par le systéme nerveux central. Outre la régulation de la sécrétion hormonale, il a été montré
que l'activation des systémes nerveux sympathiques et parasympathiques peut entrainer sur I'llot une

augmentation de la prolifération des cellules 3 par exemple (19).

[.2. Le développement du pancréas endocrine

1.2.1 Morphologie du développement du pancréas endocrine
Au cours du développement, la gastrulation est une étape importante pour la formation du corps des
vertébrés et est représentée par 3 feuillets distincts ayant des roéles spécifiques dans le
développement : I'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme (20). C’est a partir de 'endoderme que
le tube intestinal primitif sera formé et donnera naissance aux organes de I'endoderme comme le
pancréas (21). Chez la souris, pendant I'embryogeneése, I'ébauche pancréatique se met en place a
environ 8,5 jours embryonnaires (E) a travers la formation des domaines pancréatiques dorsaux et
ventraux. Cette mise en place est induite par différents signaux endodermique permettant la mise en
place d’un programme transcriptionnel induisant la différenciation des tissus, grace a I’expression de
facteurs de transcription spécifiques tels que Pdx-1 « Pancreatic and duodenal Homebox-1 » (22). A ce

stade I'endoderme est encore étroitement lié a la notocorde (Figure 4). Le pancréas ventral se



développe ainsi en étroite association avec I'endoderme hépatique sous l'induction de nombreux
signaux tels que le FGF « Fibroblast growth factor » ou les BMPs « Bone morphogenetic proteins ». Le
pancréas dorsal quant a lui bourgeonne a partir de I'endoderme dorsal, signal mis en place par
I'inhibition de la voie de signalisation Heghehog (23) et la mise en place de I'expression de Mnx1 (Motor
neuron and pancreas homebox 1). A ce stade, I'endoderme pancréatique dorsal est lié avec |'aorte

dorsal (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique du développement des bourgeons pancréatique. (Adapté de Larsen et
Grapin-Botton., 2017)

En A, vue latérale de l'intestin primitif a E8-E8,25 avant la rotation pour former I’ébauche pancréatique. En B, formation du

bourgeon dorsal et ventral a travers I’activation de signaux provenant de la notochorde.

Suite a la formation du pancréas dorsal et I'établissement de I’ébauche pancréatique, la prolifération
cellulaires et les modifications de forme des cellules vont entrainer la modification de la forme des
bourgeons. En effet, vers le stade E10,5, le bourgeon pancréatique dorsal se transforme en un
bourgeon arrondi avec un col étroit reliant le bourgeon pancréatique au tube intestinal primitif par
une lumiére centrale (24). A E11,5, le tube intestinal primitif va entamer une rotation induisant le
rapprochement des bourgeons pancréatiques dorsaux et ventraux permettant la fusion des deux

bourgeons en un seul organe qui sera considéré comme mature vers E17 (25).

On considére généralement que la suite du développement du pancréas est réalisée en deux étapes
appelées transition primaire (E9-E12) et transition secondaire (E12-E15). La transition primaire est une
étape qui est caractérisée par une prolifération importante des cellules progénétrices pancréatique et
permet la spécification des différents types de cellules formant le futur pancréas. A partir de E10,75,
certaines cellules vont établir une polarité apicale permettant la formation de canaux (26). A cette
étape, il est également constaté I'expression de certaines hormones pancréatiques (insuline et

glucagon) et de quelques enzymes digestives.

La transition secondaire se caractérise par une expansion et une ramification significative du bourgeon

pancréatique. Il est constaté I'apparition de cellules formant des ilots et des canaux, ainsi qu’une



augmentation de I'expression des hormones pancréatiques et des enzymes digestives signifiant une
augmentation de la différenciation cellulaire. A ce stade, quasiment I'ensemble des cellules sont
différenciées formant ainsi des cellules acinaires, le réseau canalaire et le regroupement de cellules
endocrine, ébauche des futurs ilots de Langerhans. Cependant, il est constaté que quelques cellules

sont capables de rester multipotentes a ce stade du développement (27) (Figure 5).
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Figure 5 : Evolution de la morphogenése pancréatique au cours du développement du pancréas. (Adapté de
Larsen et Grapin-Botton., 2017)
En E, émergence de la formation de premiéres cellules endocrine, avec le développement de progéniteurs bipotent. En F, le
pancréas post-natale est divisé en trois lobes, composés de la partie endocrine (les flots de Langerhans) et de la partie exocrine
(cellules acinaires et ductales).

1.2.2 Implication des facteurs de transcriptions dans le développement du pancréas
exocrine et endocrine
La maturation et la spécification des cellules exocrines et endocrines proviennent d’'un mécanisme
complexe mettant en jeux de nombreux facteurs de transcription. Ces mécanismes font intervenir une
cascade d’expression de facteurs de transcription et le niveau d’expression de certains facteurs clés
vont permettre I'engagement des cellules dans la voie endocrine ou exocrine. La différenciation en
cellules endocrine ou exocrine est controlée majoritairement par I'expression de deux facteurs de

transcription, Neurogenin-3 (Ngn3) et « Hairy and enhancer of split-1 » (Hes1) respectivement.



[.2.2.1 Facteurs de transcription impliqués dans la spécification endocrine et
exocrine
Au début des années 1990, deux facteurs clé ont été identifiés comme essentiels pour la spécification
et la différenciation de I'ensemble des types de cellules dans le pancréas, a savoir Pdx1 et Ptfla
(Pancreatic transcription factor 1a). Par la suite, d’autres facteurs de transcription comme Islet 1 (Isl1)

ou Sox9 (Sex-determining region Y-box containing gene 9) ont été identifiés.

Pdx1

Pdx1, également nommé Insulin promoting factor 1 (IPF1), est un facteur de transcription de la famille
des Homeobox. Il est exprimé précocement dans le développement du pancréas (E8,5) et son
expression semble maintenu dans I’'ensemble des cellules du pancréas jusque E17,5, ol son expression
est restreinte aux cellules endocrines (28). La délétion germinale de Pdx1 chez la souris entraine
I"absence du développement de I'ensemble des cellules pancréatiques, accompagné d’une absence de
I’expansion et de la ramification du tissu. La délétion germinale de Pdx1 chez la souris induit une létalité
néonatale 5 jours aprés la naissance suite au développement d’une hyperglycémie sévere. Une
délétion hétérozygote de Pdx1 (Pdx1*") permet un développement normal du pancréas, cependant
ces souris développent une diminution de la production d’insuline, démontrant le réle important de
Pdx1 dans la cellule B pancréatique et la production d’insuline (29). A I'age adulte, I'expression de Pdx1
est retrouvée dans les cellules 3 et d (30). L'utilisation de modele de souris inductible d’invalidation de
Pdx1 par le systéme Tet a permis de montrer le r6le important de Pdx1 afin de maintenir une fonction
et une survie de la cellule B a travers le contrble de I'expression de I'insuline, la glucokinase et Glut2
par exemple (31). Chez ’humain, des mutations du géne PDX1 sont associées au développement d’un
diabete de type MODY: MODY 4 (32). 'ensemble de ces résultats mettent ainsi en évidence
I'implication de Pdx1 a la fois dans le développement mais également dans la fonction de la cellule

pancréatique.
Ptfla

Ptfla est un facteur de transcription appartenant a la famille des hélice-boucle-hélice. Au cours du
développement pancréatique, Ptfla est co-exprimé avec Pdx1 dans les MPCs (multipotent pancreatic
progenitor cells). Néanmoins, lors de la phase de transition secondaire, I'expression de Ptfla est
uniquement retrouvée dans les cellules acinaires (27). La délétion de Ptfla chez la souris entraine une
[étalité post-natale immédiate a la naissance suite a une absence totale de développement du
pancréas exocrine (33), mais également aux fonctions neuronales de Ptfla. |l a également été constaté
que la délétion de Ptfla chez la souris entraine une absence de cellules endocrines dans le pancréas,

accompagnée d’une relocalisation dans la rate, suggérant le rbéle important de Ptfla dans la



structuration du pancréas (33). D’autres études ont également montré que I'expression ectopique de
Ptfla, associé a une induction de I'expression de Pdx1, chez le Xénope au début du développement,
induit une expansion massive du pancréas avec une différenciation importante des cellules ductales,
des cellules acinaires et des cellules endocrines (34). Chez la souris adulte, I'expression de Ptfla est
également nécessaire, puisqu’une étude a montré que l'inactivation a I’age adulte de Ptfla dans les
cellules acinaires induisait une augmentation de I'apoptose (35) démontrant le réle important de Pt1fa
dans la différenciation et le développement pancréas, mais également dans la survie des cellules

exocrines matures.
Sox9

Sox9 est un facteur de transcription de la famille des « High Mobility Group » reliée a SRY. Entre E9 et
E12,5, I'expression de Sox9 est corrélée avec celle de Pdx1 dans les MPCs, permettant la répression de
genes impliqués dans la différenciation intestinale (36). La diminution d’expression de Sox9 dans les
précurseurs pancréatiques entraine la différenciation de ces cellules, cependant I'expression de Sox9
est retrouvée dans les cellules centro-acinaires et les cellules canalaires (37). La délétion de Sox9 dans
les précurseurs pancréatiques a I'aide des souris Pdx1-Cre entraine un retard de croissance, une
hyperglycémie et une létalité de la souris 4 jours apreés la naissance. Les souris Sox9*" vont présenter
au niveau du pancréas une réduction de la masse des cellules présentes au sein de I'llot de Langerhans,
sans modification du compartiment exocrine (38). Chez I'adulte, la perte d’expression de Sox9 dans le
pancréas conduit a une diminution des marqueurs canalaires démontrant le réle important de Sox9

dans le maintien de I'identité des cellules canalaires (39).
Hnfé6

Hnfé est un facteur de transcription de la superfamille des homéodomaines. Lors du processus de
développement de I'endoderme, Hnf6 régule I'expression de Hfn1/, facteur de transcription essentiel
pour le développement du pancréas a partir de I'endoderme. Au cours du développement
pancréatique, Hnf6 est exprimé en amont de Pdx1 dans les MPCs (40) et devient crucial pour le
développement de la cellule endocrine a travers I'expression de Hnf1 S et I'initiation de la prolifération
et de I'expression du marqueur de cellules endocrines, Neurogenin-3 (41). L'induction de I’expression
de Ngn3 limite I'expression de Hnf6 aux cellules ductales et a quelques cellulaires acinaires (42). La
délétion de Hnf6 induit une hypoplasie pancréatique et des modifications dans la structuration de
cellules canalaires et endocrines, démontrant le role de Hnf6 dans la différenciation canalaire des

cellules exocrines. A I'age adulte, I'expression de Hnf6 est restreinte aux cellules ductales.
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1.2.2.3 Ngn3, facteur clés impliqué dans la différenciation endocrinienne
La différenciation des progéniteurs pancréatiques en cellules progénétrices endocrines se fait
principalement pendant la phase de transition secondaire (E12-E15), méme si certaines cellules
endocrines peuvent étre retrouvées lors de la phase de transition primaire. Au cours de cette étape,
de nombreux facteurs de transcriptions vont permettre la maturation et la différenciation de ces
cellules progénitrices en 5 types de cellules endocrines (cellules a, B, d, € et PP). Dans cette

introduction, nous nous focaliserons sur le développement des cellules o et f.
Ngn3

Le marqueur principal de cellules progénétrices endocrine est Ngn3, facteur de transcription de la
famille des hélice-boucle-hélice qui agit comme un activateur de la transcription de génes impliqués
dans la différenciation cellulaire pour I’'ensemble des cellules endocrines (43). Son expression dans les
cellules endocrines adulte est controversée. De nombreuses études ont démontré une expression
uniquement dans le pancréas en développement (43, 44), alors que par des approches de « lineage
tracing », certaines études ont montré son expression dans les ilots de Langerhans de souris adultes
(45). 1l a été proposé que le faible niveau d’expression de Ngn3 dans les flots adultes pourrait permettre
de maintenir une structure chromatinienne permettant I'expression de genes important pour la
fonction des cellules endocrines composant I'llot (45). La délétion de Ngn3 chez la souris entraine une
absence totale de cellules endocrines dans le pancréas, entrainant la mort post-natale des souris suite
a une hyperglycémie trop élevée (43). Cette étude a également mis en évidence I'absence de
I’expression des marqueurs spécifiques des ilots de Langerhans tels que Pax4, Pax6, NeuroD1 et Isl1
au niveau de I'épithélium pancréatique, suggérant un contréle de I'expression de Ngn3 sur ces genes.
La surexpression de Ngn3 dans le pancréas en différenciation entraine une différenciation prématurée
des MPCs, réduisant le pool de cellules multipotentes progénitrices entrainant une réduction de la
masse globale du tissu endocrinien (46). Ces données permettent ainsi d’affirmer que la régulation
stricte et controlée de Ngn3 est importante pour entretenir une bonne composition cellulaire
endocrine du pancréas. De nombreuses études se sont intéressées a la temporalité d’expression de
Ngn3. A I'aide de modeéle permettant une augmentation de I'expression de Ngn3 inductible par le
tamoxiféne, les auteurs ont mis en évidence que l'activation de I'expression de Ngn3, uniquement
pendant les 48 premieres heures du développement du pancréas (E8,5-E10,5), entraine une
production quasi-exclusive des cellules productrices de glucagon (47). Dans cette étude, ils ont montré
que la surexpression de Ngn3 au niveau de la période E11,5 favorise la formation des cellules insuline
et PP, alors qu’a E14,5, la surexpression de neurogenin-3 permet principalement la production de
cellules a somatostatine (47) (Figure 6). Ainsi, ces résultats montrent également le réle important de

la temporalité d’expression de Ngn3 dans la différenciation des cellules endocrines. Récemment, une
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étude a mis en évidence que la phosphorylation de Ngn3 sur certains sites de phosphorylation contréle
la différenciation endocrinienne, notamment en augmentant sa stabilité, favorisant ainsi la

différentiation cellulaire (47).

Primary Transition Secondary Transition Tertiary Transition

Birth

3- and PP-Cells

Figure 6 : Evolution de I’expression de Ngn3 au cours du développement du pancréas endocrine. (Adapté de
Ruktalis & Habener, 2009)
Au cours de la premiere phase de transition, la premiere vague d’augmentation d’expression de Ngn3 coincide avec I'apparition
de cellules a. La seconde phase de transition est marquée par une vague d’expression de Ngn3 et la différenciation des cellules
progénitrices en cellules et PP. Plus tard, au cours de cette seconde phrase de transition, apparait la différenciation des cellules
S. Apres le développement des cellules endocrines, I'expression de Ngn3 diminue drastiquement.

Facteurs de transcription permettant la différenciation et le maintien d’identité des cellules

endocrines en cellules 8

Pax4

Le géne Pax4 appartient a la famille des facteurs de transcription a homéodomaine partageant un
motif de liaison a I’ADN supplémentaire, nommée le domaine « paired ». L’expression de Pax4 est
détectée pour la premiére fois a E9,5 au niveau du bourgeon dorsal et a E10,5 dans le bourgeon ventral
(48). Au cours du développement, le nombre de cellules Pax4* culmine entre E13,5 et E15,5, soit au
cours de la phase de transition secondaire dans I'ensemble des cellules. Pendant cette seconde phase
de transition, certaines cellules endocrines Pax4* vont co-exprimer l'insuline et le glucagon. Cependant
I'expression de Pax4 est exclusive aux cellules B a E18,5 (49). Son expression reste activée tout au long
de la vie adulte dans les cellules p matures (50). Les souris déficientes pour Pax4 vont présenter une
[étalité 3 a 5 jours aprés I'accouchement, suite a une hyperglycémie sévere provoquée par un déficit
complet en cellules productrice d’insuline. Ces animaux vont également présenter une absence de
cellules produisant de la somatostatine (48). De maniére intéressante, les auteurs ont constaté une
augmentation massive du nombre de cellules a au sein de I'llot. Des études supplémentaires ont
montré que I'absence de Pax4 dans les cellules progénitrices conduisait ces cellules progénitrices a
devenir des cellules o, montrant une nouvelle fois le réle important de Pax4 pour la différenciation des
cellules B et & (51). De maniere intéressante, I'équipe du Dr Patrick Collombat a montré que

I’expression ectopique de Pax4 dans une cellule oo mature induisait la transformation de cellules a en
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cellules 3, démontrant a nouveau le role important de Pax4 dans les cellules endocrines (52). Ces
données permettent également de suggérer que Pax4 est capable d’inhiber I'expression d’Arx
(Aristaless related homeobox). Chez 'Homme, plusieurs polymorphismes du géne PAX4 sont associés
a une plus grande susceptibilité de développer un diabéte (53, 54) dans des populations asiatiques et

également dans des populations scandinaves (55).
MafA

MafA (v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein A) est un facteur de
transcription de la famille des musculo-aponeurotic sarcoma possédant un domaine Basic leucine
zipper lui permettant sa liaison a I’ADN (56). L’expression de MafA est détectée au cours de la phase
de transition secondaire, a E13,5, uniquement dans les cellules exprimant I'insuline (57). La délétion
de MafA chez la souris va entrainer une intolérance au glucose et le développement d’un diabéte, suite
a une diminution de la sécrétion d’insuline par les cellules § et a une modification de I'architecture de
Iilot de Langerhans (augmentation du nombre de cellules o pour une diminution de nombre de cellules
B) a 12 semaines. Cette diminution de la sécrétion peut également s’expliquer par une tendance a la
diminution de Pdx1 et Glut-2 (58). Au contraire, la surexpression de MafA dans des ilots de souris 2
jours apreés la naissance a I'aide d’un adénovirus permet une augmentation de la sécrétion d’insuline
en réponse au glucose. Cette augmentation de la sécrétion d’insuline peut s’expliquer par une
augmentation de I'expression de genes clés impliqués dans I'identité et la sécrétion d’insuline de la
cellule B tels que NeuroD1, Nkx6.1 et Gck (59). Enfin, la délétion de MafA au moment de la
différenciation des cellules endocrines, grace au modéle Pdx1-Cre, a mis en évidence une diminution
de I'expression de génes impliqués dans la fonction de la cellule B uniquement a partir de 3 semaines
de vie (60). Ces résultats sont également associés a une diminution de la masse de cellules J3, sans
modification de la masse des cellules a (60). De plus, une étude a montré que MafA est impliqué dans
la prolifération post-natale des cellules B a travers le contréle de I'expression de la Cycline D2 (Ccnd?2)
(61). Ainsi, I'ensemble de ces résultats montrent que MafA n’est pas nécessaire au développement de
cellules B a partir des précurseurs endocriniens, mais qu’il est nécessaire pour maintenir une masse

physiologique de cellules 3 mature chez I'adulte (Figure 7).
Nkx6.1

Nkx6.1 est un facteur de transcription de la famille des homeobox jouant un réle important dans le
développement de la cellule B. L'expression de Nkx6.1 est observée a partir de E9,5 au sein de
I’épithélium pancréatique jusqu’a E13, ou son expression est restreinte uniquement aux cellules 3
pancréatique (62, 63). Son expression est également importante pour le développement de cellules

endocrines puisque I'expression de Nkx6.1 est absente dans I'ensemble des MPCs donnant naissance
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aux cellules acinaires (62). La délétion de Nkx6.1 chez la souris entraine une diminution de la masse de
cellules B de I'flots sans altérer la formation des autres types cellulaires (64). De plus, cette étude a mis
en évidence que I'expression ectopique de Nkx6.1 dans des MPCs/Pdx1* permet de restaurer le
développement normal de cellules [3 lors d’une délétion de Nkx6.1. Cependant, aucune modification
de la masse de cellule  est constatée a E12,5, suggérant le role important de Nkx6.1 au cours de la
seconde phase de transition. En plus de son réle dans le développement, Nkx6.1 joue un réle crucial
pour la physiologie de la cellule B. En effet, la délétion de Nkx6.1 dans la cellule B adulte a I'aide d’un
modele inductible au tamoxiféne induit le développement d’un diabéte et une diminution de la
production d’insuline chez la souris. L'analyse transcriptomique des ilots de ses souris a mis en
évidence le role important de Nkx6.1 dans le contréle de génes impliqués dans les mécanismes de
biosynthese et de sécrétion de l'insuline ainsi que dans la prolifération de cellules B (65). De plus, les
auteurs ont montré que cette perte d’expression de Nkx6.1 dans la cellule  adulte conduisait cette
cellule a perdre son identité et a devenir une cellule & (65). Pour finir, Nkx6.1 permet de maintenir un
phénotype de cellule B en inhibant directement a la chromatine I’expression du Glucagon (66) (Figure

7).

En plus de Pax4, MafA, Nkx6.1, d’autres facteurs de transcription sont également importants pour le
développement ou le maintien d’une cellule 3 pancréatique mature. Parmi ces facteurs, nous pouvons
retrouver Foxol, pour lequel il a été montré que sa perte d’expression dans la cellule f mature induit
une dédifférenciation de cette cellule (67). Nous pouvons citer également NeuroD1 et Pax6 dont le

role dans le maintien de I'identité cellulaire B a été démontré (68-70).

Facteurs de transcriptions permettant la différenciation et le maintien d’identité des cellules &

Arx

Arx (Aristaless related homeobox) est un facteur de transcription de la famille des homeobox (facteur
de transcription a homéodomaine). Il est détecté a E9,5 dans I’épithélium pancréatique et est exprimé
par la suite dans les précurseurs de cellules o et . Cependant, son expression est confinée aux cellules
o et PP chez I'adulte (71). La perte d’expression d’Arx dans I’'ensemble de I'organisme chez la souris
induit une létalité deux jours apres la naissance suite a une hypoglycémie sévéere. Cette hypoglycémie
s’explique par I'absence de cellules o dans les flots des souris Arx”" associée a une augmentation
concomitante de la masse de cellules B et 5 (71). Au contraire, la surexpression d’Arx au cours du
développement des cellules endocrines conduit a une diminution drastique de la masse de cellules 3
et §, associé a une augmentation de la masse de cellules o, et PP (72). Chez la souris adulte, I'induction

d’Arx dans la cellule B entraine une diminution de la masse de cellules insuline* pour une augmentation
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importante du nombre de cellules o et & (72). De maniéere intéressante, I'inactivation d’Arx dans la
cellule o adulte induit une augmentation du nombre de cellules B (73). Ce mécanisme induit une
augmentation de la néogénese de cellules o, a travers la mobilisation des cellules ductales afin de
fournir de nouvelle cellules endocrines progénitrices (73). Enfin, il a été constaté une augmentation de
I’expression de Pax4 dans les Tlots de ces souris, suggérant un role inhibiteur d’Arx sur I’'expression de
Pax4, et inversement. Des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine ont mis en évidence
que Pax4 est capable de se fixer au promoteur d’Arx pour réprimer sa transcription et réciproquement,
Arx est capable de se fixer au promoteur de Pax4 (74). Ce mécanisme permet ainsi de renforcer

I'identité mature de la cellule § ou a (Figure 7).
MafB

MafB est, comme MafA, un facteur de transcription possédant un domaine « Basic leucine zipper ».
L'expression de MafB est détectée a E10,5 dans des cellules exprimant également le glucagon.
Cependant, MafB est également retrouvé a E12,5 dans des cellules insuline* (75). A I'dge adulte,
I’expression de MafB est uniqguement retrouvée dans les cellules a (76). L’utilisation d’'un modeéle de
souris MafB”" a montré une diminution du nombre de cellules o et  au cours du développement,
indiquant le réle important dans la différenciation de ces deux types de cellules endocrines (77).
Cependant, les effets physiologiques d’une délétion de MafB n’ont pu étre analysé suite a une létalité
des souris causées par des probléemes de développement neurologique. La délétion de MafB dans
I’ensemble du pancréas, par 'utilisation du modéle Pdx1-Cre, a montré également une diminution de
la masse de cellules o et B post-natale (78), démontrant a nouveau le réle important de MafB dans la
différenciation des cellules 3 et a. La délétion de MafB dans la cellule o a I'dge adulte, a I'aide d’un
modele inductible au tamoxiféne, a mis en évidence une diminution de cellules glucagon® et du
contenu en glucagon intracellulaire, sans modification de la masse de cellules PB. Cette étude a
également montré que MafB est un régulateur transcriptionnel de I'expression du glucagon (79)

(Figure 7).
Brn4

Brn4 (Brain4) ou Pou3f4 est un facteur de transcription possédant un domaine « Pou » lui permettant
sa liaison a 'ADN (80). Brn4 est détecté a E10, au moment ou les premieres cellules endocrines
commencent a exprimer le glucagon (81, 82). A E19, son expression est restreinte aux cellules o et a
quelques cellules PP (81). Les souris Brn4”" ne présentent pas de modification du nombre de cellules o
et de 'homéostasie glucidique (81). Cependant, I'expression ectopique de Brn4 dans la cellule 3 induit
une augmentation du nombre de cellules o, associé avec une apparition de ces cellules au centre de

I'llot. Ces cellules expriment également l'insuline et sont donc bi-hormonales (83). Au niveau
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moléculaire, Brn4 est capable de se fixer au promoteur du géne du proglucagon et permet d’activer sa

transcription (82) (Figure 7).
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Figure 7 : Analyse de I’expression des différents facteurs de transcription au cours du développement du pancréas
endocrine et exocrine. (Adapté du livre « Pancreatic Stem cells: unresolved business » de Jiang & Morahan, 2010)
Les cellules progénitrices pancréatiques vont exprimer certains facteurs de transcription et principalement Pdx1. L’induction de
I'expression de Ngn3 va entrainer la différenciation des progéniteurs pancréatiques en progéniteurs endocrine. Ces cellules progénitrices
endocrine sous I'action de différents facteurs de transcription, et notamment Pax4 ou Arx, vont donner soit des cellules f ou des cellules

a, respectivement.

[.3. La composition cellulaire du pancréas endocrine

1.3.1 La cellule o
La cellule o produit et sécrete le glucagon (pour glucose agonist) en réponse a I’"hypoglycémie (84) et
représente environ 30% du nombre total de cellules au sein de I'llot chez I'humain et 10% chez la souris
(85). Le glucagon agit sur différents tissus de I’organisme afin d’augmenter la glycémie en permettant
le relargage du glucose par le foie pendant une période de jeline. Le glucagon se fixe a son récepteur,
un récepteur a 7 domaines transmembranaire couplé aux protéines G. Le Glucagon récepteur (GCR)

est fortement exprimé au niveau du foie et du rein et faiblement exprimé au niveau du cceur, de
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I’adipocyte, du pancréas, du cerveau et du tractus gastro-intestinal (86). Une fois le glucagon fixé a son
récepteur, cela activera I'adénylate cyclase, permettant I'augmentation des taux d’AMPc et 'activation
de nombreuses voies moléculaires, telle que la voie de la PKA ou de I’AMPK. Ces voies moléculaires
vont permettre de promouvoir la glycogénolyse (transformation du glycogéne en glucose) et d’inhiber
a la fois la synthese de glycogéne et la glycolyse, permettant la libération de glucose dans le sang. Le
glucagon est codé par le géne du préproglucagon, exprimé dans les cellules o, mais également
certaines cellules du systéme nerveux central et les cellules intestinales de type L. Un clivage post-
traductionnel par I'action des différentes pro-hormones convertases va mener a la maturation de
différents peptides (glucagon, Glucagon Like Peptide-1 et 2, Oxyntomoduline). Dans la cellule o, la
prédominance de I'expression de la pro-hormone convertase 2 (PC2) méne a une production majeure

de glucagon dans la cellule (87, 88) (Figure 8).

1 33 m 126

- -2 72
_GRPP 1 Glucagon.  HPIH e OMB ik PR F GWPR
61 69

30 1078 123 158

L
Oxyniomodulin GLP-1 (1-37)
GLP-1 (7-37)
GLP-1 (7-36),
L it J

Glicentin MPGF

d Intestine Pancreas f
T PC1 PC2

o Glicentin Glucagon s
s Oxyntomodulin MPGF
s GLP-1
s GLP-2
== IP-2

Figure 8 : Structure et mécanisme de maturation du glucagon a partir du géne humain du proglucagon (Adapté de
Drucker et al., 2017)
Le géne du proglucagon va permettre la production différentes hormone a travers I'action différentiells des enzymes Pro-convertase. Au
niveau de l'intestin, I’action de la PC1 va permettre la production de la Glicentine, de I'oxyntomoduline, du Glp-1, Glp-2 et de Ip-2. Tandis
que dans le pancréas, la PC2 va permettre la production du Glucagon et de la MPGF.

Le glucose régule directement la sécrétion de glucagon dans la cellule a suite a un influx de calcium
dans la cellule entrainant I'exocytose des granules contenant le glucagon. En effet, la cellule o exprime
majoritairement le transporteur au glucose GLUT1 qui possede une forte affinité pour le glucose et
permet la détection du glucose en faible concentration dans le sang (89). Une fois dans le cytoplasme
de la cellule a, le glucose sera transformé en ATP suite aux mécanismes de glycolyse et du cycle de
krebs. L’hypoglycémie induisant une faible concentration d’ATP intracellulaire induit la fermeture d’un
canal potassique ATP dépendant (Karp) diminuant I'efflux de K* dans la cellule et causant une
dépolarisation membranaire. Cette dépolarisation permet I'ouverture de canaux calcique, une entrée

massive de calcium et la sécrétion des granules de glucagon (90).

De nombreux autres stimuli peuvent également avoir un effet sur la sécrétion de glucagon par la cellule

a. Certains stimuli vont avoir un effet d’inhibition de la sécrétion du glucagon tel que I'insuline (91), la
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somatostatine (92) ou I'acide y- aminobutyrique (GABA) (93). Au contraire, des acides aminés comme
I’arginine, I’alanine et la glutamine sont des stimulateurs de la sécrétion de glucagon (94). Concernant
la sécrétion de glucagon par les AGs, le mécanisme et |'effet sont controversés. En effet, des études
initiales ont montré un effet inhibiteur sur la sécrétion de glucagon (95) alors que des études récentes
ont montré qu’un temps court d’exposition aux AGs stimule la sécrétion de glucagon par la cellule o

(96).

1.3.2 La cellule &
En plus des cellules B produisant I'insuline (voir ci-dessous) et des cellules a produisant le glucagon,
I'llots de Langerhans est également composé a environ 5% de cellules & sécrétant la somatostatine
(97), également appelée « Growth hormone inhibiting hormone (GHIH) » ou « Somatotropin release-
inhibiting hormone (SRIF) ». La somatostatine possede un réle majoritairement paracrine sur les
cellules o et B, sur lesquelles, elle va agir comme un inhibiteur rapide de la sécrétion de I'insuline et
du glucagon chez la souris (98) et chez I’'humain (99). Les cellules & possédent une morphologie unique
au sein de I'flots, ayant un aspect de type « neurone » avec des extensions cytoplasmique de type
dendritique (100) leur permettant d’assurer une communication paracrine efficace avec les autres
types cellulaires de I'llot de Langerhans (101). La somatostatine est produite a partir du géne SST1
présent sur le chromosome 3 chez I’humain et le chromosome 16 chez la souris. Le gene code une
protéine précurseur, nommée pré-prosomatostatine, d’'une taille de 116 acides aminés, qui sera clivée
en pro-somatostatine (PSST, 92aa). La PSST sera ensuite clivée au niveau c-terminal par I'action de la
pro convertase 2 (102) permettant la formation de deux formes biologiquement actives : SST-14 (14
aa), forme majoritairement sécrétée au sein de I'llot et SST-28 (103). Une fois sécrétée, la
somatostatine se fixera a son récepteur, le récepteur a la somatostatine (composé de 5 isoformes,
SSTR 1-5), couplé aux protéines G permettant l'inhibition de I'AC et la réduction des taux d’AMPc
intracellulaire. L'activation du SSTR permet également une hyperpolarisation membranaire par
activation des canaux K+ diminuant I'influx calcique intracellulaire et ainsi I'exocytose des hormones
pancréatiques. L'expression des récepteurs a la somatostatine est principalement retrouvée dans le

pancréas, certaines zones neuronales et le long du tractus gastro-intestinal.

La somatostatine est sécrétée en réponse a différents stimuli. Comme le glucagon et l'insuline, le
sécrétagogue principal est le glucose via la production d’ATP, la fermeture des canaux K+ ATP
dépendant, I'entrée de calcium intracellulaire et I'exocytose des granules de somatostatine (104).
Etant donné que la SST posséde un rdle d’inhibition dans la sécrétion d’insuline, sa sécrétion en
réponse a une élévation de la glycémie est contradictoire avec son réle principal. Il a été proposé que
la somatostatine permet de prévenir d’une hyper-sécrétion d’insuline et de glucagon. Une deuxieéme

hypothése émise est qu’a des concentrations élevées de glucose, la somatostatine inhibe
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principalement la sécrétion de glucagon plut6t que la sécrétion d’insuline (101). Les acides gras et les
acides aminés sont également des inhibiteurs de la sécrétion de la somatostatine. Concernant les AGs,
ceux-ci vont se fixer au GPR120 (G-protein coupled receptor 120) couplé a une protéine G inhibitrice
diminuant la production d’AMPc et I’exocytose des granules de somatostatines. Pour les AAs, I'arginine

et la leucine sont les principaux sécrétagogues de la sst par augmentation de la production d’ATP.

Différentes hormones vont également jouer un role dans la sécrétion de somatostatine. Alors que
I'insuline, la sérotonine, ainsi que la somatostatine elle-méme sont des inhibiteurs de la sécrétion de

somatostatine, le glucagon, le GLP-1 ainsi que le GABA sont des activateurs de cette sécrétion (97).

1.3.3 La cellule PP
Les cellules PP ou cellules F représentent moins de 5% des cellules totales de I'llot de Langerhans et
vont produire et sécréter le polypeptide pancréatique (PP) (105), peptide de 36 acides aminés impliqué
majoritairement dans les mécanismes de digestion et de contréle de la prise alimentaire
majoritairement via I’axe pancréas-intestin-cerveau (101). Le PP est un peptide de la méme famille que
le Peptide YY (PYY) (106) et le neuropeptide Y (NPY). Ces peptides vont se fixer a une famille de 5
récepteurs (Y1 a Y6), avec une forte affinité pour le récepteur Y4 (107). La sécrétion du PP est un
processus controlé principalement par le systéme nerveux central et les afférences du nerf vague en
réponse a l'acétylcholine. Le PP contréle de nombreuses fonctions gastro-intestinales tels que
I'inhibition de la sécrétion des enzymes pancréatiques, la réduction de la vidange gastrique et de
I’activité motrice de l'intestin (101). Contrairement aux autres hormones sécrétées par les flots de
Langerhans, la sécrétion du PP n’est pas dépendante du glucose (108). D’un point de vue paracrine, le
PP semble inhiber la sécrétion de glucagon par la cellule a via le récepteur Y4 (PPYR1) (109) et la

sécrétion de somatostatine (110).

1.3.4 La cellule ¢
La cellule £ produit et sécréte de la ghréline et a été découverte au début des années 2000 (111, 112),
et reconnue comme le 5eme type de cellules endocrines de I'llots de Langerhans. Les cellules € sont
plus abondantes pendant le développement du pancréas humains (environ 10% de la masse totale des
cellules endocrines), néanmoins quelques cellules sont encore détectées a I'dge adulte (<1%).
Initialement, la ghréline a été détectée dans I'estomac de rat comme le ligand du « Growth hormone
secretagogue receptor » (GHSR1a) (113) et a été décrite comme une hormone oréxigenique capable
de moduler la prise alimentaire (114) ou d’activer la sécrétion de I’hormone de croissance (GH) par
I’hypophyse. Chez I'humain, le géne de la Ghréline (GHRELIN) va coder pour la préprogrhréline,
précurseur de 117 acides aminés qui subira de nombreuses modifications post-traductionnelles pour

former de la ghréline biologiquement active. En effet, la ghréline peut étre classifiée soit en ghréline
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acétylée (GA) ou en ghréline non acétylée (GNA), di a la présence ou non d’une acétylation sur la

sérine 3. La forme acétylée, GA est celle capable de se fixer au récepteur GHSR1a (115).

L’expression du récepteur a la ghréline a été détecté dans des lots humains (116) et de rongeurs (117).
La ghréline va exercer sur la cellule B un effet inhibiteur de la sécrétion d’insuline par activation d’une
protéine G inhibitrice couplé au récepteur de la ghréline induisant la perte de signalisation de ’AMPc
intracellulaire et la diminution d’influx calcique intracellulaire (118). Indirectement, la ghréline exerce
un effet inhibiteur de la sécrétion d’insuline par stimulation de la sécrétion de somatostatine et de PP
par les cellules B et F, respectivement (119, 120). En plus de ses rdles sur le relargage des hormones
de I'llots de Langerhans, la ghréline contribue a I'activation de nombreux mécanismes moléculaires de

la cellule 3, tel que la prolifération et I'apoptose (121).

I.4. La cellule B pancréatique, mécanismes de sécrétion d’insuline et activation de la
signalisation de l'insuline

La cellule B pancréatique est une cellule endocrine qui synthétise, stocke et sécrete de I'insuline, seule

hormone hypo-glycémiante de I'organisme, dans I'objectif de maintenir une glycémie dans une plage

physiologique. C’est la cellule prédominante dans I'illot de Langerhans (*80% chez la souris et 60 %

chez I’'homme) (122). L'insuline a été découverte en 1921 par Banting et Best a Toronto et a permis

d’établir la premiére thérapie chez le patient diabétique.

I.4.1 Mécanismes de la biosynthése et de la sécrétion d’insuline
Aprés la transcription du géne de l'insuline (Ins), I’ARN,, sera traduit pour former un premier peptide
appelé pré-pro insuline, peptide composé d’une seule chaine peptidique de 110 acides aminés, qui
sera clivé par une enzyme nommée signal peptidase qui se fait au niveau de la lumiére du RE, pour
former la pro-insuline (123). La pro-insuline est un peptide composé de 3 chaines peptidiques, A, B et
C. La chaine C sera clivée par les actions de deux pro-convertases, PC1/3 et PC2, libérant ainsi le
fragment central. Cette libération entraine la formation d’un peptide constitué de deux chaines
polypeptidiques, avec une chaine A de 21 acides aminés et une chaine B de 30 acides aminés reliées
entre eux par deux ponts disulfures, formant I'insuline qui sera stockée dans la cellule  dans des

granules et qui sera ensuite relargué dans la circulation sanguine (Figure 9).

Dans la cellule B pancréatique, I'insuline est stockée dans des granules. On considére que chaque
cellule B posséde environ 10 000 granules d’insuline, contenant chacune environ 200 000 molécules
d’insuline. Le processus de transformation de la pro-insuline en insuline permet la maturation de ces
granules. En effet, 'acidification de la lumiére des granules, accompagné d’une augmentation en ion
calciqgue permet l'activation des pro-hormones convertase, induisant la production de l'insuline

mature (124).

20



B1-B23

| \

i lle ,Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser, lle ,Cys, Ser Leu, Tyr ,GIn Leu, Glu Asn, Tyr Cys,Asn
{Arg 2 L ' A-chain 110

i 90 S —

iLys}

C-peptide
Pep! 70

Figure 9 : Structure primaire de la préproinsuline humaine. (Adapté de Kanatsuna et al., 2012)
La préproinsuline sera clivée pour former la pro-insuline. Par la suite, I'action des pro-convertases va couper le fragment central (rouge)
et former deux chaines polypeptidiques, dont la chaine A qui sera formée de 21 AA (en bleu) et la chaine B (en rose) formée de 30 AA,
reliées entre elles par des ponts disulfures.

Par la suite, Iinsuline produite sera sécrétée par la cellule B pancréatique. Cette sécrétion est un
mécanisme finement contr6lé par de nombreux sécrétagogues, et principalement par le glucose
sanguin (125). Le glucose sera transporté a l'intérieur de la cellule B a I'aide des transporteurs GLUT,
dont notamment GLUT2 chez la souris (126, 127), et GLUT1 et 3 chez I'humain (128). Apres
I'internalisation du glucose au sein de la cellule B, |a glycolyse sera rapidement initiée et le glucose sera
transformé en glucose-6-phosphate par I'action de la glucokinase, sous-type de I’hexokinase, enzyme
limitante de la glycolyse. Apres I'action de différentes enzymes, la glycolyse permet la formation de
molécules d’ATP et du pyruvate. Par la suite, le pyruvate sera converti en Acétyl-CoA ou en
oxaloacétate, par I'action de la pyruvate déshydrogénase (PDH) et la pyruvate carboxylase (PC), deux
enzymes fortement exprimées dans la cellule B pancréatique (129). Ces intermédiaires vont ensuite
rentrer dans le cycle de Krebs, puis par I’action de nombreuses enzymes dans la mitochondrie former
du FADH; et de NAPDH. Une fois ces molécules produites, elles permettront par la phosphorylation
oxydative et I'activation de I'ATPsynthase, la production de nombreuses molécules d’ATP dans la
mitochondrie. L’accumulation d’ATP au niveau intracellulaire, modifie ainsi le ratio ADP/ATP et
entraine la fermeture d’un canal potassique ATP (K*atp), composé de deux sous-unités : Kir6.2 et Surl
(130, 131) (Figure 10). L’accumulation d’ion K* entraine une dépolarisation membranaire de la cellule
B et I'ouverture de canaux calcique voltage dépendant (CCVD) permettant une entrée massive de
calcium au niveau intracellulaire. L’accumulation de calcium intracellulaire est le signal principal pour

induire la fusion des granules d’insuline avec la membrane plasmique de la cellule [3 et le relargage de
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I'insuline dans la circulation sanguine (132). Cette fusion se fait a I'aide des protéines SNAREs,
complexe protéique composé de la syntaxin, de SNAP25 et de VAMP, présent sur la membrane des
vésicules d’insuline, formant un signal de reconnaissance pour la membrane plasmique (132) qui

s’activera une fois I'exocytose initiée par I'entrée de calcium (Figure 10).
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Figure 10 : Mécanisme physiologique de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. (Adapté de Réder et al., 2016,
26964835)
Le glucose qui sera capté par la cellule 3 sera métabolisé en ATP apreés I'activation de la glycolyse, du cycle de krebs et de la chaine de
phosphorylation oxydative. L’augmentation intracellulaire du ratio ATP/ADP entraine la fermeture des canaux K* ATP-dépendant,
induisant une dépolarisation membranaire. Cette dépolarisation permet I'ouverture de canaux calciques voltage dépendant et I'influx
massif de calcium dans la cellule permettant la fusion des granules d’insuline a la membrane et le relargage de I'insuline dans la
circulation.

En plus du glucose, la cellule B est capable de sécréter de l'insuline en réponse a d’autres
sécrétagogues, tels que les AGs, les AAs ou des hormones (GLP-1, mélatonine, cestrogenes, ...) (125).
Concernant les AGs, ceux-ci rentrent dans la cellule par diffusion a travers la membrane plasmique
(133) et différents mécanismes cellulaires tels que la B-oxydation (qui permet la formation d’ATP)
(134) ou l'interaction avec des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), comme le GPR40 par
exemple permettront de stimuler la sécrétion d’insuline ou de la potentialiser (135, 136). Les AAs
participent également aux mécanismes de sécrétion d’insuline par la cellule 3, avec des effets positifs
ou négatifs. On distingue notamment 3 mécanismes cellulaires par lesquels les AA peuvent
étre métabolisées afin de générer de I’ATP via le cycle de krebs, la dépolarisation membranaire directe

par interaction avec des transporteurs des AA ou indirecte par les co-transporteurs aux ions Na* (137).

1.4.2 Voie de signalisation de l'insuline et mécanisme d’action
L'insuline est une hormone anabolique qui va permettre de réguler ’homéostasie du glucose. Cette
hormone agit en favorisant le transport du glucose a travers la membrane des cellules (138) et
I'insuline va secondairement stimuler I’assimilation, le stockage et la transformation du glucose en

glycogéne. L'insuline agit via un récepteur spécifique de la membrane plasmique.
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1.4.2.1 Récepteur a linsuline : un récepteur a tyrosine kinase
La premiere expérience permettant de caractériser le récepteur a l'insuline a été réalisée dans les
années 70, et a permis de définir la structure des sous-unités du récepteur. En 1982, une étude a
montré qu’une tyrosine kinase était étroitement associé a ce récepteur (139). Par la suite, le clonage
de 'ADNc du récepteur a été réalisé en 1985 et a permis de mettre en évidence que ce récepteur
appartient a la famille des récepteurs a tyrosine kinase (TK) (140). Le récepteur a l'insuline est présent
a la surface des tissus métaboliques clés, tels que les adipocytes, les hépatocytes et les cellules
musculaires, mais également sur certains neurones (141), les macrophages (142) et les cellules [ (143).
Les RTK régulent de nombreuses fonctions cellulaires notamment la prolifération, la survie, la
différenciation et le métabolisme de la cellule (144) et sont en général des chaines polypeptidiques
transmembranaires uniques. Le récepteur est composé de deux sous-unités o et de deux sous-unités
[ et on peut donc considérer le récepteur comme un hétérodimére préassocié dans la membrane. Les
sous-unités o, extracellulaires, sont composées de 723 acides aminés et contiennent le site de fixation
de son ligand. Elles possédent chacune un domaine riche en cystéine et sont liées entre elles par un
pont disulfure entre deux cystéines. Chaque sous-unité o est liée a une sous-unité f transmembranaire
par des ponts disulfures (145). Cette sous-unité [ contient un domaine a activité tyrosine kinase
intracellulaire. Une seule molécule d’insuline, qui se lie avec une haute affinité sur les deux sous-unité
o, va permettre d’activer le récepteur. La fixation de I'insuline va activer le récepteur en permettant
le rapprochement des deux sous-unités [3, induisant la liaison avec I'ATP et le dépliement de la boucle
inhibitrice induisant une transphosphorylation (phosphorylation d’une sous-unité p par I'autre) sur des
résidus tyrosine, activant ainsi complétement le récepteur. Ce mécanisme va permettre
I’autophosphorylation du récepteur, mais aussi de protéines substrats (Insulin receptor substrat (IRS))

permettant I'activation de nombreuses voies de signalisation intracellulaire (Figure 11) (146).
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Figure 11 : Structure primaire du récepteur a I'insuline et de ses substrats (Adaptée de I’encyclopédie Molecular of
pharmacology ; Insulin Receptor, de Barthel & Joost, 2008)

Le récepteur a l'insuline est un récepteur a tyrosine kinase composé de deux sous-unités « extracellulaire et de deux sous-unités [

possédant des domaines extra et intra-cellulaires. La fixation de I'insuline sur son récepteur va permettre son activation a travers le

rapprochement des deux sous-unités 3 permettant I'autophosphorylation du récepteur ainsi que la phosphorylation de ses substrats
permettant 'activation des voies de signalisation intra-cellulaire.

23



1.4.2.2 Voie de signalisation de I'insuline
La phosphorylation des IRS, composés des 4 membres (IRS1-4) sur des tyrosines permet la fixation de
protéines contenant un motif SH2 (Src-homology-2) tels que la PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), la
Crkll ou encore SHP2. La fixation de ces protéines SH2 permet la régulation de I'activité ou de la

localisation sub-cellulaire de ces kinases.

La principale voie de signalisation insulinique est celle de la PI3K (Figure 12) (147). L’activation de la
PI3K permet la synthése de la PIP; a la membrane plasmique, permettant le recrutement de la PDK
(Phosphoinositide-dependant kinase), qui, a son tour, va phosphoryler le résidu Thréonine308 de AKT
(147). Cette phosphorylation d’AKT permet son activation et la phosphorylation de nombreuses
protéines intra-cellulaires telles que les protéines de la famille des FOXOs (Forkhead Box O), TSC2
(tuberous sclerosis 2) GSK3p (glycogen synthase kinase 33) et TBC1D4 (RabGAP TBC1 domain family
member 4). L’activation de ces différentes voies va permettre de moduler la production, I'utilisation
et I'absorption de glucose, ainsi que la synthése du glycogene, des lipides et des protéines a partir du

glucose (Figure 12) (147).
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Figure 12 : Activation du récepteur a I'insuline et de sa signalisation intracellulaire (Adaptée de Haeuler et al., 2018,)
La fixation de l'insuline sur son récepteur va entrainer une cascade de phosphorylation et I'activation de nombreuses voies de signalisation
cellulaire a travers la phosphorylation de AKT par PDK. L’activation d’AKT par sa phosphorylation va entrainer la phosphorylation des
protéines FoxO, Tsc2, Gsk3 /3 et TBC1D4. Ces effecteurs vont médiés les effets de I'insuline sur la production, I'utilisation et I'absorption de
glucose par la cellule, mais également sur la synthése de lipide, de protéine et de glycogéne.

L'insuline permet la biosynthése des vésicules transportant les transporteurs du glucose tels que
GLUT4, mais également leur accrochage et leur fusion a la membrane plasmique (148). Ainsi
I'inactivation de TBC1D4 par AKT permet |'activation de protéine RAB, protéine permettant la

biogeneése et la fixation des vésicules transportant GLUT4 a la membrane plasmique (149) (Figure 12).
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En plus de son réle dans I'augmentation de la capacité de transport du glucose dans la cellule, I'insuline
possede également de nombreux effets transcriptionnels par I'activation de nombreux facteurs de
transcription, tels que FOXO1, SREBP1c (Sterol regulatory element-binding protein1) et CITED2 (CREB
binding protein (CBP)/p300-interacting transactivator 2). Par exemple, en situation de je(ine, les
protéines FOXOs hépatiques permettent I'expression de la glucose-6-phosphatase et inhibent Ia
glucokinase, permettant la production de glucose hépatique. L'insuline, sécrétée en condition nourrie,
va inactiver les FOXOs, permettant ainsi la diminution de la production hépatique de glucose (150).
SREBP1C, dont l'activation par AKT est dépendante de la voie mTORC 1 (mammalian target of
rapamycin complex |) va permettre la transcription d’enzymes impliquées dans la synthése d’acides
gras (151). Ainsi, I'insuline, a travers I'activation de sa voie de signalisation, va permettre de moduler

I’homéostasie glucidique en fonction du statut nourrie/a je(in (Figure 12).

Il. Les diabétes, maladie de la cellule B pancréatique : Vue générale

II.1 Introduction
L’homéostasie glucidique permet le maintien d’une glycémie a jeun comprise entre 0,70 et 1,10 g/l et
d’une glycémie inférieure a 1,40 g/l 1h30 aprés un repas. Un déréglement de cette homéostasie
conduit majoritairement a une pathologie nommeée Diabéte sucré. Selon I'Organisation mondiale de
la santé (OMS), le diabéte est une pathologie qui touche plus de 450 millions de personnes dans le
monde, ce qui représente environ 9% de la population adulte. On estime qu’environ 4 millions de
personnes meurent tous les ans des complications du diabéte, ce qui en fait la 7éme cause de déces
dans le monde (152). Les épidémiologistes estiment qu’en 2030, 578 millions de personnes seront
atteintes du diabéte et ce chiffre pourrait monter a plus de 700 millions de personnes en 2045. En

France, on estime qu’environ 3,5 millions de personnes sont diabétiques.

Le Diabéte se définit comme une hyperglycémie chronique a jeun (>1,26 g/l a jeun ou > 7mM) et résulte
de la défaillance de I'ensemble des mécanismes moléculaires, cellulaires et physiologiques permettant
la régulation de la glycémie. Il se manifeste par une augmentation de la production d’urine (polyurie),
accompagnée d’une soif importante (polydipsie). Il peut également s’accompagner d’une prise
alimentaire importante (polyphagie) et d’'une acido-cétose (153) (production anormale de corps
cétoniques) pouvant entrainer une dyspnée de Kussmaul (153) (difficulté respiratoire profonde
associée a I'acido-cétose). A long terme, I’hyperglycémie chronique entraine une augmentation du
risque de développer une pathologie cardio-vasculaire (154), des rétinopathies (155), des
néphropathies (156), des neuropathies ainsi que des ulcéres au pied pouvant mener a des amputations

(157).
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Il existe différents types de diabétes caractérisés par des mécanismes biologiques d’apparitions, des

symptoémes et des complications différents. Ainsi, nous retrouvons :

e Le diabete de type |, maladie auto-immune représentant moins de 10% des diabetes et
survient principalement chez I'enfant

e Le diabéte de type Il qui représente environ 90% des cas de diabéetes et survient
principalement chez I'adulte de plus de 40 ans.

e Le diabete gestationnel est un diabéte qui apparait pour la premiere fois chez la femme
enceinte et disparait généralement aprés I'accouchement

e D’autres diabétes relativement rares comme les diabétes de type MODY (Maturity-onset

diabetes of the young) ou les diabétes néonataux.

II.2 Le Diabete de type |
Le diabete de type 1 (DT1), également appelé diabéte insulino-dépendant, est une maladie auto-
immune (158) caractérisée par une concentration anormalement élevée de glucose dans le sang due
a une déficience en insuline (hormone hypoglycémiante). Cette déficience est la conséquence de la
destruction des cellules B pancréatiques (158), induite par la production d’auto-anticorps. Le DT1
représente environ 10% des diabétes dans le monde et se développe majoritairement chez les enfants
(159). Néanmoins, il arrive parfois qu’un DT1 se déclenche a I’dge adulte. Chaque année, on estime a
environ 100 000 nouveaux cas dans le monde. Le DT1 résulte de la combinaison de facteurs génétiques
et de facteurs environnementaux. Les patients atteints de DT1 vont commencer a présenter des
autoanticorps dirigés contre différents antigénes, tels que I'insuline (160) ou GAD65 a partir d’environ
1 an, induisant I'activation de lymphocytes T cytotoxiques et entrainant la destruction progressive des
cellules B. Des études de famille et de jumeaux suggérent une hérédité des DT1 de 40 a 50% (161). Des
études génétiques ont montré que des polymorphismes sont principalement liés a la région de
I’antigéne leucocytaire humain (HLA), cependant des études de « genome wide association studies »
(GWAS) ont identifiés plus de 50 loci non HLA (162), notamment associés aux locus du géne PTPN22
(molécule impliquée dans la réactivité des cellules T et B) et du géne INS (Insuline). De plus, de
nombreux facteurs environnementaux influencent I'apparition d’'un DT1. Des études ont montré que
les infections virales pouvaient contribuer au développement d’'un DT1 (163), que la composition
alimentaire donnée aux enfants pouvait étre un facteur de risque pour prédisposer ou protéger au DT1
(164). Pour finir, il est maintenant bien établi que la composition du microbiote intestinal peut

influencer I"apparition d’un DT1 ou au contraire en protéger I'apparition (165).

L'apparition du DT1 se fait en plusieurs étapes (Figure 13). L’étape 1 se caractérise par une perte

progressive de cellules  pancréatiques due a I'auto-immunité dirigée contre ces cellules. Durant cette
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étape, aucun symptome et aucune modification de la glycémie ne sont observés. L'étape 2 se
caractérise par une destruction d’environ 70 a 80% des cellules B, entrainant I'installation d’une
hyperglycémie avec une absence de symptomes. L’étape 3 est la phase critique du développement de
la maladie, avec une destruction de plus de 90% de la masse totale des cellules 3 induisant I'apparition
des symptomes tels qu’une perte de poids, une polydipsie, la poliakiurie, I'augmentation de la

sensation de faim, ... nécessitant la mise en place d’un traitement thérapeutique (Figure 13).
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Figure 13 : Présentation des différentes étapes du développement d’un diabéte de type 1 (Adaptée de Katsarou et al.,
2017)

La premiére étape du développement du DT1 est une étape asymptomatique caractérisée par I'apparition d’auto-anticorps dirigés contre

la cellule 3 pancréatique et le début de la diminution de la masse de cellules 5. La phase 2 est toujours une phase asymptomatique

caractérisée par une masse de cellules J faible et I'apparition d’une hyperglycémie chronique. Pour finir, I'étape 3 est la phase

symptomatique avec la destruction de plus de 95% des cellules f5, associée a une hyperglycémie chronique.
La premiéere thérapie du DT1 a été I'injection d’insuline exogéne, premieérement réalisée par Banting
et Best en 1921 avec des extraits de sécrétion pancréas d’animaux, puis en 1922 la premiére injection
d’insuline purifiée a été réalisée. Le schéma thérapeutique actuel du DT1 se concentre sur la
combinaison d’une bonne hygiéne de vie combiné a une administration exogene d’insuline a vie. Ce
traitement reste néanmoins contraignant par la dépendance aux injections, la possibilité de
développer une insulino-résistance, une obésité sévere et potentiellement I'apparition de troubles
hypoglycémiques sévéres suite a l'injection. Ainsi, il est nécessaire de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour rétablir la normoglycémie et une indépendance a I'insuline (166). Une
des premieéres stratégies utilisées a été le développement de pompes a insuline et plus récemment de

pancréas artificiel qui sont maintenant couplés a des systémes de surveillance continue de la glycémie

afin d’évaluer les fluctuations de la glycémie et d’ajuster en conséquence I'administration d’insuline
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par la pompe (167). Quant au pancréas artificiel, il permet le suivi régulier de la glycémie et
I’'administration automatisée et contrélée d’insuline et de glucagon, dans I'objectif de reproduire la

physiologie pancréatique normale (168).

Le DT1 étant une maladie auto-immune, certaines immunothérapies se sont développées. La premiere
approche a été d’utiliser la cyclosporine A, un inhibiteur des lymphocytes T (169). Suite a de nombreux
effets secondaires, cet agent pharmacologique a été abandonné. L'utilisation d’anticorps
monoclonaux anti-CD3 et anti-CD20 et d’inhibiteurs de l'interleukine-1 (IL-1) se sont également
montrés inefficace dans I'objectif de rétablir la normoglycémie (166). Actuellement, de nombreuses
études visant les Lymphocytes T Régulateurs ou I'utilisation de peptides comme le GAD65 sont en
cours de développement, mais ces approches continuent de présenter de nombreux effets

indésirables.

La transplantation d’ilots est également apparu comme une méthode efficace pour traiter le DT1. Cette
technique consiste a isoler les flots d’un donneur décédé et de les transplanter dans le foie du receveur
(170). Elle s’avere efficace pour restaurer la normoglycémie aprés 5 et 10 ans, mais nécessite un
traitement immunosuppresseur a vie pour éviter le rejet des greffons. Néanmoins, il existe encore une
possibilité de récidive de I'auto-immunité des cellules B implantées (170). De plus, le taux de survie
des greffons peut étre encore assez faible en raison du stress cellulaire suite a une mauvaise
vascularisation et une hypoxie, cependant de nombreuses études cliniques sont en cours d’évaluation

afin d’améliorer ce probleme (171).

Les cellules souches sont également une autre stratégie ciblée pour traiter le DT1 de par leur potentiel
a fournir une source illimitée de cellules 3, résolvant ainsi le probleme de la disponibilité des flots pour
la transplantation. Deux types de cellules souches sont alors testées : les « Human embryonic stem
cells » (hESCs) différenciése en cellules B a travers I'induction d’expression de facteurs de
transcriptions spécifiques de la cellule B (172) ou les «induced pluripotent stem cells » (iPSCs)
générées a partir de cellules somatiques selon le protocole de Yamanaka et différenciées en cellules 3
(173). L'utilisation d’hESCs présente néanmoins quelques limites notamment dans la génération d’une
population stable de cellules et les limites éthiques de I'utilisation de ces cellules (174). Concernant
les iPSC, une étape cruciale concerne I'amélioration du protocole de différenciation car de nombreuses

études tendent a montrer que les cellules B formées ne sont pas complétement fonctionnelles (175).

Une des derniéres stratégies utilisées pour restaurer la masse de cellules B est la transformation ou la
reprogrammation de certains types cellulaires dans I'objectif de fournir des cellules 3 fonctionnelles.
La premiere stratégie utilisée a été de transformer des cellules exocrines en cellules endocrine a travers

la réexpression de certains marqueurs de cellules § dans ces cellules exocrines (176). D’autres études
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ont montré qu’il est possible de transformer des cellules endocrines (cellules o et cellules 8) en cellules
[ a travers la réexpression de facteurs de transcriptions spécifiques a la cellule 3 (52, 73) ou I'utilisation
d’agents pharmacologiques comme le GABA (177) ou I'artémisine (178). Pour finir, des études ont
également montré la possibilité de former des cellules 3 a partir de cellules hépatiques ou intestinales

toujours en induisant I'expression de marqueurs spécifiques de cellules 3 (56).

[I.3 Le Diabéte de type 2
[1.3.1 Présentation du diabéte de type 2

Le Diabéte de type 2 (DT2), également appelé diabéte non-insulino dépendant, est la forme la plus
commune de diabéte dans le monde (= 90%) caractérisé par une hyperglycémie chronique causée par
une insulino-résistance des tissus périphériques (muscles, foie, tissus adipeux, reins, ...) et une
insulinopénie (179). De nos jours, on estime que plus de 400 millions de personnes dans le monde sont
diabétiques et ce chiffre pourrait monter a 600 millions d’ici 2035 (180). Le diagnostic d’un DT2
s’effectue principalement par la mesure de la glycémie a jeun, glycémie aléatoire ou une heure apres
une administration orale de glucose. Plus récemment, la mesure de I’"HbAlc (hémoglobine glyquée)
est réalisée en clinique dans le diagnostic d’'un DT2. Néanmoins, I’hémolyse ainsi que la durée de vie

limitée des hématies peuvent faire de I’'HbAlc une mesure invalide.

Autrefois, I'apparition d’'un DT2 intervenait majoritairement autour des 40 ans. De par |'évolution
sociétale et 'augmentation de I'obésité dans le monde, il est maintenant bien établi qu’'un DT2 peut
se développer chez I’enfant, 'adolescent et le « jeune adulte ». L’hyperglycémie chronique du DT2 est
précédée d’un état prédiabétique caractérisé par un des éléments suivants : altération de la glycémie
a jeun, altération de la tolérance au glucose ou une augmentation des concentrations d’hémoglobines
glyquée A1C (HbAlc) (compris entre 5,7 et 6,4%). Il est estimé qu’environ 3 a 11% des patients

prédiabétique deviennent diabétiques au cours d’'une année (181).

Le DT2 est une maladie multifactorielle impliquant la génétique et les facteurs environnementaux.
L'identification des génes responsable de I'apparition du DT2 a connu une percée en 2007 suite a
I’apparition des GWAS. Ces études ont mis en avant que des SNPs (Single nucleotide polymorphism)
au niveau du locus de TCF7L2 (182) (également rapporté un an auparavant par des études de liaison
génétique) sont associés avec I'apparition d’un DT2. Par la suite de nombreuses autres études ont mis
en évidence la présence de SNPs dans le locus de nombreux genes, tels que KCNJ11, FTO, CDKN2A,
CDKN2B, HHEX, IGF2BP et d’autres (180). Néanmoins, il est estimé que ces mutations augmentent de
seulement 10 a 20% le risque de développer un DT2 (180), le style de vie contribue a cette apparition.
L'augmentation de l'indice de masse corporelle (reflet d’'une augmentation de I'adiposité) est le

facteur de risque principal du développement d’un DT2. La sédentarité et I'inactivité physique, la
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surnutrition, le tabagisme et la consommation d’alcool sont d’autant de facteurs de risques liés au
développement d’'un DT2. On estime qu’environ 90% des DT2 sont potentiellement évitables en
suivant un régime alimentaire sain permettant le maintien d’un BMI < 25 kg/m?, en réalisant environ
30 minutes d’activité physique par jour, en évitant de fumer et en consommant de l'alcool avec

modération (183).

Le développement d’'un DT2 et I’hyperglycémie chronique conduisent a de nombreuses complications.
En effet, les patients atteints d’'un DT2 présentent de nombreux troubles micro et macro vasculaires
induisant une augmentation de la probabilité d’infarctus du myocarde et d’accidents vasculaires
cérébraux (184). Il est également retrouvé chez les sujets DT2 une augmentation de I’hypertension
augmentant le risque de complications macrovasculaires. Les patients atteints d’un DT2 présentent
également une augmentation du risque de développer une rétinopathie et on estime que le diabete
représente la premiere cause de cécité au (185). La neuropathie diabétique est également une des
complications du DT2 et entraine une atteinte fonctionnelle et structurelle des nerfs, périphériques ou
centraux provoquant de nombreux troubles de I'appareil locomoteur, digestif, urinaire et cardiaque
(24286949). Pour finir, les néphropathies sont retrouvées dans plus de 50% de diabétiques et peuvent

mener a I'apparition d’insuffisance rénale nécessitant la mise en place de dialyse.

La cause principale d’apparition d’un DT2 est une altération progressive de la sécrétion d’insuline par
la cellule B, associé au développement d’une résistance a I'insuline des tissus périphériques tels que le
foie, le muscle ou le tissu adipeux. L'augmentation des besoins en insuline suite a une insulino-
résistance va étre compensée par une adaptation de la cellule B, qui va augmenter sa sécrétion
d’insuline et sa masse. Cette adaptation permet le maintien de la normoglycémie, néanmoins a long
terme, il est observé une défaillance de cette compensation qui sera a l'origine du développement du

DT2 (Figure 14) (186).
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Figure 14 : Histoire naturelle du développement d’un diabéte de type 2 (Adaptée de Alejandro et al., 2015)
L’évolution de la cellule dans ce processus peut étre divisée en 3 étapes : premiérement, certains individus naissent avec un haut risque
de développer un DT2, notamment a travers des facteurs génétiques et environnementaux. Lors de I'augmentation de la prise de poids,
la deuxiéme phase consistera en la phase d’adaptation de la cellule 3 pour compenser I'insulino-résistance suite a une prise de poids.
Finalement les personnes vont développer une hyperglycémie chronique suite a I’échec de la cellule 3 a compenser I'insulino-résistance.

11.3.2 Mécanismes moléculaires et physiopathologiques du développement du DT2.
[1.3.2.1 Présentation de l'insulino-résistance
L'insulino-résistance (IR) est un mécanisme important dans le DT2 et s’explique par une diminution de
la réponse a I'insuline de ses tissus cibles (Muscles, foie, tissus adipeux, ...). L’apparition de I'insulino-

résistance peut provenir de la génétique, mais également d’un environnement physiologique délétere.

Causes Génétiques du développement de I'insulino-résistance

Les premiéres mutations déterminées pouvant mener au développement de I'IR ont été identifiées au
niveau du gene codant pour le récepteur a l'insuline. Elles correspondent a des mutations au niveau
du domaine de liaison a I'insuline (domaine extracellulaire) et des mutations au niveau du domaine a

tyrosine kinase intracellulaire (187).

La majorité des mutations permettant d’expliquer le développement de I'IR a été identifiée par GWAS.
Cependant, la plupart des mutations identifiées par GWAS et liée aux mécanismes de sécrétion
d’insuline. L'insulino-résistance étant fortement liée a I'obésité, disséquer le réle des mutations
fréquentes dans la résistance a l'insuline a longtemps été problématique (188). Le premier GWAS
permettant d’identifier un variant génétique associé au développement de l'insulino-résistance a été
effectué par le consortium GENESIS et a déterminé qu’un polymorphisme dans le géne NAT2 (N-

acetyltransferase 2) était associé a l'insulino-résistance (189). La relation fonctionnelle entre la
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mutation de NAT2 et le développement de I'IR a été démontrée dans la lignée cellulaire 3T3-L1 et dans
un modele de délétion génique de Nat2 chez la souris. Ces souris présentent une diminution de la
sensibilité a I'insuline (189). Par la suite, d’autres méta-analyses génétiques ont permis de mettre en
évidence d’autres Loci associés au développement de I'IR, notamment sur les génes: PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptor y), KLF14 (Kruppel-like factor 14) et de maniére
intéressante, une mutation a également été retrouvée au niveau d’IRS1 (Insulin receptor substrate 1)

(188, 190).

Causes environnementales et physiopathologiques

La transduction du signal de I'insuline est complexe et implique I'action de nombreuses enzymes. Ainsi,
toute modifications de I'activité de ces enzymes peut altérer la signalisation physiologique de
I'insuline. En effet, I’état d’IR est globalement associé a une augmentation de la phosphorylation des
sérines sur les IRS, inhibant ainsi la phosphorylation des tyrosines induisant I'IR (191) et pouvant
provoquer leurs dégradation (192). Les causes de ces altérations sont multifactorielles comme

I’'accumulation ectopique de lipides, I'inflammation et le stress du RE.

L'une des causes principales de I'IR est ainsi I'accumulation ectopique de lipides et particulierement
des Acides gras libre (AGL), du Diacylglycérol (DAG) et des céramides dans le foie (193) et le muscle

(194), mécanisme appelé Lipotoxicité.

Au niveau du muscle squelettique et du foie, les AGL entrent dans la cellule a I'aide de la « Fatty acid
transport protein (FATP). L’acylCo-A a longue chaine est ensuite capté par les mitochondries pour
induire la P-oxydation et produire de I’ATP. L'accumulation d’AcylCo-A intracellulaire induit
I’'augmentation de la production de DAG et de céramide intracellulaire entrainant |'activation de la
PKCO et des protéines de la famille des JUNKs (Jun-Nterminal Kinase). Ces activations induisent la
phosphorylation de résidus sérines sur les IRS inhibant ainsi la transduction du signal insulinique,

diminuant le transport de glucose au niveau musculaire (195).

Au niveau hépatique, le mécanisme d’accumulation des acides gras induisant I'IR est similaire a celui
observé au niveau musculaire. Cette accumulation entraine I'activation de la PKCS et de la PKCe
inhibant la voie de la PI3K. Ceci a pour effet de diminuer I'expression et I'activité de la Glycogen
Synthase, I'entrée du glucose et de réduire les effets de I'insuline sur la production hépatique de
glucose a travers I'augmentation de la phosphorylation de FOXO1. Cette phosphorylation induira sa
translocation nucléaire et permettra I'expression de génes impliqués dans la néoglucogenése

hépatique (196). L’accumulation ectopique d’acide gras est également responsable de I'activation de
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la réponse UPR entrainant une diminution de la signalisation insulinique, notamment par |’activation

de JUNK (197, 198), induisant la perte d’activation de la PI3K en réponse a l'insuline.

L'augmentation de I'inflammation du tissu adipeux et du foie observée au cours du développement de
I'obésité est également un mécanisme permettant favorisant le développement de I'IR. Au cours de
I'obésité, il est observé une augmentation de cytokines pro-inflammatoires tels que I'lL-6 ou le TNF-q,
associée a une augmentation des macrophages résidents, au niveau des tissus cibles de I'insuline tels
gue le foie et le tissu adipeux (199-201). La production de cytokines pro-inflammatoires va induire
I’activation des kinases IKK[, JNK1 et MAPK qui vont phosphoryler des résidus sérines sur IRS-1 (202,
203) et ainsi diminuer la signalisation de I'insuline intracellulaire. Ainsi, de nombreuses études ont ciblé
I'activation de la voie du TNF, ce qui a pour effet d’améliorer la sensibilité a I'insuline chez la souris
(204). De plus, 'augmentation de l'infiltration de macrophages au niveau du tissu adipeux est un
mécanisme important du développement de I'IR, caractérisé par une augmentation de macrophages
de type M1 (pro-inflammatoires) suite a I'activation de lymphocytes T CD8+ (205), associée a une

diminution de macrophages de type M2 (anti-inflammatoires) (206).

[1.3.2.2 Mécanismes de compensation de la cellule  face a I'insulino-résistance
Le développement de l'insulino-résistance va entrainer une adaptation de la cellule B afin de
compenser la perte des effets de I'insuline. Cette adaptation se fait par I'augmentation du nombre et

de la capacité sécrétoire de la cellule B.

Chez la souris, un régime riche en graisse (mimant I'état d’obésité et d’insulino-résistance) pendant 3
a 6 mois va entrainer une augmentation de la masse des cellules [ suite a leur prolifération (207). La
prolifération des cellules [3 a été le premier mécanisme proposé comme pouvant expliquer I'adaptation
de la cellule B suite au développement de I'IR. Des études ont mis en évidence que les cellules 3
existantes sont la source majeure de d’augmentation du nombre de cellules B (208). Récemment, il a
été déterminé que les souris obéses (souris invalidées globalement pour le récepteur a la Leptine)
présentent une augmentation massive de la masse de cellule B suite a une prolifération, mécanisme
également retrouvé dans un modele de souris insulino-résistantes (209). Plus récemment, nous venons
de démontrer que la délétion du récepteur a la leptine, spécifiguement dans les tanycytes, entraine
une diminution de la sécrétion d’insuline ((210), Annexe 4). Ces données suggerent qu’il existe une
communication inter-organe nécessaire au maintien de ’homéostasie métabolique, dérégulées dans
le cadre de l'insulino-résistance. Dans ce contexte, ces mécanismes de controle de la prolifération
et/ou de la fonction sont induits par de nombreux facteurs circulants, tels que le glucose (211),
I'insuline (212), mais également le GLP-1, le GIP, 'hormone de croissance, ... (207). Ces facteurs

circulants vont agir sur la cellule 3 en activant de nombreuses voies de signalisation cellulaires (AKT,
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mTORC1, AMPK) qui, a leur tour, vont induire I'activation de I'expression des régulateurs du cycle
cellulaire, tels que CDK-4 (Cyclin dependant kinase 4) (213), Cycline D (214), p27 et p21 par exemple
(186). L'expression et I'activation de ces facteurs permet l'induction du cycle cellulaire et la
prolifération de la cellule B. Les connaissances actuelles concernant cette adaptation suggerent donc
que I'expansion des cellules B pour contrecarrer I'insulino-résistance est un processus complexe régulé

par de nombreuses voies de signalisation.

Chez I’lhumain, les données suggérant une prolifération de la cellule B pour compenser I'IR sont plus
limitées. Néanmoins, des études ont montré une augmentation d’environ 50 % de la masse des
cellules B induite par I'obésité (215, 216). Contrairement a la souris, cette expansion des cellules 3
n’est pas liée a un phénomene de réplication, suggérant que, chez 'Homme, les nouvelles cellules 3
sont probablement néoformées par un mécanisme de néogenése (217). Des études ont mis en
évidence la présence de petits Tlots de Langerhans, de cellules positives a I'insuline dans les canaux et
des cellules positives a I'insuline seules chez des individus ayant développé une IR (218, 219). Un autre
mécanisme pouvant expliquer I'augmentation de masse des cellules 3 pendant I'IR est la trans-
différentiation de cellules endocrines (cellules o par exemple), mais également des cellules exocrines
en cellules B afin de produire de I'insuline (220, 221). En cas d’IR, il a été montré que I'apparition de
cellules bi-hormonales (Glucagon*/Insuline*) dans des ilots de grande taille, suggérant une tentative
continue de I'organisme a répondre a une plus grande demande en insuline. Ces flots développant des
cellules bi-hormonales vont étre moins fonctionnels que les plus petits flots ne présentant pas de
cellules bi-hormonales (222). Peu de choses sont encore connu dans les mécanismes de trans-
différentiation au cours du développement de I'IR, mais récemment, une étude a montré |'existence
de cellules  immatures présentes en périphérie de I'llot dans une zone appelée « niche néogénique »
(223). Ces cellules présentent une absence d’expression d’Urocortine-3 (Ucn-3) (représentant environ
1 3 2% de cellules ) et n’expriment pas certains marqueurs clé de la physiologie de la cellule f3, tels
que G6pc2, Erollb et Glut-2, entrainant une absence de détection de glucose et de sécrétion d’insuline.
Des études de lignage cellulaire ont montré que ces cellules représentent un état intermédiaire de la
trans-différentiation de cellules o en cellules B, mais également de cellules B en cellules a (223).
Récemment, des études ont montré que I’activation de la signalisation du GABA dans des ilots de souris
permettaient d’induire la trans-différentiation de cellules o en cellules § (177, 178). Il a été montré le
role important du GLP-1 produit au sein de I'llot par les cellules o dans I'augmentation de la néogénése
de cellules B (224) et dans la trans-différentiation de cellules 3 en cellules a (225). Néanmoins, et
malgré ces progrés, les mécanismes moléculaires et cellulaires permettant d’expliquer I'augmentation

de la masse de cellules 3 au cours de I'IR restent, a I’heure actuelle, mal connus.
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En plus d’augmenter sa masse, la cellule B est également capable d’adapter sa capacité sécrétoire lors
du développement de I'IR. Cette adaptation s’expliquer par une meilleure sensibilité au glucose de la
cellule B, s"accompagnant d’une accélération de I'oxydation du glucose et une augmentation de
I’expression d’enzyme de la glycolyse au cours du développement de I'IR (226, 227). De plus, 'activité
de certaines enzymes du cycle de Krebs est augmentée, permettant d’induire une plus grande
production de métabolites mitochondriaux et la phosphorylation oxydative permettant une
production accrue d’ATP (228) (Figure 15). En plus d’augmenter sa capacité a sécréter de I'insuline en
réponse au glucose, la cellule § est capable de s’adapter en augmentant sa capacité d’oxydation des
lipides, tout en évitant I'apport trop important d’AGL (Acide Gras Libre) induisant une toxicité
cellulaire. L'augmentation de la synthese de TGs dans la cellule B permet de fournir plus de substrats
pour permettre la production de métabolites mitochondriaux. De plus, le catabolisme des TGs va
produire des monoglycérydes capables d’amplifier le mécanisme de sécrétion d’insuline (229) (Figure

15).
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Figure 15 : Mécanisme de compensation fonctionnel de la cellule  a contrer I'insulino-résistance (Adaptée de
Wortham & Sander., 2016, 27615135)
Au cours des phases de compensation, I'oxydation du glucose et des acides gras est accélérée, associé a une augmentation de la
production d’ATP par la mitochondrie suite G une augmentation de son activité, induisant une augmentation de la sécrétion d’insuline.

Néanmoins, malgré la mise en place de nombreux mécanismes cellulaires permettant de compenser
I'IR, il est constaté, chez les futurs diabétiques, un déclin fonctionnel et identitaire de la cellule
induisant une diminution de la sécrétion d’insuline et I"apparition d’une hyperglycémie chronique

menant a un DT2.
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11.3.2.3 Mécanismes physiologiques et moléculaires du déclin de la cellule £
Le déclin fonctionnel de la cellule 3 induisant I'apparition d’'un DT2 s’expliquerait par 3 mécanismes :
la diminution fonctionnelle de la cellule B3, I'apoptose de la cellule B et la trans/dédifférenciation de la

cellule B en un autre type cellulaire endocrine (230).

Les premieres études démontrant une diminution de la sécrétion d’insuline lors d’une augmentation
de la concentration en glucose des ilots de donneurs atteint de DT2 remontent aux années 1990. Cette
diminution était accompagnée d’une diminution de I'oxydation du glucose (231, 232). Cette perte de
sécrétion peut s’expliquer par une diminution d’expression du transporteur au glucose GLUT-1 et de
la glucokinase dans des flots de patients diabétiques (233), une augmentation de I'expression de
I’Aldolase [3, protéine associée négativement aux mécanismes de sécrétion d’insuline (234) (Figure 16).
Il est maintenant bien établi que les mitochondries jouent un réle majeur dans le dysfonctionnement
de la cellule B au cours du DT2. Il a été observé une modification de la forme de la mitochondrie,
rendant celle-ci moins efficace dans la production d’ATP (235) entrainant ainsi une hyperpolarisation
mitochondriale et une diminution d’activité des enzymes mitochondriales impliqués dans Ia
production d’ATP (236), accompagné d’une diminution de leur expression. L’expression de SUR1 et de
CACNA1D (canal calcique voltage-dépendant de type L, 1D), canaux permettant I'influx calcique et la
sécrétion des granules d’insuline (237) est également diminuée chez les diabétiques de type 2. Enfin,
il a récemment été montré que les cellules B provenant d’ilots de patients DT2 présentent un défaut
d’expression de protéines du complexe SNARE, complexe protéique impliqué dans le mécanisme

d’exocytose des granules d’insuline (186, 238) (Figure 16).
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Figure 16 : Mécanismes de perte de fonction de la cellule § suite au développement de I'insulino-résistance (Adaptée
de Marchetti et al., 2020)

L’apparition d’un diabéte de type 2 est lié¢ a un défaut de la cellule 3 a sécréter de I'insuline. Cette perte de sécrétion peut s’expliquer par
une diminution de protéines impliquées dans le transport du glucose (Glut-2) et dans sa métabolisation (Glucokinase), associé a une
augmentation de I'expression de I’Aldolase B. Ce défaut de sécrétion peut s’expliquer par une diminution d’expression de genes impliqués
dans la dépolarisation ou la repolarisation membranaire suite a la production d’ATP par le glucose, de génes impliqués dans le processus
d’exocytose des granules d’insuline. Pour finir, la structure de la mitochondrie, ainsi que sa capacité a produire de I’ATP est altérée dans
les cellules S de patients diabétiques.

La mort des cellules B lors d’'un DT2 est un autre mécanisme permettant d’expliquer I'échec de la
cellule B a compenser I'IR. Il a été constaté dans de nombreuses études une augmentation de
I'induction de I'apoptose dans la cellule B (217, 239), déterminée par des études de condensation
compléte de la chromatine nucléaire, une augmentation de I'activité des caspases 3 et 8, molécules
clés dans I'induction de I'apoptose (240, 241). En plus de 'apoptose, il existe d’autre mécanismes
permettant d’expliquer la mort cellulaire et notamment la macroautophagie. Ce mécanisme est
caractérisé par l'apparition d’'une macrovacuole a l'intérieur de la cellule. L'analyse d’ilots de

Langerhans de patients diabétiques a démontré une augmentation du nombre de cellules endocrines

présentant des macrovacuoles (242) entrainant la destruction de la cellule B pancréatique.

Récemment, la transdifférentiation ou la dédifférenciation de la cellule B ont été proposées comme
mécanismes permettant d’expliquer la diminution de la masse de cellules B au cours du DT2. Ces
hypotheses impliquent que, dans des conditions de stress, telles que la glucolipotoxicité, les cellules
pancréatiques perdent leur identité moléculaire et fonctionnelle, devenant ainsi incompétentes dans

leur réle et finissent par devenir des cellules indifférenciées ou d’autres types de cellules endocrines.
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Chez la souris, les premiéres études ex vivo ont montré que les cellules o et cellules & sont capables de
se transdifférencier en cellules 3 (243). Chez I’humain, il a été constaté que le développement d’une
insulino-résistance entraine une augmentation du nombre de cellules bi-hormonales chez les sujets
insulino-résistants (222), résultats également retrouvés dans des flots humains a I'aide d’imagerie
confocale et de cytométrie en flux (244). Les mécanismes sous-jacents a la trans/déddiférenciation des
cellules  sont encore peu connus. Récemment, I'équipe de D.Accilli a démontré le r6le important de
la protéine FoxO1 dans le maintien de I'identité de la cellule 3 (245). En conditions physiologiques,
FoxO1 réside dans le cytoplasme. Lors d’un stress tels que I’hyperglycémie, FoxO1 est transloqué dans
le noyau pour permettre de renforcer I'expression de genes impliqués dans le maintien de l'identité
de la cellule B. Lors d’un stress prolongé comme lors du DT2, I'expression de FoxO1 diminue, induisant
la réexpression de marqueurs progéniteurs tels que Ngn3 (Neurogenin-3), Nanog, Oct4 (Octamer
Binding-4) et L-myc diminuant ainsi la production d’insuline (67). Des études a I'aide de modéles murins
permettant un lignage cellulaire a permis de mettre en évidence que ces cellules progénitrices sont
capables de se transformer en d’autres types de cellules endocrines, et particulierement en cellules a
(67). Chez I'hnumain, il est évidemment impossible de réaliser un lignage cellulaire. Néanmoins a I'aide
du marqueur de cellules progénitrices endocriniennes, ALDH1A3 (Aldéhyde déshydrogénase 1A3), une
augmentation significative de cellules ALDH1A3" a été détectée dans le pancréas d’humains de
donneurs DT2 (246). De plus, I'expression de marqueurs de cellules B pancréatiques a été retrouvée
dans des cellules exprimant le glucagon, montrant une nouvelle fois la capacité de la cellule B a changer
son identité moléculaire et de devenir un autre type cellulaire, mécanisme permettant d’expliquer la

diminution de la masse de cellules 3 observée au cours du DT2.

11.3.3 Les différents traitements thérapeutiques du DT2
Afin de contrer I'hyperglycémie chronique et restaurer la normoglycémie, de nombreux agents
pharmacologiques ont été développés afin de cibler différents mécanismes permettant de diminuer la
glycémie, tels que l'augmentation de la sécrétion d’insuline, 'augmentation de la sensibilité a
I'insuline, la diminution de la production hépatique de glucose, la réabsorption intestinale et rénale de

glucose ou encore l'injection d’insuline.

11.3.3.1 Modification des habitudes alimentaires et de I'activité physique
L'augmentation de la prévalence du DT2 étant associée a |'obésité, I'une des premiéres solutions
envisagées afin de rétablir la normoglycémie est de modifier les habitudes alimentaires et diminuer
I"apport calorique associée a une augmentation de I'activité physique des patients. En effet, de
nombreuses études ont montré le r6le important de I'activité physique dans le contréle de la glycémie.
L’exercice permet de diminuer I'[MC (indice de masse corporelle), mais également d’augmenter la

sensibilité a I'insuline, de diminuer I’'HbA1c et d’augmenter le pic de consommation d’oxygéne. Ces
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modifications vont permettre d’améliorer les paramétres glycémiques et lipidique sanguins, la
pression sanguine, diminuer les risques cardio-vasculaires (247). Concernant la modification des
habitudes alimentaires, il est demandé au patient d’adopter un régime contenant des glucides a faible
indice glycémique, associé a des aliments pauvres en acide gras. Ce régime s’est montré efficace pour
induire a la fois une perte de poids et améliorer I'action de I'insuline et la tolérance au glucose (248).
Cependant, il s'avere que la mise en place de ces modifications de prise alimentaire et de I'activité
physique ne suffit pas a rétablir la normoglycémie, nécessitant ainsi la mise en place d’un traitement

pharmacologique.

11.3.3.2 La metformine
La Metformine est un dérivé des biguanides et est I'antidiabétique le plus utilisé au monde. Il permet
de supprimer la production hépatique de glucose réduisant ainsi la glycémie a jeun et 'HbA1c. La prise
de Metformine permet de faire diminuer le poids ainsi que de diminuer le risque cardiovasculaire.
Néanmoins, il possede deux effets secondaires indésirables : de nombreux troubles gastro-intestinaux
ainsi qu’une augmentation de la production de lactate (180). La metformine active la voie de 'AMPK
en activant, entre autres, SHP (Small heterodimer partner) et inhibe la phosphorylation de CBP (Creb
Binding protein) (249). Ces deux mécanismes permettent de diminuer I'expression d’enzymes
impliguées dans les mécanismes de gluconéogenese, telles que la G6pase (Glucose 6 phosphatase), la
PEPCK et la PC (Pyruvate carboxylase) (250). L'activation de 'AMPK induit I'inhibition de mTORC1,
diminuant également la gluconéogenése (251). D’autres études ont mis en avant que la Metformine
permet également d’améliorer 'activité de GLUT1 au niveau des hépatocytes a travers |'activation
d’IRS2 (Insulin receptor substrate 2) permettant la diminution de la glycémie (252). La Metformine
possede également des effets sur I'absorption musculaire et intestinale du glucose et stimule Ia
sécrétion de Glp-1 par les cellules L intestinales. Plus récemment, des études ont mis en évidence que
la Metformine permettait de modifier la composition du microbiote intestinale permettant
I'amélioration de la tolérance au glucose (253). Récemment, une étude a démontré que
I'administration de Metformine permettait d’augmenter la production de GDF15

(Growth/differentiation factor 15), hormone diminuant la prise alimentaire et le poids de corps (254).

[1.3.3.3 Les sulfamides hypoglycémiants
Les Sulfamides hypoglycémiants, tels que le Glibenclamide, permettent d’augmenter la sécrétion
d’insuline, diminuant la glycémie et I’'HbAlc a court et moyen terme. Les sulfamides sont également
associés a une augmentation du poids de corps et peuvent induire de séveres hypoglycémies. Les
sulfamides se fixent a la sous-unité SUR1 du canal potassique ATP-dépendant et induisent sa
fermeture, entrainant la dépolarisation membranaire et un influx massif de calcium intracellulaire, ce

qui permet I'exocytose des vésicules d’insuline (255). Les Meglitidines, composés de la Repaglinide et
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la Nateglinide, ont été décrits comme des sécrétagogues de l'insuline a courte durée d’action
administrés avant chaque repas et possédant le méme mode d’action que les sulfamides. Méme s’ils
diminuent le risque d’hypoglycémie par rapport aux sulfamides, ils ne permettent pas de prévenir de

la dysfonction de la cellule 3 et I'augmentation de I’'HbA1c associée au DT2 (256).

[1.3.3.4 Les agonistes du récepteur au Glp-1 ou incrétinomimétiques
De par les nombreuses fonctions métaboliques du GLP-1 (augmentation de la sécrétion d’insuline,
diminution de 'appétit, diminution de la production hépatique de glucose, ...), de nombreux agents
pharmacologiques ciblant la voie du GLP-1 et I'activation de son récepteur ont été développés. Le GLP-
1 étant dégradé rapidement par la Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) (demi-vie <2 minutes), I'objectif a
été de modifier la structure du GLP-1 pour le rendre plus résistant a la dégradation par la DPP-4 et
diminuer le nombre d’injection nécessaire pour stabiliser la glycémie. Le premier agoniste approuvé
par la FDA (Food and Drug Administration) a été I'Exenatide en 2005, dérivé de I'exendine-4. Avec une
demi-vie comprise entre 3 et 4h, I'Exenatide nécessite une double injection quotidienne (257). En
2009, la FDA a approuvé I'utilisation du Liraglutide (Victoza), dont la structure est proche de celle du
GLP-1 humain mais composé d’un acide gras afin de diminuer sa dégradation, lui conférant ainsi une
demi-vie de 13 h et nécessitant donc une seule injection journaliere (258). Plus récemment, le
Semaglutide développé par Novo Nordisk, a été accepté par la FDA. Le Semaglutide a 94% d’homologie
avec le GLP-1 natif, possédant sur la Lysine26 un acide gras a 18C lui conférant une forte affinité avec
I"albumine, ce qui réduit ainsi la clairance rénale. De plus, le Semaglutide présente une modification
de I’AA en position 8, permettant de réduire I'action de la DPP-4. Ainsi, I’ensemble de ces modifications

structurales lui confere une demi-vie de 6 jours, entrainant une seule injection hebdomadaire (259).

Les traitements aux analogues du GLP-1 augmentent I'insulinémie et font baisser la glucagonémie
diminuant ainsi la production hépatique de glucose. Cependant, les agonistes du GLP-1R ont des effets
secondaires bénins comme la nausée ou les vomissements. Il a été cependant déterminé que de
nombreux sujets diabétiques de type 2 présentaient a terme une résistance au GLP-1, diminuant ainsi

les effets bénéfiques de cette thérapie (260).

[1.3.3.5 Les inhibiteurs de SGLT2
Les inhibiteurs de SGLT2 (sodium/glucose co-transporter 2) tels que le Dapagliflozine ou
I’Empagliflozine, de la classe des gliflozines, vont bloquer I'absorption du glucose au niveau du tube
rénal proximal (261). Ce mécanisme permet I'augmentation de I’élimination du glucose plasmatique a
travers l'urine, diminuant la glucotoxicité et améliorant la sensibilité a linsuline des tissus
périphériques. Son efficacité hypoglycémiante est équivalente a celle de la Metformine et favorise

également la perte de poids. Le Dapagliflozine présente une demi-vie de 13,8h et nécessite donc une
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administration journaliére. Ce traitement peut étre associé avec d’autres médicaments
antidiabétiques tels que les agonistes du GLP-1R, la Metformine et I'insuline. Néanmoins, en cas de
néphropathie sévere, 'efficacité de ce traitement est réduite (180). De plus, les inhibiteurs de SGLT2
possedent de nombreux effets indésirables tels que le risque accru d’infection des voies uro-génitales,
une hypotension, une déshydratation avec pollakiurie (envie fréquente d’uriner), polyurie et nycturie.
De plus, I'inhibition de SGLT2 va augmenter la production endogéne de glucose (262) suite a une
augmentation de la sécrétion de glucagon (263). Ce mécanisme s’explique par I'expression de SGLT2 a
la membrane des cellules o (263). Cependant, une étude récente a montré que le co-traitement d’un
inhibiteur de SGLT2 avec le Liraglutide (Agoniste du récepteur au Glp-1) réduit I’hyperglucagonémie
induite par I'inhibition de SGLT2 par un mécanisme dépendant de la sécrétion de somatostatine par la

cellule 5 (264).

11.3.3.6 L’insuline
Sl les antidiabétiques ne parviennent pas a normaliser I'HbAlc, les patients atteints de DT2 doivent
étre traités avec des injections d’insulines a forte dose (>80 a 100 unités par jour). L'insulinothérapie
peut étre associée aux thiazolidinediones (qui augmentent la sensibilité a I'insuline mais non autorisé
en France), ou a la Metformine, ce qui permet d’améliorer le contréle glycémique et réduit ainsi la
dose d’insuline injectée. L'insulinothérapie peut également étre combinée aux agonistes du GLP-1R,
ce qui permet une forte réduction de I'HbAlc et favorise la perte de poids. Néanmoins,

I'insulinothérapie n’est utilisée qu’en dernier recours car elle peut causer de sévéres hypoglycémies.

Il.4 Les diabétes de type « MODY »
Les diabétes de type MODY (Maturity-onset diabetes of the young) ont été reporté pour la premiére
fois en 1974 comme étant un diabéte familial avec une hérédité autosomique dominante, avec
apparition avant I'dge de 45 ans, absence d’auto-anticorps des cellules B, absence de résistance a
I'insuline et une sécrétion d’insuline normale. lls représentent entre 1 et 5% des cas de diabétes et

certaines mutations sont plus fréquemment retrouvés en fonction des populations (265).

Les premieres méthodes de diagnostic des MODY sont arrivées dans les années 1990 et des mutations
associées a un MODY ont été découvert dans 14 genes différents, dont 6 codent des protéines
importantes pour la fonction de la cellule  (266) : Hepatocyte nuclear factor 4o, (HNF4 ), Glucokinase
(GCK), HNF1c, PDX1, HNF1p, et Neurogenic differentiation 1 (NEUROD1), correspondant aux MODY 1
a 6, respectivement. Les 8 autres genes affectés par des mutations pouvant entrainer le
développement d’un MODY, classés de 7 a 14 sont : Kruppel-like factor 11 (KLF11), Carboxyl ester
lipase (CEL), Paired-Box containing gene 4 (PAX4), INS, B-lymphocyte kinase (BLK), Adenosine

triposphate binding cassette sub-family C member 8 (ABCC8), potassium channel J member 11
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(KCNJ11), Adaptator protein phosphotyrosineinteraction pH domain and leucine zipper containing 1
(APPL1). Ces mutations entrainent un défaut de la fonction de la cellule B, induisant le développement
d’une hyperglycémie chronique et I'apparition d’autres symptémes (265). Chaque type de MODY peut

étre soigné a I'aide des thérapeutiques utilisées dans le traitement du DT2.

Il.5 Le diabéete gestationnel
Le diabéte gestationnel (DG) est défini comme une intolérance au glucose survenant au cours de la
grossesse et provoquant une hyperglycémie de sévérité variable. La prévalence d’apparition du DG est
différente a travers le monde mais elle oscille entre 9 et 26% (267). En France, il est recommandé de
dépister le DG le plus tot possible s’il existe des facteurs de risques (obésité, antécédents de diabétes
familiaux, ...). Le dépistage se fait a 'aide d’un test de glucose par administration oral et la glycémie
est mesurée a jeun, 1h et 2h apres I'administration. Un DG est diagnostiqué si la glycémie est
supérieure a 95, 140 et 120 mg/dl, respectivement (268). L’'HbAlc peut également étre un critére
important pour détecter le DG, mais reste souvent dans les concentrations standard (269). Certains
facteurs de risques peuvent mener au développement d’un DG, souvent identiques a ceux observés
pour le développement d’un DT2, a savoir I'dge maternel, I'obésité, la provenance ethnique, I’histoire
familiale liée au DT2 et le développement d’un DG lors d’une premiere grossesse. Le DG entraine de
nombreuses complications pour le feetus, notamment une hypoglycémie du nouveau-né, une détresse
respiratoire, une malformation foetale et une augmentation du taux de mortalité. Au moment de

I’accouchement, un DG est associé a un risque accru de pré éclampsie sévére (270).

Lors d’'une grossesse normale, la sensibilité a I'insuline diminue (271) avec augmentation de la
production hépatique de glucose. Suite au développement de I'insulino-résistance (272), provoquée
par I'action de facteurs placentaires tels que I’'hPl (Lactogéne placentaire humain), la progestérone et
les cestrogénes, la sécrétion d’insuline en réponse au glucose est augmentée en premiéere et seconde
phase d’environ 300% pendant I'ensemble de la durée de la gestation. Ainsi, la plasticité des cellules
suite au développement de [linsulino-résistance est la marque de la régulation normale de
I’'homéostasie glucidique au cours de la grossesse. Néanmoins, une mauvaise adaptation de ces
cellules B peut mener au développement d’un DG car la sécrétion d’insuline est insuffisante (273).
Malgré cela, la plupart des femmes retrouvent leur glycémie pré-gestationnelle peu aprés
I’accouchement. Cependant, certaines femmes peuvent continuer de présenter une hyperglycémie,
représentant probablement la catégorie de femmes présentant un DT2 non diagnostiqué avant le
début de la grossesse (274). Aprés I'accouchement, I'allaitement a pour effet d’améliorer le poids et la

tolérance au glucose (275).
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lll. Le Glucagon-Like Peptide 1, le GLP-1

[ll.1 Présentation des incrétines et du GLP-1
Le concept que certains facteurs produits par l'intestin aprés un repas sont capables de stimuler la
sécrétion des hormones pancréatiques afin de contréler la glycémie provient du début des années
1900 (276). La premiére incrétine détectée a été le « Gastric inhibitory polypeptide » (GIP), et a été
décrit comme ayant un role dans les sécrétions acides de I'estomac, puis dans la stimulation de la
sécrétion d’insuline chez I'animal et I’humain (277). Le GIP est sécrété par les cellules K intestinales en
réponse au glucose ou aux acides gras ingérés lors d’un repas afin de potentialiser la sécrétion
d’insuline en réponse a une élévation de la concentration plasmatique de glucose. Par la suite, une
seconde incrétine a été découverte, le Glucagon-like peptide-1 (GLP-1). Sa découverte provient du
clonage et du séquencage du gene du proglucagon. En effet, ce géne en plus du glucagon, permet la
production de deux autres peptides, le GLP-1 et GLP-2 possédant environ 50% d’homologie avec le
glucagon (Figure 8). Le géne du proglucagon est situé sur le chromosome 2 chez ’humain (278) et la
souris (276). Il est composé de 6 exons et 5 introns et le Glp-1 est codé au niveau de I'Exon 4 (Figure

8). Ce géne est exprimé dans différents types cellulaires distinct :

e Lescellules L-intestinales, situées principalement au niveau de l'iléon et du colon, méme si une
faible proportion de ces cellules sont présentes au niveau du duodénum et du jéjunum (279)

e Les cellules a pancréatiques (87)

e Certains types de neurones sont également capable d’exprimer le gene du proglucagon
permettant I'expression du GLP-1. On retrouve ces neurones principalement dans le noyau du

tractus solitaire et le bulbe olfactif (280).

L'ARNm du proglucagon est traduit en un seul précurseur pouvant donner naissance a plusieurs
protéines différentes. Ainsi, la formation de ces différents peptides sera induite par un mécanisme
post-traductionnel complexe. Différentes prohormone convertase (PC1/3 et PC2) sont importantes
pour le clivage du proglucagon (88) en GLP-1. Il a été déterminé que différentes formes de GLP-1
pouvaient étre sécrétées in vivo, le GLP-1 (1-37), GLP-1 (1-36)NH, deux isoformes inactives, tandis que
le GLP-1 (7-37) et le GLP-1 (7-36)NH, (majoritaire dans la circulation sanguine) sont considérés comme

biologiquement actifs (Figure 8).

Le Glp-1 est un peptide composé d’environ 30 a 40 peptides avec un domaine N-terminal formant une
structure semblable a une bobine enroulée aléatoirement tandis que la partie centrale de ce peptide
a une structure hélicoidale. De maniere intéressante, les AAs hydrophobes en position 6 et 10, ainsi
que I’AA a chaine courte en position 7 forment un motif qui facilite I'interaction du GLP-1 avec son

récepteur.
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Néanmoins, la demi-vie du GLP-1 actif est de moins de 2 minutes car il est dégradé par la Dipeptidyl
peptidase-4 (DPP-4). La DPP-4 est une enzyme ubiquitaire qui va cliver les peptides contenant un résidu
alanine ou proline en position 2 par rapport a la partie N-terminal du peptide le rendant ainsi
complétement inactif (281). La DPP-4 a été retrouvée a la surface des cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins ce qui entraine une rapide dégradation du GLP-1 suite a son relargage dans le

systeme sanguin.

Le GLP-1 est sécrété suite a l'absorption de sucres ou de gras lors d’un repas (une injection
intraveineuse de glucose n’entrainera pas de sécrétions de GLP-1). La sécrétion du GLP-1 est
biphasique, une premiere phase de sécrétion aura lieu environ 10 a 15 minutes apres le repas alors
gue la deuxieme phase de sécrétion se déroulera environ 30 a 60 minutes apres (282). Le GLP-1 étant
majoritairement sécrété par les cellules L intestinales (présentes dans la partie distale de I'intestin), il
est peu probable que la premiere phase de sécrétion du GLP-1 par les cellules L soit dépendant de
I'ingestion de sucres ou de gras. Des études ont montré le rbéle important de certains
neurotransmetteurs tels que I'acétylcholine ou encore la gastrin-releasing peptide (GRP) dans la
premiére phase de sécrétion chez ’humain et les rongeurs. De plus, chez le rat, I'activation du nerf

vague est un des mécanismes permettant d’expliquer la premiére phase de sécrétion du GLP-1 (283).

Au niveau de la cellule L intestinale, la sécrétion de Glp-1 est stimulée par de nombreux signaux
intracellulaires. L'entrée du glucose, via le transporteur du glucose GLUT2 et le co-transporteur
sodium-glucose 1 (SGLT1), va permettre la production d’ATP par glycolyse, cycle de krebs et
phosphorylation oxydative. L’accumulation intracellulaire d’ATP va entrainer la fermeture d’un canal
potassique dépendant de I'ATP induisant une dépolarisation membranaire. Cette dépolarisation
permet I'ouverture d’un canal calcique voltage dépendant induisant une entrée massive d’ions Ca** au
niveau intracellulaire qui entraine I’exocytose des granules et le relargage du GLP-1 dans la circulation

sanguine (Figure 17) (284).
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Figure 17 : Représentation schématique du mécanisme de sécrétion du Glp-1 par les cellules L intestinales (Adaptée
de Miiller et al., 2019)

Les cellules L intestinales vont sécréter du Glp-1 en réponse a la prise alimentaire et 'augmentation de la glycémie. Le glucose rentrera
par la cellule via Glut-2 ou SGLT1 puis sera métabolisé en ATP au sein de la mitochondrie entrainant la fermeture du canal potassique ATP
dépendant, I'ouverture de canaux calciques et un influx massif de calcium dans la cellule. Couplé au relargage du calcium par le RE,

I'accumulation de calcium intracellulaire va permettre la fusion des vésicules de Glp-1 a la membrane et le relargage dans la circulation
sanguine.

De plus, les cellules L intestinales sont capables de sécréter du GLP-1 en réponse aux acides gras. En
effet, certains récepteurs tels que GPR120 et GPR40 sont activés par la fixation des acides gras a
longues chaines permettant I'ouverture des canaux TRPC3 (Transient receptor potential cation channel
subfamily C Member 3) induisant une entrée de calcium intracellulaire et activant la voie IP3

permettant le relargage du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique (Figure 17).

Pour finir, certains facteurs hormonaux peuvent induire la sécrétion de Glp-1 par les cellules L
intestinales. Premiérement, le GIP stimule la sécrétion de GLP-1, ainsi que la cholecystokinine (285).
De plus, ces cellules expriment le récepteur a la leptine (hormone produite par le tissu adipeux) et la

leptine induit la sécrétion du Glp-1 chez le rongeur et I’'humain.

[1l.2 Le récepteur au GLP-1
Le GLP-1 est un peptide qui va exercer son action biologique apres fixation a son récepteur au niveau
de la membrane cellulaire. Le GLP-1 récepteur (GLP-1R) est un récepteur couplé aux protéines G
(GPCR) (286) composé de 463 acides aminés (AA) avec une homologie de séquence de 90% entre la

souris et 'humain. C'est un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a la protéine Gaos

45



augmentant les niveaux d’Adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par activation de I’Adénylate
cyclase (AC). Ce récepteur est composé de 7 hélices transmembranaires avec une partie C-terminale
intracellulaire de 120 AAs et une partie N-terminale extracellulaire (287). La maturation du GLP-1R se
fait au niveau du réticulum endoplasmique (RE), la partie N-terminal contient une petite séquence lui
permettant sa translocation a la membrane plasmique et qui sera clivé par une peptidase (288). Lors
de sa biosynthese dans le RE, la partie N-terminal extracellulaire (ECD : Extra cellular domain) va
contenir une courte séquence codant un peptide signal permettant la translocation du récepteur a
travers le RE jusqu’a la membrane plasmique de la cellule (287). Apres translocation, ce peptide signal
sera clivé par une peptidase, le récepteur au GLP-1 sera fonctionnel et complet avec I'hélice N-
terminale au début du domaine extracellulaire et quatre brins [ formant deux feuillets antiparalléles
connectés par des ponts disulfures entre des résidus de Cystéines (287). Des études de
cristallographies du GLP-1R ont montré que le GLP-1 se fixait a I'aide de sa région a-hélicoidale a la
partie N-terminale du GLP-1R (289) entrainant alors I’activation du GLP-1R par la liaison des résidus N-
terminaux du Glp-1 avec les hélices transmembranaires et les boucles extracellulaires du récepteur
(290). Néanmoins, un deuxiéme mécanisme de fixation du GLP-1 sur son récepteur a été proposé. Le
GLP-1 activerait le GLP-1R par fixation entre les hélices V et VI, créant un site de liaison possible pour
la protéine G et favorisant son activation (291). Cette activation stimule la formation de 'AMPc a
travers la signalisation de la protéine G, augmentant le niveau de Ca?' intracellulaire et active
différentes voies de signalisation, tels que la voie des Extracellular signal-regulated kinases 1 et 2 (ERK
1/2) par le recrutement des f-arrestines (292), de la PKA, de la PI3K, ... Aprés activation du récepteur,
le signal doit étre interrompue et la sensibilité du récepteur a s’activer de nouveau doit étre restaurée.
La désensibilisation sera réalisée par un couple de sérine/thréonine kinases. Les kinases dépendant du
second messager (AMPC) et les kinases du récepteurs couplés aux protéines G (GRKs) phosphorylant
le récepteur induisant le recrutement de I'arrestine, se liant au récepteur et empéchant le couplage

du récepteur a une nouvelle protéine G (293).

Le GLP-1R est exprimé dans de nombreux tissus. Aprés avoir découvert que le GLP-1R était exprimé
dans une lignée d’insulinome de rat, des études ont montré qu’il était également exprimé dans les
cellules 3 et & des flots de Langerhans, les tissus adipeux, certaines zones neuronales tels que le bulbe
olfactif, 'amygdale, le noyau accumbens ... Son expression est également retrouvée au niveau des
arteres du rein et des poumons, au niveau du cceur (uniguement dans les cellules du nceud sino-
auriculaire), ainsi que dans les glandes de Brunners de I'estomac. Son expression est néanmoins
controversée dans les cellules a des ilots de Langerhans (284). Des études de « single cell RNA-seq »

(scRNAseq) ont montré que ’ARNm du Glp-1r n’est pas présent dans les cellules o (294), alors que

46



I"utilisation d’un agoniste du GLP-1R fluorescent (Luxendin645) montre que le GLP-1R est présent a la

surface membranaire d’environ 18% des cellules a (295).

De par ses effets importants dans I’homéostasie glucidique, de nombreuses études se sont intéressées
aux effets de la perte d’expression du G/p-1r dans I'ensemble de I'organisme. Premiérement, ces souris
sont viables et présentent une hyperglycémie a jeun avec une gluco-intolérance lors de tests au
glucose par administration orale associée a une diminution de la sécrétion d’insuline (296). De maniére
paradoxale, les souris Glp-1r”" soumises a un régime riche en graisse sont plus maigres mais présentent

une intolérance au glucose plus marquée (296).

De par ses nombreux effets métaboliques bénéfiques sur I'ensemble de I'organisme, le Glp-1 et le
développement de nombreux agonistes ont vu le jour en thérapeutique. Outre les effets de I’activation
du Glp-1r qui potentialise la sécrétion d’insuline en réponse a une élévation de la glycémie, le Glp-1 va
posséder également de nombreux autres effets bénéfiques sur la cellule B et sur d’autres tissus de
I’organisme ayant un réle métabolique important tels que le foie, le muscle ou les tissus adipeux par

exemple (297).

[11.3 Effets a court terme du Gip-1 sur la fonction de la cellule (3

[11.3.1 Réle du Glp-1 dans la sécrétion d’'insuline
Comme indiqué auparavant, la fixation du Glp-1 sur son récepteur va permettre I'activation de
I'adénylate cyclase induisant une augmentation des taux d’AMPc intracellulaire. Dans un premier
temps, I’AMPc va stimuler 'activité de la protéine kinase A (PKA) (298) entrainant la phosphorylation
de la sous-unité B2 des canaux voltages dépendant de type L. La diminution d’activité de la PKA
entraine une perte de la potentialisation de la sécrétion d’insuline en réponse au Glp-1 (299). De plus,
la PKA induit la phosphorylation des sous-unité KIR6.2 et SUR1 des canaux potassiques ATP-dépendant
augmentant leur sensibilité a I’ATP, induisant une fermeture de ses canaux, dépolarisant ainsi la
membrane plasmique de la cellule 3 pancréatique et permettant I'ouverture des canaux calciques
voltages dépendant (CCVD) (Figure 18). Cet influx intracellulaire de calcium permet I'exocytose des
granules d’insuline. De plus, la PKA inhibe les canaux potassiques voltages dépendants empéchant la
repolarisation membranaire, stimulant I'influx calcique intracellulaire. De plus, des études ont montré
qgue la PKA permet d’augmenter la mobilisation des granules d’insuline par une augmentation de
I'absorption du glutamate dans les granules, potentialisant leur exocytose (300). De maniére
intéressante, une autre protéine kinase, la PKC (Protéine kinase C) joue un rdle dans l'effet
insulinotrope du GLP-1. En effet, apres activation du Glp-1r, la PKC sera activée entrainant I'activation
des canaux Trpm4 (Transient receptor potential cation channel subfamily M member 4) et Trpm5.

Cette activation permet la dépolarisation membranaire entrainant une entrée massive de calcium
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intracellulaire (301). L'effet insulinotropique du Glp-1 n’est pas uniquement dépendant de I'activation
de la voie de signalisation des protéines kinases A et C. Il est considéré qu’environ 50% de I'insuline
sécrétée en réponse au Glp-1 est médiée par la voie de signalisation des protéines Epac (Exchange
protein activated by cAMP). Ces protéines sont composées d’'un domaine de liaison a I"AMPc
permettant leur activation (302). Cette activation de Epac 1 et 2 dans la cellule 3 stimule la libération
du calcium contenu dans le RE via I'activation du canal Ryrl (Ryanodine receptor 1), augmentant la
concentration intracellulaire de Ca®* et favorisant la sécrétion d’insuline. Epac2 est capable également
de se fixer a la sous-unité SUR1 du canal potassique ATP dépendant. Lors de I'augmentation des taux
d’AMPc intracellulaire, cette fixation est rompue, entrainant le relargage d’Epac2 qui pourra se fixer a
d’autres protéines impliquées dans le transport des vésicules d’insuline tels que Rim2 et le senseur de
calcium Piccolo. Le complexe Epac2/Rim2/Piccolo interagit avec la protéine Rab3, présente a la
membrane des granules d’insulines, faisant diminuer le pH des granules d’insulines par entrée d’ions

CI (Figure 16).

De plus, le Glp-1 va pouvoir exercer ses effets insulinotropes par I'augmentation de I'expression de
genes impliqués dans les mécanismes de sécrétion d’insuline par la cellule B pancréatique. Dans une
lignée d’insulinome de rat (RIN1046-38), il a été montré que le Glp-1 est également capable
d’augmenter I'expression du transporteur au glucose, Glutl, ainsi que de I’'Hexokinase-1, deux
protéines clés impliquées dans le mécanisme de sécrétion d’insuline en réponse au glucose (303). De
plus, le Glp-1 est capable d’augmenter I'expression de Kir6.2, sous-unité du canal potassique impliquée
dans la sécrétion d’insuline (304) démontrant une nouvelle fois le réle important du Glp-1 dans les

mécanismes de sécrétion d’insuline.
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Figure 18 : Représentation schématique des effets du Glp-1 sur la production et la sécrétion d’insuline par la cellule B
(Adaptée de Miiller et al., 2019)

L’activation du Glp-1r sur la cellule S va induire I'augmentation de la production d’AMPc qui peut avoir plusieurs réles. Premiérement,
I'’AMPC peut activer la Pka qui va induire la translocation de Pdx-1 dans le noyau et ainsi permettre la transcription du gene de I'insuline
et 'augmentation de sa biosyntheése. L’activation de la Pka peut également conduire a la fermeture du canal potassique ATP dépendant
et l'ouverture de canaux calciques voltage dépendant permettant I'augmentation de I'entrée de calcium intracellulaire et la
potentialisation de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Pour finir, '’AMPc va stimuler I'activité de la protéine Epac2 permettant
le relargage de calcium du réticulum endoplasmique et ainsi augmenter la concentration en calcium intra-cellulaire et la fusion des
vésicules d’insuline a la membrane.

[11.3.2 Réle du Glp-1 dans la biosynthése de I'insuline
En plus d’avoir un réle dans la sécrétion d’insuline par la cellule § pancréatique, le Glp-1 joue un réle
important dans la synthése d’insuline. Premiérement, le Glp-1 est capable d’augmenter le niveau de
transcrits du géne de I'insuline dans une lignée cellulaire d’insulinome de rat (305). Cette augmentation
d’expression est induite par Pdx1, facteur de transcription clé, impliqué dans le développement du
pancréas et dans le controle de I'expression du géene de l'insuline. L’activation de la Pka par un
traitement au Glp-1 entraine une augmentation de I’expression de Pdx1, accompagnée d’une
augmentation de sa translocation nucléaire et de sa fixation au promoteur du gene de I'insuline ((306),
Figure 18). De plus, le GLP-1 va stimuler I'activité du facteur de transcription Nfat (Nuclear factor of
activated T-cells) qui est capable de se fixer sur le promoteur du géne de l'insuline et d’induire son

expression (307).

Les effets a court terme du Glp-1 sont plutot en lien avec les mécanismes de sécrétion d’insuline par
la cellule . Néanmoins, les effets chroniques du Glp-1 (comme lors d’un traitement aux agonistes du
GLP-1R lors d’un DT2) peuvent avoir de nombreux roles bénéfiques sur la cellule B, notamment en

stimulant la prolifération et en inhibant I'apoptose.
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[1l.4 Effets chroniques du Glp-1 sur la cellule B pancréatique.

[11.4.1 Effets du Glp-1 sur la néogenese des cellules
La masse des cellules B au sein de lilot de Langerhans est maintenue par une balance
entre la prolifération et I'apoptose. L'augmentation du nombre de cellules [ se fait par la
prolifération des cellules P déja existante ou a travers la différenciation des cellules
progénitrices provenant des canaux, mécanisme appelé néogenese. L'amélioration du
contréle de la glycémie par le Glp-1 passe également par des effets chroniques afin de
préserver la masse de cellules (. Premiérement, le Glp-1 est capable d’induire Ia
différenciation de cellules ductales en cellules productrices d’insuline (308) par diminution
d’expression du marqueur de cellule ductale, Ck-20 (Krt20) et par augmentation de
I'expression de marqueurs protéiques clés de la cellule B tels que Glut-2 ou Gck. De plus, le
traitement de cellules Capan-1 (cellules ductales humaines) avec un agoniste du Glp-1r
entraine une augmentation de [I'expression de facteurs de transcription nécessaires a la
différenciation des cellules progénitrices en cellules [ tels que Pdx1l, NeuroD, Hnf3[3
(Hepatic nuclear factor 3 f), résultant en une augmentation du nombre de cellules
marquées positivement pour [linsuline (309). In vivo, le traitement de souris avec de
I'Exendin-4 stimule I'expression de Pdx1 au niveau des cellules ductales, permettant ainsi

I’'augmentation de la masse des cellules 3 (310).

La transdifférenciation des cellules o en cellules  induite par le Glp-1 est un mécanisme récemment
démontré comme permettant d’expliquer I'amélioration de la glycémie par un traitement aux
analogues du Glp-1. Cette transdifférenciation est induite par la production de Fgf-21 permettant

I’expression de Pdx1 et la transdifférenciation de cellules a en cellules 3 (225).

111.4.2 Effets prolifératifs du Glp-1 sur la cellule
L'activation chronique du Glp-1r par ses agonistes joue un rble important dans les
mécanismes de prolifération de la cellule B pancréatique (284). De nombreuses voies de
signalisation cellulaire ont été mises en évidence dans le controle de la prolifération de la
cellule B induite par le Glp-1. Il a d’abord été déterminé que certains des effets prolifératifs
du Glp-1 étaient médiés par Pdx1l. En effet, des souris déficientes pour Pdx1 dans la cellule
B présentent une incapacité a augmenter la prolifération de la cellule B en réponse au GLP-
1 (311). A Jl'aide de la lignée cellulaire INS-1A, différentes voies de signalisation
intracellulaire tels que la voie des PkA, B et C (312-314), ou la voie Ampk/mTor (315) ont
été démontrées comme ayant un réle dans la prolifération de la cellule [B. L'effet

mitogénique de I’exposition chronique aux analogues du Glp-1 peut également passer par
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la voie de la calcineurin/Nfat. Les agonistes du Glp-1r peuvent également induire la
prolifération de la cellule [ pancréatique par la stimulation de Irs2 (insulin receptor
substrate 2) (316) par des mécanismes liés a la phosphorylation de Creb et a l'induction de

genes important de la prolifération cellulaire.

111.4.3 Réles anti-apoptotiques du Glp-1 sur la cellule 3
Outre le réle important dans la prolifération de la cellule B3, le Glp-1 peut exercer ses effets bénéfiques
a travers I'inhibition de I'apoptose de la cellule § (317). L'activation du Glp-1r par ses agonistes va
entrainer la production d’AMPc et 'activation de nombreuses voies de signalisation cellulaires telles
que l'activation de la PKB, qui permet la liaison du facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor kB)
a I’ADN et I'induction de I'expression de geénes anti-apoptotiques tels que Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) ou
encore lap-2 (Inhibitor of apoptosis protein 2) (318). L’effet anti-apoptotique du Glp-1 est également
médié par I'activation de la voie PI3K-AKT permettant I'inactivation de la protéine pro-apoptotique
Bad (BCL-2 associated agonist of cell death), diminuant ainsi I’activation de la caspase-3 (319). A I'aide
de la lignée INS-1, il a également établi que la production d’AMPc par le GLP-1 entraine I'inhibition de
I’Ampk permettant 'activation de la protéine mTor et 'augmentation des capacités anti-apoptotiques

de la cellule B (315, 320).

L'un des mécanismes cellulaires induisant I'apoptose pendant le développement du diabéte est le
stress du réticulum endoplasmique (321), conséquence d’une réponse UPR (Unfolded Protein
Response) prolongée. Plusieurs équipes se sont alors intéressées a déterminer I'effet du Glp-1 sur la
réponse UPR et le stress du RE. Premierement, a travers l'utilisation de la lignée INS1, il a été montré
gu’un traitement avec un agoniste du Glp-1r entraine I'augmentation de la traduction d’Atf-4 a travers
I'activation de la Pka, ayant pour conséquence d’augmenter la réponse UPR et de diminuer le stress
du RE a long terme (322). Dans une autre étude, les auteurs ont également montré qu’un traitement
a I'exendine-4 permet I'induction de la protéine chaperonne BiP (Bindind immunoglobulin protein)
permettant une meilleure réponse UPR, ainsi que I'expression de JunB, protéine anti-apoptotique et
protégeant du stress du RE (323, 324). In vivo, il a également été démontré le réle protecteur d’un
traitement chronique au Glp-1 sur le stress du RE lors du développement d’un diabéte, notamment a

travers le contréle de I'expression de genes impliqués dans la réponse UPR (Xbp1, Chop, elF2¢) (322).

[1l.5 Effets chroniques du GLP-1 sur ’'homéostasie énergétique
[11.5.1 Réle du Glp-1 sur le systeme nerveux central
Au-dela des effets pancréatiques, les effets du Glp-1 sur le cerveau et principalement sur la prise
alimentaire et la perte de poids sont largement étudiés. Ses effets ont été démontrés dans de

nombreuses espéces, tels que la souris, le cochon et 'THomme (284). D’un point de vue anatomique, le
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GLP-1 active les neurones a Proopiomélanocortine (POMC) et a « Cocaine and amphetamine-regulated
transcript (CART) », neurones dits anorexigenes, présents au sein du noyau arqué (ARC) et inhibe
I’action des neurones oréxigeniques, nommées NPY et AgRP (Neuropeptide Y et Agouti-related
peptide), situés dans I’hypothalamus. La stimulation des neurones anoréxigéniques et I'inhibition des
neurones oréxigeniques se fait via la signalisation GABAergique, qui stimule les neurones a POMC et
inhibe les neurones a NPY. En plus des effets dans les neurones de I’hypothalamus, certaines autres
cellules neuronales jouent également un réle dans le contréle de la prise alimentaire par le Glp-1. Par
exemple, I'activation du Glp-1r dans les neurones du noyau du tractus solitaire (NTS) a pour
conséquence d’augmenter la phosphorylation de la PkA et de la MapK, induisant une diminution

d’activité de 'AMPK et diminuant la prise alimentaire (325).

Nous allons maintenant aborder I'impact de la signalisation du Glp-1 dans les tissus métaboliques

périphériques que sont le foie, le tissu adipeux, le cceur et le muscle (Figure 17).

I11.5.2 Mécanismes d’action du Glp-1 sur la physiologie hépatique
Dans le foie, I'activation du récepteur au Glp-1 permet I'augmentation de I'expression de la Glycogen
synthase « induisant I'augmentation de la production de glycogéne hépatique (326). Il a été montré
que dans un modele Ob/0b, un traitement a I'exendine-4 contrdle la production de glucose hépatique,
par diminution de I'expression d’enzymes clés de la gluconéogenése hépatique et 'amélioration de la

signalisation de I'insuline dans I’'hépatocyte (327).

Le traitement par le Liraglutide (analogue du Glp-1) a montré une amélioration de I’hyperlipidémie, du
contenu en acides gras dans les hépatocytes, de la maladie du foie gras non alcoolique (NAFLD) ainsi
gue de la fibrose hépatique (328, 329). Les effets bénéfiques du Glp-1 sur les hépatocytes peuvent
s’expliquer premierement par une diminution de I'apoptose hépatocytaire suite a une augmentation
de 'autophagie réduisant le stress du RE, par activation de la voie AMPK/mTOR. Dans un second temps,
les effets bénéfiques peuvent étre expliqués par I'augmentation de la survie cellulaire suite a une
diminution de la production d’espéeces réactives de I'oxygenes (ROS) hépatocytaires, une inhibition de
I'activité de p38 (MAPK) et une diminution d’expression de génes pro-apoptotiques tels que Bak et
Bax. Ces effets peuvent étre également expliqués par une augmentation d’expression de Ucp-2
(uncoupling protein 2), régulateur majeur de la biogénése mitochondrial, ainsi qu’une augmentation

d’expression de Pgclo (peroxisome proliferator activated receptor-gamma coactivator 1a) (Figure 19).
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111.5.3 Effets du Glp-1 sur les tissus adipeux
Bien que les thérapies a base de Glp-1 augmentent la perte de poids via les effets du Glp-1 sur la
satiété, certaines études ont montré un role important des agonistes du Glp-1r dans I'adipogénése et
la fonction de I'adipocyte blanc et brun. Dans le tissu adipeux blanc, le Liraglutide permet a travers la
production d’AMPc de diminuer I'expression de la Fatty Acid Synthase (Fasn) diminuant ainsi la
lipogeneése adipocytaire (330), d’améliorer la sensibilité a I'insuline (331) et de réguler la formation de
nouveaux adipocytes (332). Il permet également d’activer les cellules « Adipose-resident invariant
natural killer T) » (iNKT), cellules immunitaires sécrétant le Fgf-21, hormone ayant un rdle important

dans les mécanismes de perte de poids (Figure 19 (333)).

Au niveau du tissu adipeux brun, ayant un réle important dans les mécanismes de thermogénése,
I’administration de Glp-1 permet 'augmentation de I'expression de Ucp-1 (Uncoupling protein 1,
protéine découplante mitochondriale), de Cox411 (protéine de la chaine respiratoire mitochondriale)
et de Pgcla entrainant une augmentation de I'activité thermogénique du tissu adipeux brun (334). De
plus, le traitement au Glp-1 de cellules adipeuses permet de diminuer I'expression de genes impliqués
dans la lipogenése de novo. Le traitement avec I'Exenatide de souris C57BI6/J ou de la lignée cellulaire
3T3-L1 différenciée en adipocyte permet de remodeler les adipocytes blancs en adipocytes bruns via

la voie de la Sirtuin1 (Sirt1) (335).

I11.5.4 Mécanismes d’action du Glp-1 sur la physiologie cardiaque
Le DT2 et I'obésité représentent des facteurs de risque pour le développement de maladies
cardiovasculaires. L'intérét d’étudier I'impact de la stimulation du récepteur au Glp-1 sur le systeme
cardio-vasculaire est donc émergent. L'expression du récepteur au Glp-1 a été observé dans
différentes parties du coeur : 'endothélium cardiaque, les cellules musculaires lisses et au niveau des
arteres coronaires (336). L'activation du Glp-1r dans les cardiomyocytes augmente la survie cellulaire
suite a une insuffisance cardiaque par inhibition de I'apoptose notamment par contréle de I'expression
de protéines cardioprotectives tels que Nrf2 (Nuclear factor 2), Pparf (peroxisome proliferator-
activated receptor ) et Ho-1 (Heme oxygenase-1) ou encore la phosphorylation d’AKT ou de GSK3[3
(337). Le Glp-1 permet de réduire la pression sanguine en cas d’hypertension a travers la sécrétion du
facteur natriurétique auriculaire (ANP), permettant la vasodilatation et la réduction de la pression
sanguine (338). Le Glp-1 possede également des effets sur le rythme cardiaque, notamment a travers

la signalisation sympathique et parasympathique du systéme nerveux (284).

111.5.5 Effets du Glp-1 sur le muscle squelettique
Les études s’intéressant aux effets du Glp-1 sur le muscle squelettique ont mis en évidence qu’une

exposition aux agonistes du Glp-1 permet d’améliorer la synthése de glycogéne par augmentation de
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I'activité de la glycogéne synthase o permettant d’augmenter les capacités intrinséques du muscle
squelettique (339). D’autres études ont mis en évidence que I'administration d’agonistes au Glp-1r
augmente le transport du glucose dans le muscle, indépendamment de I'insuline, a travers I'activation

de la voie de signalisation de I’AMPK conduisant a la translocation membranaire de Glut-4 (340).

Le muscle étant un organe sensible aux actions de I'insuline, I'effet du Glp-1 sur I'insulino-résistance
du muscle squelettique a été analysée. En conditions physiopathologiques, le Glp-1 permet de
diminuer l'insulino-résistance induite par le palmitate dans la lignée cellulaire HSMM a travers une
augmentation de la phosphorylation de Irs-1 et de AKT dans la cellule musculaire. L’activation de la
voie Insuline-IRS1 permet d’augmenter I'expression et la translocation de Glut-4 dans la lignée HSMM

et permet donc I'augmentation de la captation du glucose sanguin (341) (Figure 19).
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Figure 19 : Effets du Glp-1 sur les différents tissus métaboliques (Adaptée de Milller et al., 2019)
Le Glp-1 va posséder de nombreux effets bénéfiques sur de nombreux tissus participant a la régulation du métabolisme. Sur le cerveau, le
Glp-1 va posséder un réle neuroprotecteur et diminuer la prise alimentaire. Au niveau des ilots de Langerhans, le GLp-1 augmente la
sécrétion et la synthese d’insuline, ainsi que la prolifération et la survie et diminue I'apoptose des cellules 3. Sur le muscle, le Glp-1
augmente I'entrée du glucose et améliorer la sensibilité au glucose. Il diminue également la pression sanguine, améliore la survie des
cardiomyocytes et module le rythme cardiaque. Au niveau du tissu adipeux blanc, le Glp-1 diminue la lipogenése, augmente la sensibilité
a l'insuline, I'adipogenése et la thermogenése. Pour finir, le Glp-1 diminue la néoglucogenése hépatique et la stéatose.
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IV.E2f1, régulateur du cycle cellulaire et du métabolisme

IV.1 Présentation de la famille des E2Fs
En 1986, Kovesdi et al. ont démontré I'existence d’un facteur nucléaire capable de reconnaitre et de
se fixer au promoteur du géne E2 chez I’Adénovirus. Ce facteur a été nommé E2F pour « E2 factor »
(342) suggérant un role important de cette protéine pour la progression du cycle cellulaire. Par la suite,
de nombreuses études ont démontré une interaction protéique directe avec le suppresseur de tumeur
du rétinoblastome (Rb) (343-345) et qu’une mutation de la séquence de Rb entrainait une incapacité
de Rb a se fixer a E2F (346). Le premier clone de la famille des E2Fs (E2F1) a été isolé par trois équipes
en 1993 (347-349). Par la suite, deux autres clones humains (E2F2 et E2F3 respectivement) ont été

isolé (350, 351).

A ce jour, chez les mammiféres, 8 génes de la famille des E2Fs ont été identifiés (de E2F1 a E2F8) (352).
Plusieurs isoformes d’E2F ont également été découvertes, résultant soit d’un épissage alternatif ou de
sites de débuts de transcriptions différents. Par exemple, le locus du géene E2F3 code pour deux
isoformes distincts ; E2F3a et E2F3b (353). De par la complexité de leur nombre, les différents E2Fs
peuvent étre classé en trois sous catégories basées sur leur activité transcriptionnelle (activateurs ou

répresseurs) et leurs homologies de séquence (354-356) (Figure 18).
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Figure 20 : Vue d’ensemble de la structure de ’ensemble des protéines de la famille des E2fs (Adaptée de Kent &
Leone., 2019, 31053804)

L’ensemble des E2fs vont posséder un domaine de liaison a I'’ADN. Les E2F1 & E2F6 requiérent une dimérisation avec un membre des
facteurs de transcription de la famille des partenaires de dimérisation (DP) pour se fixer a ’ADN. Cette interaction peut étre facilitée avec
un domaine de dimérisation composé d’un domaine leucine zipper (LZ) et d’un domaine Marked Box (MB). Les E2F1 a E2F5 sont liés aux
protéines de la famille des protéines poches (pRB, p107 et p130) au niveau du domaine de transactivation. Les E2F1 a E2F3 vont posséder
un domaine NLS (Nuclear localisation signal) alors que les E2F4 et E2F5 vont posséder un domaine NES (Nuclear exportation signal). Les
E2F7 et E2F8 ne possédent pas de domaine de dimérisation et de transactivation et ne sont pas capable de se lier a des protéines de
dimérisation et aux protéines poches.
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Les E2F1 a E2F6 forment le groupe des E2Fs dit « Canoniques » et sont composés d’un site de fixation
aI’ADN (Figure 1) (352). Néanmoins, cette fixation a ’ADN n’est possible qu’en cas de dimérisation des
E2Fs avec une protéine membre de la famille des « Transcription factor dimerization partner ; TFDP1-
TFDP3 » (357). Cette dimérisation est facilitée par la présence dans la structure de ces E2Fs d’un
domaine de dimérisation, lui-méme subdivisé en un domaine « Leucine Zipper » (LZ) et un domaine
« Marked box » (MB). Les E2Fs canoniques possédent un domaine de transactivation a I'exception de
E2F6. Ce domaine est composé d’'un site de fixation aux protéines de la famille des « protéines
poches » comme la protéine du Rétinoblastome (RB), mais également p107 (RBL-1) et p130 (RBL-2).
Les E2F1-3 sont majoritairement liés avec RB (358), alors que E2F4 interagit principalement avec p107
(359), mais peut également interagir avec RB (360). E2F5 va interagir préférentiellement avec p130
(361). De plus, E2F1-E2F3 possédent un domaine NLS « Nuclear localization signal », ainsi qu’un site de
fixation a la CyclinA, adjacent au NLS (362). Au contraire, E2F4 et E2F5 sont composés de deux domaine

NES « Nuclear export signal » (Figure 20).

Concernant E2F7 et E2F8, formant le groupe des E2Fs atypiques, ils sont composés uniquement de
deux domaines de fixations a I’ADN (355, 356, 363), sans domaine de transactivation et de dimérisation

(Figure 20).

Comme indiqué précédemment, les E2Fs peuvent également étre classés selon leurs activités
transcriptionnelles. En effet, E2F1, E2F2 et E2F3a sont classés comme des activateurs de la
transcription par fixation aux promoteurs de leurs genes cibles tandis que E2F3b a E2F6 sont considérés
comme des répresseurs de la transcription, notamment par fixation des protéines « poches » (pRB,
p107, p130), mais également le recrutement d’histones déacétylases (HDAC) permettant la
compaction des histones et réprimant la transcription des genes cible (364). E2F6 ne possédant pas de
domaines de transactivation, son activité répressive est induite par le recrutement du « Polycomb
Group Proteins » (PcG) modifiant la structure des histones par ajout de groupement acétyl ou méthyl
modulant 'activité transcriptionnelle du promoteur du géne cible (365) (Figure 20). Les histones sont
des protéines qui permettent la compaction de ’ADN dans le nucléosome. Les queues N-terminales
des histones sont sujettes a diverses modifications post-traductionnelles, tels que I'acétylation ou la
méthylation affectant I'accessibilité de la chromatine et I'expression des génes. Il a été montré que
I"acétylation des lysines présentes sur les histones est un mécanisme trés dynamique régulée par
I’action opposée de deux familles d’enzymes : les Histone acétyl transferase (HAT), associées a une
activation de la transcription, et les Histones Deacetylases (HDAC), associées a une répression de la
transcription (366). L’acétylation de la queue des histones par les HAT permet la décompaction de la
chromatine et I'exposition des sites de liaisons pour 'ARN polymérase Il et pour les facteurs de

transcription. Au contraire, la déacétylation des histones a travers 'augmentation de I'activité des
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enzymes HDAC va entrainer une compaction de la chromatine empéchant la fixation des facteurs de
transcription et de I’ARN polymerase Il, réprimant ainsi la transcription des génes (367). En plus de
I'acétylation, les histones peuvent étre mono, di, ou tri-méthylés. Le recrutement de groupement
méthyl sur les histones peut avoir un role activateur ou répresseur de la transcription en fonction des
acides aminés des histones qui sont méthylés et du nombre de groupement méthyls attachés. Ainsi, la
présence ou |'absence de différentes marques d’histone au niveau de la chromatine d’un promoteur

induit soit I'activation ou la répression de la transcription du gene.

Initialement, les E2Fs ont été décrits comme des facteurs de transcription ayant un réle dans la
progression du cycle cellulaire a travers la réplication de ’ADN en phase G1 (368). De nombreuses
autres études ont cependant montré d’autres réles importants des E2FS. En effet, par des études
d’analyse d’expression génique par la technique « micro-array a ADN », il a été déterminé que les
protéines de la famille des E2Fs sont impliquées dans la réparation de I’ADN suite a la réplication (369,
370), dans I'apoptose des cellules, notamment par des mécanismes dépendant de p53 (371) et des
mécanismes de contréle transcriptionnelle de génes anti-apoptotiques (Mcl-1) (372) et pro-
apoptotiques (373, 374). En plus de leurs roles dans le contréle de la prolifération cellulaire ou
I'apoptose, les protéines de la famille des E2fs jouent un réle important dans la différenciation
cellulaire et le développement. En effets, a partir de modeles de souris déficients pour les différents
membres de la famille des E2fs, leur role dans le développement et la différenciation a pu étre

démontré (375).

IV.1l Réle de E2f1 dans la prolifération, 'apoptose et la réparation de ’ADN
IV.2.1 Effets de E2f1 sur la progression du cycle cellulaire et la prolifération
La prolifération cellulaire est un des mécanismes biologiques fondamentaux du développement, de
I’'homéostasie et de la régénération. La séquence d’étapes au cours de ce processus est appelée cycle
cellulaire et est divisé en une phase de synthése de I’ADN (Phase S) et une phase de division cellulaire,
appelé mitose (Phase M). Ces phases sont précédées de deux phases intermédiaires, les phases G1 et

G2 respectivement (376).

En phase de quiescence (GO), 'activité des « cyclins dependant kinase » (CDK) est faible ou nulle,
entrainant un état hypophosphorylé de la protéine du rétinoblastome (pRb) permettant sa liaison aux
facteurs de transcription de la famille des E2fs, et plus particulierement E2f1. Grace a I'activation de
signaux mitogéniques, les cellules quiescentes initient une cascade de signalisation par I'activation la
voie Erk permettant la transcription de facteurs de transcription tels que c-Myc et Ets-1 (377). Ce
mécanisme permet d’augmenter I'expression de la cycline D, qui va se lier a CDK4 et CDK6, permettant

leur activation. Cette fixation s’accompagne de la fixation de la cycline E a CDK2, initiant Ila
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phosphorylation de pRb sur différents résidus de sérines et de thréonines, permettant sa dissociation
au facteur de transcription E2f1 (378). Cette dissociation permet I'activation de I'expression de génes
impliqués dans la transition de la phase G1/S, dont la cycline E, la cycline D1, CDC2, DHFR
(Dihydrofolate reductase), la DNA polymerase A par exemple (379). Ces événements ménent au
passage du point de restriction (Point R), définit comme le moment ol la cellule n’a plus besoin de
stimuli mitogéniques pour terminer le cycle cellulaire (380) (Figure 21). Dans I'objectif d’éviter une
suractivation de E2f1 et une prolifération cellulaire trop importante, de nombreux mécanismes sont
mis en place pour inhiber son activité. Par exemple, le complexe CyclineA-CDK2, actif pendant la phase
S permet la phosphorylation du partenaire de dimérisation de E2F1 (DP1) entrainant la dissociation du
complexe E2F1-DP1 a la chromatine, et permettant la fixation des E2fs répresseurs E2F7 ou E2F8, sur
le promoteur des genes cibles de E2f1 (381). La dissociation de E2F1 a la chromatine permet également
son ubiquitinylation par la protéine SKP2 (s-phase kinase protein-2) (382) permettant la dégradation

de E2F1 par le protéasome (383) et limitant ainsi la prolifération cellulaire (Figure 21).
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Figure 21 : Mécanisme moléculaire du contrdle du cycle cellulaire par la voie E2f1-pRb-Cdk4 (Adaptée de Roworth et

al., 2015, 27308406)
Au cours de la phase G1, I'activité transcriptionnelle de E2f1 est réprimée par l'interaction du complexe E2f1-Dp1 avec la protéine Rb.
Sous la stimulation de signaux mitogéniques, la cycline D va former un complexe avec Cdk4 permettant la phosphorylation de pRb et son
détachement au complexe E2f1-Dp1. Ce mécanisme permet ainsi d’activer la transcription des génes cibles de E2f1 tels que la cycline E,
la cycline A. Au cours de la transition de la phase S a la phase G2, I'activité transcriptionnelle de E2f1 est réprimée suite a un retour a la
forme hypophosphorylée de pRb et a une augmentation de la dégradation de E2f1 par le protéasome suite a une ubiquitinylation par
Skp2.
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D’autres mécanismes permettent d’inhiber I’activité de E2F1, notamment par une régulation négative
de la phosphorylation de pRB. En effet, il existe au sein de la cellule des inhibiteurs des CDK, appelés

CDKi, protéines de la famille des INK4 (p16™NK** p15'NK8 p18INK4C ot n19INK4D) et des CIP (CDK-interacting

1CIP1 27KIP

proteins) tels que (p21°*%, p et p57¥") (384). Par exemple, le locus CDKNZ2a, qui code deux

6'NK4A ot p14°RF régule Iactivité transcriptionnelle de E2F1. En effet, p16 est capable de se

protéines pl
fixer a CDK4 et inhibe ainsi la formation du complexe CyclineD/CDK4, diminuant le niveau de

phosphorylation de pRB (385) lors de |la phase G2/M.

L’ensemble de ces mécanismes font de de la voie E2F1-pRb-CDK4 un systéme homéostatique finement
régulé. Sa dérégulation entraine des perturbations du cycle cellulaire, faisant de E2F1 un oncogéne
potentiel, dont la dérégulation de son activité pourrait contribuer a une progression sans restriction
du cycle cellulaire et la formation de tumeurs. Cependant, contrairement a pRB et p53 dont on a
identifié 1143 et 7716 mutations, respectivement, seulement 43 mutations pour E2F1 ont été observés
selon la base de données COSMIC comme prédisposant a la formation de certains cancers. En
conséquence, chez la souris, une surexpression de E2f1 prédispose a |'apparition de certains cancers,
tels que le cancer de la peau, du vagin ou de I'épithélium de I'estomac (386, 387). A l'inverse, la
délétion de E2f1 chez la souris augmente de maniére inattendue le développement de certaines
tumeurs (hépatocarcinomes, tumeurs pulmonaires, hémangiosarcomes). De plus, les souris E2f17
présentent une atrophie testiculaire et des modifications histologiques au niveaux de certaines
glandes exocrines tel que le pancréas ou la glande salivaire (388). Ces résultats mettent en évidence
que E2F1 pourrait posséder un role potentiellement oncogénique, mais également certaines

propriétés de suppresseur de tumeur, notamment via son role pro-apoptotique.

IV.2.2 Contréle des mécanismes d’apoptose par E2f1
Des études ont ainsi montré que E2F1 est capable d’induire I'apoptose a travers l'activation de
nombreuses voies cellulaires. Le premier mécanisme connu de contrbéle de I'apoptose par E2F1
correspond au contréle de la voie E2F1 sur la voie p53. En effet, E2F1 est capable, a travers I'induction
de la protéine p14”%F, de stabiliser p53, induisant une apoptose par activation de la transcription de
génes pro-apoptotiques tels que BAX, IGF-BP3 ou encore PIG3 (389). De plus, E2F1 est un régulateur
de I'expression de p73, protéine liée a p53, et favorise la transcription de certains génes de I'apoptose,
notamment par activation de la transcription de p14A"F activant I'apoptose dépendant de la protéine
p53. Mais p73 est également capable d’activer la transcription de genes pro-apoptotiques tels que BAX
ou GRAMD4, protéine inhibitrice de BCL-2, facteur anti-apoptotique (390). E2F1 est également capable
de controler directement I'expression de protéines impliqués dans la voie intrinséque de I'apoptose et

notamment les protéines BIM, NOXA, APAF1, caspase 3... (391). Enfin, E2F1 est capable d’induire
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I'apoptose a travers I'inhibition des signaux de survie cellulaire anti-apoptotiques tels que la voie NF-
kB ou la voie BCL-2 (392) (Figure 22).
- ARF—IMDM2 — p53

P53-dependent apoptosis
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Figure 22 : Role de E2f1 dans I’activation de I’apoptose ou de la survie cellulaire (Adaptée de Wu et al., 2009,
19539777)
E2f1 est capable d’activer I'apoptose par des mécanismes dépendant de la voie p53 et notamment a travers le contréle de la voie Arf ou
indépendant de p53 a travers I'induction de I'expression de genes pro-apoptotiques tels que les Caspases 3 et 7, Bim ... De plus, a travers
le contréle de la voie Nf-xB ou la voie Mcl-1, E2f1 est capable d’inhiber la survie cellulaire.

IV.2.3 Réles de E2f1 dans les mécanismes de réparation de ’ADN
En plus d’induire I'apoptose suite a des dommages de I’ADN, E2F1 est également capable de bloquer
cette signalisation pour permettre la réparation cellulaire. Il a été constaté une relocalisation cellulaire
de E2F1 suite a des dommages a I’ADN inhibant I’expression de génes pro-apoptotiques (391). De plus,
E2F1 est capable de réguler directement I'expression de nombreux genes impliqués dans la réparation
de I’ADN tels que DDB2/XPE, XPC, RAD51, BARD1 et PRKCD (393-395). E2F1 est également capable

d’augmenter I'expression de p19'"**P stimulant la réparation de I’ADN indépendamment de p53 (396).

Ainsi, 'ensemble de ses données permettent de mettre un évidence le double role de E2F1 dans la
cellule, a savoir un réle oncogénique (lié aux mécanismes de prolifération) et un réle suppresseur de

tumeur (lié aux mécanismes d’apoptose et de réparation de I’ADN) (Figure 22).

IV.3 E2f1, régulateur clé du métabolisme énergétique
Depuis plus de 15 ans maintenant de nombreuses équipes se sont intéressées au role des régulateurs
du cycle cellulaires dans le maintien de I’homéostasie énergétique tels que le tissus adipeux, le foie ou

encore les flots de Langerhans (397).

IV.3.1 Régulation de la fonction du tissu adipeux blanc par la voie E2f1-pRb-Cdk4
Les différents tissus adipeux blancs (viscéral et sous-cutanés principalement) ont pour fonction de

stocker I’énergie dans I'organisme, sous forme de lipides, pour ensuite les redistribuer en cas de forte
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demande énergétique du corps (385). Cette fonction est assurée par un mécanisme appelé lipolyse qui
consiste, par l'action de trois enzymes (ATGL, HSL, MGL), en une hydrolyse séquentielle des
triglycérides stockés dans la vacuole lipidique qui compose environ 90% de I'adipocyte mature (398).
Cette lipolyse va permettre, a partir d’'une molécule de triglycérides, la production de trois molécules
d’acides gras libres qui serviront de substrat énergétique aux tissus alors que le glycérol servira
majoritairement de substrat pour la gluconéogenése hépatique (398). En plus de son réle de stockage,
le tissu adipeux possede également une fonction endocrine permettant la régulation de ’homéostasie
énergétique. En effet, le tissu adipeux est capable de sécréter de nombreuses hormones (leptine,
adiponectine, cytokines inflammatoires), nommées adipokines (399), ainsi que des métabolites

lipidiques possédant de nombreux effets sur les tissus métaboliques.

L'obésité est une condition définie par une augmentation du poids du corps caractérisée par une
accumulation excessive de gras dans les tissus adipeux, di au mauvais équilibre entre I'énergie
absorbée (nutrition) et I'énergie utilisée. Afin d’augmenter sa capacité de stockage induite par
I’'obésité, le tissu adipeux est capable de s’adapter par hypertrophie (augmentation de la taille des
adipocytes) et/ou hyperplasie (augmentation du nombre d’adipocytes) (399). Cette hyperplasie résulte
de la prolifération des précurseurs adipocytaires puis leur différenciation en adipocytes matures, ce
qui en fait un modele intéressant pour étudier le role des régulateurs du cycle cellulaire et plus
principalement de la voie E2f1-pRb-Cdk4, voie régulatrice de la prolifération et de la différenciation

cellulaire.

Il est maintenant bien établi que le facteur de transcription E2f1 participe a la différenciation
adipocytaire par I'activation de ICAT, inhibiteur de la B-catenine et de TCF4 dans la lignée cellulaire
3T3-L1 (400). De plus, E2f1 est capable de se fixer au promoteur de PparA (facteur de transcription clé
de 'adipocyte) et d’induire son expression pendant I'adipogénese (401). Chez la souris, la délétion de
E2f1 dans I'ensemble de I'organisme protége d’une obésité suite a un régime riche en graisse (401).
Chez I'humain, E2F1 contrdle I'expression de TRAIL (TNFSF10), qui sera sécrété par I'adipocyte
entrainant une augmentation de production et de sécrétion de TL1A (Tumor Necrosis Factor-like
cytokine 1A) induisant une insulino-résistance du tissus adipeux ainsi qu’une augmentation de
I'expression de E2F1 (402). De plus, cette augmentation de TL1A induit une accumulation d’acide gras

dans les macrophages adipocytaires, entrainant un réle pro-inflammatoire du macrophage (402).

La protéine du rétinoblastome (Rb) contrble directement I'activité transcriptionnelle de E2F1. De
nombreuses équipes ont donc émis I'hypothése d’un réle possible de Rb dans la fonction adipocytaire.
De nombreuses études ont montré un role important de Rb dans le mécanisme final de différenciation.

En effet, une perte d’expression de Rb entraine une incapacité des cellules adipocytaire a terminer leur
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différenciation (403). De plus, Rb est capable d’interagir avec CEBP/a. pour contrdler la différenciation
cellulaire. L'activité répressive de Rb étant dépendante de son état de phosphorylation, des études ont
montré que des voies de signalisation cellulaires, tels que la voie de la Phospho-inositol 3 kinase (PI-
3K) ou la voie mTOR (mammalian target of rapamycin) induisent une augmentation de la
phosphorylation de Rb, permettant I'expansion clonale (404), un mécanisme nécessaire a la
différenciation terminale des adipocytes. La perte d’expression de Rb dans des fibroblastes
d’embryons de souris ou des adipocytes blancs matures résulte en la formation d’un adipocyte mature
brun via l'induction de I'expression de UCP-1, protéine clé impliquée dans la thermogénése du tissu
adipeux brun (405). Chez ’'Homme, des études ont montré que I'expression protéique ou de 'ARNm
de RB est inversement corrélée a I'indice de masse corporel et I'insulino-résistance tandis qu’elle est
positivement corrélée avec I'expression de genes adipogéniques (406), montrant le réle important de

Rb dans la différenciation adipocytaire, chez la souris et chez I’humain.

L’état de phosphorylation de Rb ayant un role important dans ses effets répresseurs de l'activité
transcriptionnelle de E2F1, des études se sont intéressées aux roles des CDK, et notamment CDK4
(protéines permettant la phosphorylation de Rb) dans I'adipocyte. Une premiére étude a montré
gu’une perte d’expression de CDK4 dans la lignée cellulaire 3T3-L1 entraine un défaut d’adipogénése,
accompagnée d’une perte de fonction de I'adipocyte par une diminution de la lipogénése et du
transport du glucose au sein de l'adipocyte. Au contraire, une surexpression de CDK4 favorise
I’adipogéneése (407). De plus, cette étude a déterminé que CDK4 est capable de réguler I'activité de
PPARA par phosphorylation afin de contréler son activité transcriptionnelle (407). In vivo, la perte
d’expression de CDK4 entraine un défaut de lipogenéese et une augmentation de I'activité lipolytique
de I'adipocyte. A l'inverse, la lipogenése est diminuée et la lipolyse augmentée lorsque I'activité de
CDK4 est augmentée (408). De plus, les auteurs ont montré le réle important de CDK4 dans la

signalisation de la voie de I'insuline au sein de I'adipocyte (408).

L'ensemble de ces études tendent a montrer un réle important de la voie E2F1-pRB-CDK4 dans la

fonction et le développement du tissu adipeux.

IV.3.2 Effets de la voie E2f1-pRb-Cdk4 dans la fonction hépatique
Le foie joue un role métabolique, immunitaire, digestif et également détoxifiant important. Il est divisé
en plusieurs lobes composés chacun de différents types cellulaires, hépatocytes, cellules endothéliales,
cellules de Kupffer (macrophages) ... Le foie posseéde de nombreuses fonctions permettant le maintien
de 'homéostasie énergétique de I'organisme. En effet, le glucose sanguin est capable de pénétrer dans
I’hépatocyte par le transporteur au glucose (Glut2) aprés la prise alimentaire ou il sera transformé en

glycogéne ou converti en acide gras, transformé a leur tour Triglycérides (TAG), stocké sous forme de
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goulette lipidique ou sécrété sous forme de VLDL (Very low density lipoprotein). De plus, le foie est
également capable de stocker les acides aminés. Ces différents mécanismes permettent de faire
diminuer la glycémie. En condition de jeline ou durant un exercice physique, le glycogene stocké sera
transformé en glucose par un mécanisme appelé glycogénolyse, alors que les acides gras et les acides

aminés seront transformés en glucose par divers mécanismes biologiques nommeés néoglucogeneése.

Les premiéres études s’intéressant au role de E2f1 dans les hépatocytes ont été réalisées dans des
modeles de cancers et de régénération et ont montré qu’une surexpression de E2f1 dans le foie avait
un rble a la fois oncogénique, par une augmentation de la prolifération hépatocytaire, mais également
un role de suppresseur de tumeur, par une augmentation de I'apoptose (409). Une autre étude a
montré le réle important de E2f1 dans le développement de la fibrose hépatique (410). Néanmoins, le
role de E2f1 dans les fonctions métaboliques du foie est encore peu connu. Récemment, I'équipe du
Pr Lluis Fajas, en collaboration avec notre équipe, a mis en en évidence le réle important de E2f1 dans
le métabolisme du glucose et des acides gras hépatiques a I'aide du modeéle E2f17". Dans un premier
temps, les auteurs ont mis en évidence le contréle de la glycolyse et de la lipogenese dans les
hépatocytes, notamment par une diminution de I'expression de génes impliqués dans la glycolyse tels
que SLC2A2, GCK ou PKLR, induisant une diminution de la glycolyse ou de génes de la lipogeneése tels
que ACACA, FASN ou encore SCD1, avec pour conséquence une diminution des triglycérides hépatiques
et plasmatiques protégeant ainsi le développement d’une stéatose hépatique dans un modéle Db/Db
(411). Les auteurs ont mis en évidence une augmentation de I'expression de E2F1 dans des foies de
donneurs humains obéses (411). Dans une autre étude, la méme équipe a démontré, a I'aide d’un
modele déficient pour E2f1 dans I’hépatocyte par ['utilisation d’une souris exprimant la cre-
recombinase sous le contréle du promoteur a I’Albumine (Alb-Cre), le réle majeur de E2f1 dans le
contréle de la gluconéogenése hépatique. En effet, les auteurs ont démontré que la perte d’expression
de E2f1 entraine une diminution de la production hépatique de glucose accompagnée d’une
diminution d’expression d’enzymes limitante de la gluconéogenése, telles que Pckl
(Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1) et G6pc (Glucose-6-phosphatase). Au contraire, les auteurs
ont déterminé qu’une augmentation de I'expression de E2f1, dans des modeéles de surexpression
adénoviraux (in vitro) et génétiques (in vivo), entraine une augmentation de I'expression de ces deux
génes accompagnée d’une augmentation de la gluconéogenése (412). De plus, ils ont montré une
augmentation de I'expression de E2F1, corrélée a celle de PCK1 dans le foie de patients diabétiques

dans lequel la néoglucogeneése est souvent altérée (412).

Les roles directs de pRb dans les mécanismes d’hépatocarcinome sont connus, néanmoins son réle
dans le métabolisme hépatique reste encore trés peu élucidé. L'étude de I’équipe du Pr Lluis Fajas a

également démontré que les foies de souris Db/Db présentaient une hyperphosphorylation de pRb,
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induisant une augmentation de l'activité de E2f1 corrélant avec les modifications de phénotypes

observés précédemment dans cette étude (411).

CDK4 phosphorylant pRb afin de lever sa répression sur I'activité transcriptionnelle de E2f1-Dpl,
certaines études ont démontré le réle important de CDK4 dans le métabolisme hépatique. Dans le foie,
une diminution d’activité ou d’expression de CDK4 induit I'augmentation des genes de la
gluconéogenése, entrainant une exacerbation de la production de glucose (413). De plus, cette étude
met en évidence que l'insuline est capable d’activer la voie de CDK4 dans I’hépatocyte et de diminuer
ainsi la gluconéogeneése a travers la régulation de I'expression de PGC1«a (413), jouant un réle majeur
dans la néoglucogenése (414) par une interaction avec le facteur de transcription FoxO1. De plus,
I"utilisation d’un inhibiteur de CDK4 dans un modéle murin soumis a un régime riche en graisse entraine
une augmentation du développement de la NAFLD (415). Ces résultats s’accompagnent également de
la démonstration d’'une augmentation du niveau protéique de CDK4 dans des foies de patients atteints
de NAFLD (415). De plus, l'inhibiteur endogéne de CDK4, p16, codé par le locus Cdkn2a, posséde un
role important dans la gluconéogenése hépatique. Dans un modeéle de délétion de p16, il en résulte le
développement d’une hyperglycémie a jeun et une augmentation de la néoglucogenese suite a
I'augmentation de [I'expression de G6pc, Fbpl (Fructose-biphosphatase 1), Pepck

(Phosphoénolpyruvate carboxykinase) notamment (416).

IV.3.3 Effets de la voie E2f1-pRb-Cdk4 dans la cellule B pancréatique
Le réle important de E2F1 dans la prolifération de la cellule B est bien établi. En effet, les souris £2f17"
présentent une diminution de la taille du pancréas et des ilots de Langerhans suite a un défaut de
prolifération post natal (417). De plus, I'expression ectopique de E2F1 induit une prolifération de la
cellule B, aussi bien in vitro que in vivo. De plus, la surexpression de E2F1 augmente le contenu
intracellulaire en insuline de la cellule associé a une augmentation de la sécrétion d’insuline en réponse

au glucose (418).

E2f1 a un role important dans les mécanismes de sécrétion d’insuline. En effet, la perte d’expression
de E2f1 conduit a une diminution d’expression du facteur de transcription Pdx1, entrainant une
diminution de la sécrétion d’insuline et induisant une intolérance au glucose marquée des souris (417).
De plus, E2f1 possede un réle direct dans le mécanisme de sécrétion d’insuline par la cellule . En effet,
E2f1 est capable de se fixer au promoteur et active la transcription du géne Kir6.2/Kcnj11, sous-unité
du canal potassique directement impliquée dans le mécanisme physiologique de sécrétion d’insuline
(419). En effet, la perte d’expression de E2f1 entraine une diminution d’expression de Kir6.2, tandis
que la réexpression de Kir6.2 dans les flots isolés de souris E2f17" restaure la sécrétion d’insuline en

réponse au glucose (419). Néanmoins, I'intolérance au glucose des souris E2F1 n’induit pas I'apparition
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d’un phénotype de diabéte, ceci pouvant s’expliquer par une hypersensibilité des souris a l'insuline,
suite a une diminution de la masse du tissu adipeux blanc (417) et une augmentation du métabolisme
oxydatif du muscle et du tissu adipeux brun (420). En outre, le glucose module I'activité
transcriptionnelle de E2f1 par un mécanisme dépendant de I'insuline sécrété en réponse au glucose,
de CDK4 et de Rb, permettant d’augmenter I'expression de Kir6.2 (419). Ces données démontrent a

nouveau le role important des régulateurs du cycle cellulaire dans la réponse physiologique.

A l'aide de modeéles déficientes pour CDK4 ou d’'un modeéle permettant la suractivation de CDK4
(CDK4R¥C), il a été mis en évidence que linduction de CDK4 permet d’activer Iactivité
transcriptionnelle de E2fl sur le promoteur de Ngn-3 induisant sa transcription et permettant
I"augmentation du pool de cellules endocrines. De plus, CDK4 contréle I'expression de Nkx2.2 et
Nkx6.1, deux facteurs de transcription de la cellules B pancréatique, ce qui montre une fois encore le
réle important de la voie E2F1-CDK4 dans le contréle de la prolifération et du développement de la

cellule B (421).

Les effets transcriptionnels et prolifératifs de E2f1 étant contrélés en grande partie par la fixation de
pRb sur E2f1, de nombreuses équipes se sont intéressées a déterminer le role de pRb dans la cellule
pancréatique. Une premiére étude, a I'aide d’un modeéle de délétion spécifique de pRb dans la cellule
[, a mis en évidence qu’une diminution de I'expression de pRb a I’dge embryonnaire n’entraine pas de
modifications ni de la masse de cellules B, ni de I'insulinémie et ni de la glycémie (422). Néanmoins, a
I'aide du modéle PDX-1Cre::pRb'>®/o® permettant la délétion de pRb dans les progéniteurs
pancréatiques, les auteurs ont mis en évidence une augmentation de cellules Ngn-3 positives,
entrainant une augmentation de la différenciation en cellules § et une augmentation de la néogenese
de cellules B. Au contraire, cette perte d’expression entraine une diminution d’expression d’ARX,
diminuant la masse de cellules o et une conversion de ces cellules en cellules B (423). De plus, cette
déplétion de pRb entrainait une induction de E2f1, induisant une meilleure homéostasie glucidique de

la souris et la protection du développement d’un DT2 (423).

CDK4 étant un régulateur important de la prolifération et du développement cellulaire, son réle dans
la cellule B pancréatique a également été étudié. A I'aide d’une délétion globale de CDK4 dans
I’organisme, Rane et al ont montré qu’une perte d’expression de CDK4 entraine une diminution du
nombre de cellules B intra-ilots. Au contraire, une suractivation de CDK4 entraine une hyperplasie de
I'llot suite a une augmentation de la prolifération cellulaire (424). Une autre étude a mis évidence que
cette augmentation de taille de I'llot est accompagnée d’'une augmentation du contenu-intracellulaire
en insuline, également accompagnée d’'une augmentation de la sécrétion d’insuline en réponse au

glucose. De plus, I'induction de 'expression de CDK4"*4¢ dans Illot humain entraine une augmentation
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de la prolifération de la cellule B, démontrant un potentiel role thérapeutique de CDK4 (425). De plus,
I'utilisation d’agents pharmacologiques inhibant I'activité de CDK4 a mis en évidence une absence
d’effet de cette inhibition sur des rats adultes comparé aux rats jeunes qui présentaient une diminution
de masse de cellules B ainsi qu’une perturbation de I’homéostasie glucidique (426), démontrant une
nouvelle fois le role important de CDK4 dans le développement et la prolifération de la cellule

pendant le développement.

Ainsi, 'ensemble de ces études des réles de la voie E2f1-pRb-CDK4 sur la cellule § pancréatique ont
mis en évidence I'importance des régulateurs du cycle cellulaire dans le développement, I'identité et
la fonction de la cellule B pancréatique. Cependant, E2f1 va posséder en plus de ses fonctions dans le
foie, le tissu adipeux et la cellule B, de nombreux autres effets dans les tissus métaboliques, comme le

muscle, le coeur ou encore le cerveau (Figure 23).

Transport du cholestérol
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Figure 23 : Effets principaux de E2f1 dans les tissus métaboliques (Adaptée de Denechaud et al., 2017)
En plus de son réle dans la progression du cycle cellulaire, E2f1 active de nombreuses voies cellulaires jouant un réle important dans le
maintien de I’lhoméostasie. Les voies activées par E2f1 sont représentées en vert et les voies réprimées par E2f1 en rouge.
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V. Objectifs de la these

Le diabéte de type 2 se caractérise a la fois par une insulino-résistance des tissus métaboliques et par
une perte progressive de la fonction, associée a une perte d’identité de la cellule B pancréatique.
Restaurer la fonction et la masse de cellules B est devenu un enjeu thérapeutique majeur pour soigner
cette maladie. Cependant, I'ensemble des mécanismes moléculaires permettant d’expliquer la perte
de sécrétion d’insuline et d’identité de la cellule B sont encore peu connu. Il est donc nécessaire de
comprendre les mécanismes moléculaires induisant le développement de la perte de sécrétion
d’insuline et de masse de la cellule 3 dans I'objectif de restaurer la normoglycémie chez les patients

atteints d’un diabete de type 2.

Notre laboratoire, ainsi que d’autres équipes de renommée internationale, ont récemment mis en
évidence le réle important du facteur de transcription E2F1, régulateur clé du cycle cellulaire, dans le
contréle de I'homéostasie glucidique. A I'aide de modeéles de souris déficientes dans I'ensemble de
I'organisme pour E2f1, nous avons déterminé le réle important de E2f1 dans les mécanismes de
sécrétion d’insuline et de prolifération post-natale de la cellule [ pancréatique. Néanmoins, le role

direct de E2f1 dans le contrdle de la fonction et de I'identité de la cellule (3 restait a découvrir.

Le but de ce travail de thése était donc de comprendre la fonction cellulaire spécifique de E2f1 dans la
sécrétion d’insuline et le maintien de I'identité de la cellule  par le développement et I'utilisation de
modeéles animaux uniques, originaux et d’une lignée cellulaire de cellules 3 pancréatiques de souris, la
lignée Min6. Pour répondre a ces questions, nous avons développé au laboratoire a I'aide de Ia
technologie Cre/LoxP, un modéle de souris déficientes pour E2f1 dans la cellule B (souris E2f177") et un
modeéle de souris permettant la surexpression de la forme humaine de E2F1 dans la cellule 3 (souris
E2f1%°ver), ’expression de E2f1 dans la lignée Min6 a également été modulée a I'aide de siRNA ou de

traitement pharmacologique visant a inhiber I'activité transcriptionnelle de E2F1.
Dans ce contexte, les objectifs de ma thése étaient de :

1. Générer puis déterminer le phénotype métabolique des souris E2f177" et E2f1%°"¢" sous régime
standard et régime riche en graisse et étudier le role de E2f1 dans la fonction et I'identité de

la cellule B.

2. Disséquer et comprendre les mécanismes moléculaires contrdlés par E2f1 dans la cellule B en

lien avec le phénotype métabolique observé dans nos différents modeéles de souris.
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Etant donné que Ianalyse des mécanismes moléculaires controlés par E2f1 par des techniques
« Omics » (RNA-Seq, ChIP-Seq) ont mis en évidence une diminution de I'expression du récepteur au
Glp-1 dans les flots de souris E2f1#, nous avons développé de nouveaux objectifs au cours de ma

thése qui étaient de :

3. Démontrer le r6le important de E2f1 dans les mécanismes de sécrétion d’insuline médiée par

le Glp-1 dans la cellule B pancréatique.

4. Analyser le role d’un traitement a I'agoniste du Glp-1r dans I'activation de la voie E2f1-pRb-
Cdk4 et le controle de I'expression de génes directement régulés par E2fl dans Illot

pancréatique.

L'ensemble de ces travaux, présentés en annexe sous format de manuscrits déposés dans BioRxiv, ont
fait I'objet de deux articles soumis dans le journal « Diabetes » et « Cell Report » et sont actuellement

en révision.
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Materiel et Méthodes

. Produits chimiques, anticorps et plasmides

I.1 Produits chimiques
L'ensemble des produits chimiques utilisés lors des expériences ont été achetés chez Sigma-Aldrich,
tels que I'exendine-4 (E7144), le D-glucose (Sigma, G8769) et I'insuline humaine (1-034). Le HLM006474

(427) a été synthétisé comme précédemment décrit (428).

I.2 Traitement pharmacologique
Pour les expériences nécessitant la diminution de I'expression/et ou de I'activité de E2f1 par agent
pharmacologique, les cellules Min6 et les flots humains ont été traités avec le HLM006474 a une
concentration 10 uM ou du DMSO 0,1%, pendant 48 heures (427, 428). Pour les expériences utilisant

I’exendine-4, les cellules ont été traitées avec 50 nM d’exendine-4 ou 0,1% de DMSO a différent temps.

1.3 Anticorps
Les anticorps anti-insuline (A0564) et anti-insuline ready to use (IR002) proviennent de DAKO. Les
anticorps anti-phospho-pRb%7/81! (CS#9308) et anti-pRb 4H1 (CS#9309) ont été achetés chez Cell
Signaling. Les anticorps anti-tubuline (T5168), anti-glucagon (G2654), anti-Flag BioM2 (F9291) et anti-
HA ont été achetés chez Sigma-Aldrich. L’anticorps anti-E2F1 C-20 (sc-193) provient de chez Santa-
cruz. Les anticorps anti-Hdac1 (ab7028) et anti-E2f1 (Ab179445) ont été achetés chez Abcam.

[.4 Plasmides
Les plasmides pCMV (empty vector), pCMV-E2f1, pCMV-Dp1, pCMV-pRb, pCMV-fgal et pCMV E2FRE-
Tk-luc ont été précédemment développés et décrits (411, 419). La séquence d’ADN du promoteur au
Glp-1 récepteur de souris (Glp1r-Luc, 1000 paires de base en amont du TSS) a été cloné en amont du

gene de la luciférase par e-Zyvec.

Il. Procédures animales

II.1 Génération des différentes lignées de souris génétiquement modifiées
Les souris ont été maintenues conformément aux directives de I’'Union Européenne pour I'utilisation
d’animaux de laboratoire. L'ensemble des expérimentations a été réalisé dans le respect du référentiel
éthique (accord animalerie n°59-350294, Autorisation d'expérimentation animale, approbation du
projet par notre comité d'éthique local n°APAFIS#2915-201511300923025v4). L'ensemble de ces
expérimentations a été réalisé sur des souris males. Les animaux sont hébergés dans des cages en
plexiglass transparentes a une température réguliére de 23°C avec un cycle de lumiére/obscurité de

12 heures. Les souris ont été sevrées 21 jours aprés leur naissance et ont un acces ad libitum a la
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nourriture (régime RM1, Special Diets Services) et a I’eau. Pour les expériences de régime riche en
graisse (HFD), des souris de 6 semaines ont été placées sous HFD (60% d’acides gras, 30% de glucides
et 10 % de protéines, Research Diet, D12492i) pendant 16 a 20 semaines. Afin d’évaluer la prise de

poids, les souris sont pesées chaque semaine et les expériences de tests métaboliques ont été réalisées
toutes les 4 semaines. Les souris E2f1+/+ et E2f1'/' proviennent de Jax Lab et sont disponibles au

laboratoire (fond génétique SV129xC57BI6J). Les souris E2f1”/' (fond génétique C57BI6J) ont été
générées par le laboratoire aprés croisements entre les souris Rip-Cre (souris exprimant la cre-
recombinase sous I'action du Rat Insulin promoter) (429) et des souris dont les exons 2 et 3 du géne

E2f1 est flanqué de sites LoxP (E2f1ﬂ/fI fi/fl

). Les souris E2f1 ont été générées pour le laboratoire par
Taconic (26619117). Les souris possédant la cassette Rosa26-loxP-LacZ-LoxP-h2E2F1 (souris RFC) ont
été obtenues aupres du Pr Ulrike Ziebold (430). Des souris hétérozygotes RFC/+ ont été croisées avec

des souris RipCre pour obtenir des souris RipCre-RFC (E2F1%°"¢") et des souris RFC/+ (E2F1%).

II.2 Génotypage des lignées de souris
Le génotypage des souris s’effectue a I'aide d’une biopsie de queue digérée dans 100 ul de Direct PCR
Tail (Viagen, #102-T) + 1ul de Protéinase K a 55°C, pendant 16 heures, puis a 85°C pendant 45 minutes
toujours sous agitation. La PCR est réalisée a I'aide d’'un mix composé de 10 pL de Hot Start Phire Green
2X (Thermo scientific, F126) + 2 uL d’oligonucléotides + 1uL d’ADN + H,0 gsp 20 uL. La liste des

oligonucléotides utilisées dans la thése est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Liste des oligonucléotides utilisées pour le génotypage des différentes lignées de souris

Géne Oligonucléotide Séquence de l'oligonucléotide
Cref CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
POMC Cre Cre2 GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
Cre3 GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
Cred GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT
Tomato1 AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA
Tomato Tomato2 CCGAAAATCTGTGGGAAGTC
Tomato3 GGCATTAAAGCAGCGTATCC
Tomato4 CTGTTCCTGTACGGCATGG
E2f1 Flox 6441_32 AATGGGCCTAAGGTTGTGG
6441_33 TCCCCTTAAACGTAAGCTGG
RFC E2f1_Fo5 TATGACACCTCACTGAATCTGACC
E2f1_Re6 GATCTGAAAGTTCTCCGAAGAGTC
E2f1_Wi1 GGATATGATTGTTGGACTTCTTGG
E2f1 Eofl Wi CTAAATCTGACCACCAAACGC
E2f1_PGK CAAGTGCCAGCGGGGCTGCTAAAG
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[1.3 Présentation des différents tests métaboliques

[1.3.1 Test de tolérance a I'insuline
Pour le test de tolérance a l'insuline (ITT), les souris sont mises a jeun pendant 5h. Une solution
d’insuline (Sigma, 19278) diluée a 0,75 U/Kg de souris est injectée en intra péritonéale. L’évolution de
la glycémie est mesurée avant l'injection, puis 15, 30, 45, 60 et 90 minutes aprés l'injection a l'aide

d’un glucometre Accucheck Performa (Roche).

11.3.2 Tests de tolérance au glucose
Les tests de tolérance au glucose oral ou en intra-péritonéal (oGTT et ipGTT respectivement) ont été
réalisés aprés un jeline de 16h. Les animaux ont été gavés ou injectés en ip avec une solution de D-
glucose (Sigma, G8769) concentrée a 2g/Kg ou de 1,5g/Kg en fonction du régime alimentaire des souris.
La mesure de la glycémie s’effectue a I'aide d’un glucometre Accucheck Performa a 0, 15, 30, 45, 60,

90 et 120 minutes apres I'administration de glucose.

[1.3.3 Dosage de l'insulinémie
Au cours des oGTT et ipGTT, un préléevement de sang de la veine caudale est réalisé a TO, T15 et T30,
puis centrifugés pendant 20 minutes, a 4500 RPM a 4°C afin de récupérer le sérum qui sera congelé a

-80°C, puis l'insulinémie sera dosée par ELISA.

[1.3.4 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
La concentration plasmatique en insuline est mesurée par ELISA a I'aide du kit « Ultrasensitive mouse
Insulin» (Mercodia, 10-1249-01) pour le sérum des souris sous régime Standard et du kit « Mouse
Insulin » (Mercodia, 10-1247-01) pour le sérum de souris sous régime riche en graisse. Les dosages
d’insuline sur flots isolés des souris et cellules Min6 ont été réalisés avec le kit « Mouse Insulin »
(Mercodia, 10-1247-01). Le dosage d’insuline a partir d’flots humain a été effectué a I'aide du kit
« human insulin » (Mercodia, 10-1113-01). Le dosage s’effectue sur 10ul de sérum selon le protocole
du fabricant. La densité optique a été mesurée a I'aide d’'un spectrophotométre (Promega) et les
calculs de concentration d’insuline ont été réalisés a I'aide du logiciel Excel sur la base d’une gamme

étalon, comme indiqué par le fabricant.

II.4 Isolement d’ilots de Langerhans de souris
Apres sacrifice des souris par dislocation cervicale, le pancréas est digéré par une solution de
collagénase a 1,5mg/ml pendant 8 minutes a 37°C sous agitation apres injection de la collagénase par
le canal cholédoque. Par la suite, les flots sont purifiés par centrifugation dans des gradients
d’Histopaque décroissants (Sigma, 11191) a 2000 RPM pendant 45 minutes, puis repiqués et comptés
a la main sous une loupe (Leica). Les flots sont ensuite cultivés O/N dans un milieu contenant du

RPM1640 + Glutamax (Gibco, 61870044) + 10% de SVF + 10 000 u/mL de Pénicilline/Streptomycine.
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lll. Test de sécrétion d’insuline en réponse au glucose

Pour mesurer de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, 30 ilots pancréatiques de taille similaire
ont été isolés de souris ou de donneurs humains puis sont ensemencés dans un tube eppendorf de 1,5
mL. Pour les cellules Min6, 10 000 cellules sont platées dans une plaque 96 puits. Aprés lavage dans
du PBS1X, les Tlots et les Min6 sont cultivés dans une solution de Krebs Ringer Buffer (KRB) (NaCl 115
mM, KCI 4,7 mM, CaCl, 130 mM, NaHCO; 20 mM, MgS0s 1,2 mM, KH,PO4 1,2 mM, HEPES 16 mM) et
contenant 0,5% de Bovine Serum Albumin (BSA). Aprés 1h, le milieu est enlevé et remplacé par 200 pL
d’une solution de KRB/BSA + 2,8 mM de glucose déposé pendant 1h. Le milieu est ensuite récupéré
puis stocké a -80°C. Par la suite, 200 uL de KRB/BSA + 16,7 mM de glucose sont déposés pendant 1 h,
puis le milieu est a nouveau récupéré pour étre stocké a -80°C. Enfin, une solution de KRB/BSA
contenant 16,7 mM glucose + 50 nM d’exendine-4 est déposée pendant 1H. Aprées récupération du
surnageant, les cellules ou les ilots sont lysés a I'aide d’une solution d’acide alcool (1,5% de HCI 0,18
M, 75% Ethanol, gsp H,0), puis stockés a -80°C avant d’étre dosés afin de mesurer le contenu intra-

cellulaire en insuline.

IV.Culture cellulaire

IV.1 Présentation de la lignée cellulaire Min6
Les cellules Min6, issues de lignées de cellules B pancréatiques de souris (Addex Bio) sont cultivées
dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) contenant du Glutamax (Gibco, 31965-039) et
supplémenté avec 15% de sérum de veau feetal (SVF), 55 uM de [-mercaptoéthanol et de la
pénicilline/streptomycine (P/S) a raison de 10000 U/ml, dans une étuve a 37°C contenant 5% de CO,,
Ces cellules sont décollées de la flasque de culture a I'aide de 2ml de trypsine (Gibco, 25300-054) a
37°C, puis comptées a l'aide du Luna Il Automated Cell counter (Logos). Aprés le comptage, les cellules

seront platées dans une plague de culture adéquate a I'expérience choisie.

IV.2 siRNA (Small interfering RNA)
Pour les expériences de siRNA, les cellules sont platées et cultivées dans du milieu de Min6 sans P/S.
Les cellules sont ensuite transfectées avec des siRNA contrdles ou dirigés contre £2f1 (Dharmacon,
Smartpool) a une concentration de 5 nM a I'aide du DharmaFECT1 transfection reagent (Dharmacon)
en suivant les instructions du fabricant. Schématiquement, le siRNA est dilué a 5nM puis mis en contact
pendant 20 minutes avec le DharmaFECT1. Apres 20 minutes d’incubation, la solution composée des
siRNA et du tampon de transfection est mise en contact avec les cellules. Les expériences sur les Min6

sont par la suite réalisées 48H apreés la transfection.
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IV.3 Transfection transitoire de plasmide
Pour les expériences de transfection de plasmide, les Min6 sont cultivées dans du milieu de Min6 sans
P/S. Les cellules sont ensuite transfectées avec différents plasmides a I'aide de la lipofectamine 2000
(Life technologies). Les cellules sont transfectées a environ 70% de confluence. L’ADN plasmidique et
la Lipofectamine2000 sont dilués dans de I'Opti-MEM facilitant la transfection. Apres incubation
pendant 20 minutes, le mix est déposé sur les cellules et les échantillons sont récupérés 24 a 48 heures

apres la transfection.

IV.4 Analyse de I'activité luciférase
48 heures apres la transfection, la mesure de I'activité luciférase est réalisée a I'aide du kit « Luciferase
Assay system » (Promega, E1500). Apres lavage au PBS1X, les cellules sont lysées a I'aide de 100 uL de
tampon de lyse « Cell culture Lysis 5X reagent », et le lysat cellulaire sera congelé a -80°C. Le
lendemain, 50 plL de lysat cellulaire est déposé dans une plaque 96 puits, puis 100 plL de « Luciferase
assay reagent » est ajouté. La lecture de la luminescence est réalisée a I'aide d’un spectrophotomeétre
(Promega) a 450 nm. La normalisation est réalisée a I'aide de la lecture de I'activité de la [-

galactosidase, mesurée a une longueur d’onde de 450 nm.

IV.5 Mesure de I'activité cellulaire par la technologie Seahorse
Le seahorse Xfe-24 (Agilent) est une technologie qui permet d’analyser I'activité cellulaire par mesure
de la glycolyse (mesure du taux d’acidification du milieu extracellulaire (ECAR)) ou par la mesure de
I'activité de la chaine respiratoire mitochondriale, analysée par la mesure du taux de consommation
d’oxygeéne (OCR). Les mises au point ont révélé que la meilleure densité cellulaire était de 40 000
cellules. Apres ensemencement de ces cellules dans une plaque 24 puits Seahorse, celles-ci sont
ensuite traitées pendant 48 h avec, soit 0,1% de DMSO, soit 10 uM de HLM006474. 48h apres le début
du traitement, les cellules Min6 sont incubées pendant une heure dans un milieu comprenant 2,8 mM
de glucose ou soit 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4. Pour I'analyse de I'activité mitochondriale,
une solution de 20 mM de glucose, puis une autre solution 2 uM d’Oligomycine (inhibiteur de I’ATP
synthase) sont utilisées a différents temps. Aprés avoir effectué les mesures de I'activité
mitochondriale, les cellules sont lysées dans 100 pL de tampon de lyse (NaCl137 mM, Glycérol 10%,
Tris 50 mM pH8, NP40 1% et H,0). L’analyse de la quantité protéique par I'utilisation du kit « Pierce

BCA protein assay kit » permet de normaliser I'activité mitochondriale au nombre de cellules.
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V. Analyse de I’expression génique

V.1 Extraction d’ARN
Les ARN des cellules Min6, d’ilots de souris et d’ilots humains sont extraits a I'aide d’'un tampon de lyse
composé de 350 ulL de RLT (provenant du kit Rneasy Micro Kit) et de 1% de B-mercaptoéthanol, aprés
plusieurs lavages a I'aide de PBS 1X (Phosphate-buffered saline). L’ARN est ensuite extrait a I'aide du

kit Rneasy micro kit (Qiagen, 74004) en suivant les recommandations du fabricant.

V.2 Synthese de ’ADNc par rétro-transcription

Aprés extraction, la quantité d’ARN est mesurée par Nanodrop®. La rétro-transcription (rt) est
effectuée a partir de 100 ng pour les flots de souris et humains et de 500 ng pour les cellules Min6 a
I'aide de la Superscrit Ill (InVitrogen). Dans un premier temps, un mix composé de 1 ul de Random
Hexamer et 1 puL de dNTP a 10 mM est déposé sur 11l d’ARN et incubé pendant 5’ a 4°C, puis 5’ a
65°C. Dans un second temps, un mix composé de 7ulL de DTT 0,1M, 0,6 uL de Superscript 11, 1,4 ulL de
Tampon5X et d’H,0 gsp 20 plL est déposé sur I’ARN puis incubé 5’ a 25°C, puis 60" a 50°C et enfin 15" a
70°C.

V.3 PCR quantivative (qPCR)
Pour la réaction de gPCR, un mix composé de 0,6 uL d’amorces sens et antisens a 10 uM (Tableau 2)
de nos génes d’intérét, 7,5 uL de SYBrmix 2x (Roche), 1,9 uL d’H0, et 5 uL d’ADNc dilué au 1/20°™ est
préparé. La mesure d’expression génique est réalisée a I'aide du LightCycler 480 (Roche). La quantité
d’ARNm est calculée par la méthode du AACT (« cycle threshold) en comparant le cycle seuil du géne

d’intérét a celui du géne de ménage, la Cyclophiline A.
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Tableau 2 : Liste des oligonucléotides utilisées pour les qPCR.

Gene Oligonucléotide Séquence de l'oligonucléotide
» Sens ATGGCACTGGCGGCAGGTCC
Cyclophiline A Anti-sens TTGCCATTCCTGGACCCAAA
Sens CAAACGCTTCTTGGAGCTGCTGAG
E2f1 Exon3 Anti-sens GGCTGCCTAGCCACTGGATATGAT
Sens CCCCAGTTTACAAGCTCGCT
Pax1 Anti-sens CTCGGTTCCATTCGGGAAAGG
Sens TGATGCCCACCTACTTCCTG
Uen3 Anti-sens CTGTGTTGAGGCAGCTGAAG
. Sens CACAAGCTGGGTTGGGGGCTC
Kenji1 Anti-sens TGCCCCTCAGCTGGGTTCTGC
Sens CCTGTAGAGGAAGCCGAGGAA
MaiA Anti-sens CCTCCCCCAGTCGAGTATAGC
Sens AACCGGGATGATTGGCATGT
Slezaz Anti-sens GGCGAATTTATCCAGCAGCA
- Sens GCTCAGTGAACCCCGGTCAGC
¢ Anti-sens TGTGCGCAGCTGCTCTGAGG
Sens TGGAGACACGAGTTTGTGAAGGCACG
Pay1 Anti-sens CAAGTTCCAGGTGGCCAGTTTTCTTGG
Sens AATTTACTCCAGGCGAGGGC
Ngn3 Anti-sens GCCATCCTAGTTCTCCCGAC
Sens GCGGGCTTTCCAGAAGACGC
Arx Anti-sens CTGGAACCACACCTGGACTCGG
- Sens GTTTCCTCACGGAAGCGCCA
pin Anti-sens AAGGAACCTGGGGGCCCATC
Sens AGTCCAAGCGAGGGGAAAGA
hGLP1R Anti-sens GAGGCGATAACCAGAGCAGAG
Sens CCGCCATCCAGGAAAAGGTG
hEzf1 Anti-sens GTCAGTGGCCCTGTTCTCCTC

VI.Expériences d’immunoprécipitation de la chromatine

V1.1 Analyse in silico de la région promotrice du récepteur au Glp-1 murin.
La séquence ADN du promoteur du Glprl a été obtenue en utilisant le site Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html). La recherche de motif a été réalisée a I'aide de LASAGNA-

Search tool (431).

V1.2 Immunoprécipitation de la chromatine et gPCR
Les cellules Min6 ont été transfectées avec un vecteur vide pCMV10 ou un vecteur PCMV10-hE2F1-
Flag. 48 heures apres la transfection, les complexes ADN-protéines ont été fixés a I'aide d’un
traitement a 1% de formaldéhyde pendant 10 minutes, puis la réaction a été stoppée par I'ajout d’une
solution de Glycine a une concentration de 0,125M pendant 5 minutes. Par la suite, les cellules ont été
lysées a I'aide d’un tampon de lyse (1% SDS, 1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCm pH8,0), puis soniquées a
I’aide d’un Bioruptor (Diagenode, ref B01060010) pendant 15 minutes sur des cycles de 30 secondes
ON/ 30 secondes OFF. Aprés sonication, les protéines ont été immunoprécipitées a I'aide d’anticorps

anti-IgG ou anti-Flag (Flag BioM2, Sigma, F9291). Apres plusieurs lavages a I'aide d’un tampon composé
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(RIPA Buffer + 1/7000 tRNA), les liaisons covalentes générées par le traitement au formaldéhyde entre
protéines et ADN sont cassées en chauffant pendant 16 heures a 65°C, permettant de récupérer ’ADN
immunoprécipité. Par la suite, I’ADN est purifié a I'aide du Kit Min Elute PCR purification kit (Qiagen)

et la gPCR a été réalisée a I'aide d’amorce spécifique au promoteur du Glp-1 (Tableau 3).

Tableau 3 : Liste des oligonucléotides utilisées pour les qPCR aprés immunoprécipitation de la chromatine

Gene Oligonucléotide Séquence de l'oligonucléotide
Prom_ G[p_ 1r Sens CTGCGGCTCTTAAACCTGAG
Anti-sens CTGTCCTCTTCCGCCTGG
Chromosome 7 Sens ACTCTGCCTGTCACCCTTTT
Anti-sens GGTGTCAAGAGAGTGTGGGA

VI. Séquencage a haut débit de IARNm et de

Fimmunoprécipitation de la chromatine

VII.1 Séquencage de ’ARNm d’ilots des souris E2f15++ et E2f17
Pour le séquencage de I’ARN, I’ARN totale a été extraite des flots de souris a I'aide du Rneasy Plus
Microkit (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. La qualité de I’ARN a ensuite été vérifiée a
I’aide de la « RNA 6000 nanochips » sur le Bioanalyseur 2100 (Agilent). 50 ng d’ARN purifié avec un
« RNA Integrity number » (RIN) supérieur ou égal a 8 ont été utilisés pour la préparation des librairies
(TruSeq stranded mRNA Library Preparation Kit, lllumina) et séquencés sur un « HiSeq2500 » (llumina).
Une moyenne de 54 millions de « Reads » de 75 paires de bases a été générée pour chaque échantillon.
Apres validation de la qualité des séquences, les « reads » ont été alignés sur le génome de référence
de la souris (mm10) a l'aide de TopHat2. La quantification et I'annotation des « reads » ont été
réalisées a I'aide de « Bioconductor Rsubread ». Les analyses d’expression génique différentielle ont
été réalisées a l'aide du logiciel Bioconductor DESeq2. En utilisant une valeur p ajustée aux
comparaisons multiples inférieure a 0,05 comme seuil de significativité, une analyse des voies de
signalisation modulées a été réalisée sur la liste de génes significativement modulés en utilisant les

logiciels « IPA » et « Metascape » (432).

VIl.2 Séquencage de ’ADN apres immunoprécipitation de la chromatine
Apres transfection, une immunoprécipitation de la chromatine et une purification de I’ADN, 1 ng
d’ADN ont été utilisés pour préparer les librairies avec le kit Nextflex rapid DNA seq 2.0 (Perkin Elmer,
NOVA-5188-01) sur le séquenceur « NextSeq» de 100 paires de bases. Le démultiplexage des données
de séquence a été effectué a I'aide du logiciel de conversion bcl2fastq (lllumina, vesion 2,20). Le
rognage des adaptateurs et des « reads » de faible qualité a été effectué a I'aide de TrimGalore

(Version 0.4.5). Par la suite, les séquences obtenues a partir de fichiers FASTQ ont été alignées sur le
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génome de la souris (mm10) a I'aide de Bowtie2Aligner (Version 2.3.5.1). Enfin, afin d’identifier les
genes, un « peak-calling » a été réalisé avec le logiciel MACS2 (version 2.2.7.1). Les études bio-
informatiques ont finalement été réalisées a l'aide de la plateforme Galaxy Europe

(https://usegalaxy.eu). La recherche de motif a été réalisée a I'aide de LASAGNA-Search tool (431).

VI1.3 Analyse ChromHMM
Le logiciel ChromHMM est un logiciel qui permet de caractériser et « clusteriser » les états de Ila
chromatine aprés des expériences de séquencage de 'immunoprécipitation de la chromatine. Pour
cette étude, les marques chromatiniennes suivantes ont été utilisées : H3K4me3, H3K27ac, H3K9ac ou
H3K4mel pour les marques d’histones activatrices et H3K27me3 pour la marque d’histone inhibitrice.
Le logiciel permet de modéliser explicitement la présence ou I'absence de chaque marque d’histone
et de segmenter le génome de multiples états chromatiniens (dans cette étude, 16 états seront

définis).

VIll. Western-Blot

VIII.1 Extraction protéique et dosage
Apres 48h de transfection, les cellules Min6 sont lavées deux a trois fois a I'aide de PBS1X et lysées
avec un tampon de lyse (50mM Tris-HCl pH 8, 137 mM NaCl, 10% glycérol, 1% NP-40) supplémenté
avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases (PIC, Roche) et d’inhibiteurs de phosphatases
(ThermoFischer). Les cellules sont ensuite incubées pendant 20’ a 4°C, puis le lysat cellulaire est
centrifugé pendant 20 minutes, a une vitesse 15000 RPM et a une température de 4°C afin de
récupérer les protéines présentes dans le surnageant. Le dosage protéique est ensuite réalisé a I'aide

du Kit « Pierce BCA protein assay » (Thermofischer, A53225) selon les recommandations du fabricant

VIII.2 Fractionnement cellulaire
Afin de déterminer la localisation cellulaire de E2f1 dans la cellule Min6, les protéines cytoplasmiques
puis nucléaires ont été extraites séparément a I'aide du kit « Nuclear extract kit » (Active motif). Aprés
48h de transfection, les cellules sont lavées, puis grattées a I'aide de PBS1X et enfin centrifugées
pendant 100 minutes a 4°C a 200g. Les cellules sont resuspendues dans 500 pL de Tampon hypotonic
1X pendant 15 minutes. 25 pl de détergent est ensuite ajouté et les cellules sont ensuite mélangées
pendant 10 secondes puis centrifugées a 14000g, 4°C pendant 30 secondes. Le surnageant contenant
les protéine cytoplasmique est ensuite transféré dans un nouveau tube. Les cellules sont par la suite
resuspendues avec 50 pL de tampon de lyse pendant 30 minutes a 4°C dans I'objectif de lyser le noyau
et récupérer les protéines nucléaires. Par la suite, le lysat cellulaire est centrifugé 10 minutes a 4°C a

14000 g et le surnageant contenant les protéines nucléaires est transféré dans un nouveau tube. Les
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protéines cytoplasmiques et nucléaires sont ensuite dosées a I'aide du kit « Pierce BCA protein assay »

(Thermofischer, A53225).

VIII.3 Western Blot

Pour le Western blot, 40 ug de protéines totales sont déposés sur un Gel de SDS (Dodecylsulfate de
sodium) (Biorad) et migrent a un voltage constant de 110V. Aprés migration, le transfert sur membrane
de nitrocellulose s’effectue pendant 1h a 110V. Le blocage des sites non-spécifiques s’effectue a I'aide
d’une solution de Tris-buffered saline (TBS)-Tween 0,05% supplémenté avec 5% de lait pendant 1h.
Les membranes sont ensuite incubées O/N pendant 4°C avec les anticorps primaires dans du TBS-
Tween 0,05% supplémenté avec 3% de BSA (Bovine serum albumin) ou de lait. Aprés 16 heures, les
membranes sont lavées 3 fois 7 minutes dans une solution de TBS-Tween 0,05%, puis incubées pendant
1H avec les anticorps secondaires couplés a la Horseradish peroxidase (HRP) diluées dans une solution
de TBS-Tween 0,05% supplémenté avec 3% de lait. Aprés 1h, les membranes sont a nouveau lavées 3
fois 7 minutes avec une solution de TBS-Tween 0,05%. La révélation des bandes luminescentes est
réalisée a I'aide du kit « Pierce ECL Western blotting substrate » ou « Supersignal West DURA extended
duration subtrate » (Thermofischer) a I'aide du Chemidox Xrs+ (Biorad). L’'intensité du signal des

bandes observées est mesurée a I'aide du logiciel Imagel.

IX.Profilage du Kinome

IX.1 Extraction protéique pour expérience de Pamgene
Apres leur mise en culture, les flots de souris et humains sont lavés 3 fois dans du PBS 1X, puis lysés a
I’aide du tampon M-PER (Mammaliam Protein extraction reagen) (ThermoFischer) supplémenté avec
un inhibiteur de phosphatase (ThermoFischer). Aprés incubation pendant 20 minutes a 4°C, le lysat
cellulaire est centrifugé a 4500 RPM pendant 20 minutes a 4°C, puis aliquoté dans différents tubes afin
d’éviter les cycles de congélation et décongélation pouvant modifier I'activité des kinases et placés a -

80°C. Le dosage protéique s’effectue comme précédemment indiqué.

IX.2 Pamgene
Le Pamgene est une technologie qui permet de déterminer I'activité de sérine thréonine kinases (STK)
ou des phosphotyrosines kinase (PTK) par mesure de la phosphorylation de peptides sur une puce. Une
puce STK (puce utilisée pour nos expériences) contient sur une membrane poreuse, 144 séquences
peptidiques de 13 AA hébergeant des sites de phosphorylation dérivés de la littérature et corrélés a
I’action de nombreuses kinases. L’échantillon composé des protéines est déposé sur la puce qui sera
placée dans la Pamstation afin d’incuber les échantillons a une température de 37°C. Pendant
I'incubation, I’échantillon est pompé dans les deux sens de la membrane afin de maximiser la cinétique

de liaison de phosphorylation aux AAs. La phosphorylation est détectée par I'ajout d’anticorps primaire
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capable de reconnaitre une phosphorylation sur les sérines-thréonine et d’anticorps secondaire dirigés
contre I'anticorps primaire couplés a un fluorophore. L'analyse cinétique de la fluorescence est par la
suite réalisée a I'aide d’une caméra CCD présente au sein de la Pamstation permettant de définir le

niveau de phosphorylation du peptide (Figure 24, (433)).
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Figure 24 : Principes techniques de la technologie Pamgene (Adaptée de Chirumamilla et al., 2019)
En 1, les puces STK ou PTK vont présenter sur chaque puits 144 ou 196 séquences peptidiques phosphorylables, respectivement. Par la
suite, les peptides sont incubés avec le lysat protéique comprenant les kinases. Au cours de I'incubation, le lysat est pompé a travers la
membrane permettant les réactions de phosphorylation. La phosphorylation sera reconnue par un anticorps couplé au FITC utilisé pour
détecter le signal de phosphorylation a I'aide d’une caméra CCD.

IX.3 Ingenuity Pathway Analysis
Les différences de phosphorylation des peptides (Log2FC) ainsi que leur p-value associée vont
permettre, a I'aide du logiciel IPA « Ingenuity pathway analysis » (Qiagen), de déterminer les voies

moléculaires modulées en fonction des traitements.
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X. Immunohistochimie et Immunofluorescence

X.1 Préparation des tissus et inclusion en paraffine
Les pancréas prélevés sur les souris sont fixés dans une solution de paraformaldéhyde (PAF) a 4%. Une
déshydratation des tissus par bains successifs d’éthanol de concentrations croissantes (70%, 90% et
100%) puis les tissus sont envoyés au service d’histologie de la Faculté de médecine de Lille pour étre
inclus en bloc de paraffine. Les blocs sont ensuite coupés en section de 5 um qui sont déposées sur
des lames adhésives, TOMO (VWR, 631-1239) ou des lames adhésives superfrost + (Thermoscientific,

J1800ADN2)

X.2 Immunofluorescence
Les lames sont déparaffinées par 3 bains de cleraene, réhydratées par 3 bains successifs d’éthanol de
concentrations croissantes (100%, 90% et 70%), puis rincées a I’eau. Afin de permettre le démasquage
des sites antigéniques, les lames sont placées dans 200 mL de tampon Citrate 1X (Thermo scientific) et
chauffées au micro-onde a 520 W pendant 2 minutes, puis a 160 W pendant 10 minutes. Aprés deux
rincages dans du TBS1X Triton 0,025% pendant 7 minutes, les coupes sont délimitées a I'aide d’un
crayon projetant une encre hydrophobe (DAKOPEN) afin d’y déposer les futures solutions d’anticorps
primaires. 150 uL d’une solution de Blocking Buffer (Thermo scientific, 37520) composée de TBS-BSA
1%, 5%de de sérum de chevre et 5% de sérum d’ane sont déposés pendant une heure sur chaque
coupe dans I'objectif de bloquer les sites antigéniques non-spécifiques. Par la suite, 150 pL de solution
composée de TBS-BSA 1% et des anticorps primaires dirigés contre les protéines d’intéréts sur chaque
coupe sont laissés en incubation toute la nuit a 4°C. Les lames sont ensuite rincées 3 fois 5 minutes
dans du TBS1X contenant 0,025% de Triton. 150 uL d’une solution de TBS 1X BSA 0,025% et d’anticorps
secondaires diluée au 1/100™ et de Hoeschst dilué au 1/1000¢™ sont ensuite ajoutés pendant 1h.
Pour finir, les lames sont montées a I'aide de Fluorescent Mounting Medium (NE Biotech, NB-2300158-
2), puis une lamelle est posée sur la lame. Les lames sont observées au Microscope a fluorescence

confocale Zeiss LSM 710 Airyscan et Zeiss Spining Disk.

X.3 Immunohistochimie pour mesurer la masse de cellules 3
Afin de mesurer la masse de cellules, 'ensemble du pancréas des souris a été coupé et déposé sur
lame. 6 lames a intervalle régulier pour chaque souris sont sélectionnées. Par exemple, si 120 lames
ont été coupées pour un pancréas, les lames 20, 40, 60, 80, 100 et 120 vont étre analysées. Les lames
sont déparaffinées selon le méme protocole que pour I'immunohistochimie. Les cellules B sont
colorées a I'aide d’un anticorps-primaire anti-insuline (DAKO) et d’un anticorps secondaire couplé a la
HRP (Ozyme). Le DAB+ (DAKO) est utilisé comme substrat pour activer la HRP et une contre coloration

du pancréas est réalisée a I'aide de I’'hématoxyline (Biosite, BS-CQEGON-1000). Une photo de chaque
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coupe est prise par un microscope optique automatisé (Zeiss Axio scan. Z1). Chaque section est
entierement analysée et la mesure de la surface des cellules B, de la surface du tissus et le nombre
d’llots par coupe sont réalisés par une macrocommande sur le logiciel ImageJ créé par la plateforme

d’imagerie de la faculté de médecine de I'université de Lille (BICel).

Xl.Analyse statistique
Les résultats sont présentés en moyennes * s.e.m. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide

d’un test du t de student, une analyse de variance a une voie (One-way ANOVA) suivi par un test de
Dunnett’s, une analyse de variance a deux voies (Two-Way ANOVA). Ces tests ont été réalisés a I'aide
du logiciel Graphpad Prism 9.0. Les différences sont considérées comme statistiques a p < 0.05, *p <

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 et **** p < 0.0001)
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Partie 1 :

Caractérisation métabolique des modéles
de souris E2f1P-- et E2f1Pover et analyse
des voies moléculaires controlées par

E2f1 dans la cellule B pancréatique
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Résultats

L’ensemble des données de la littérature étudiant le réle de E2f1 dans la cellule 3 a été obtenu a I'aide
de lignées cellulaires ou de modéles de souris déficientes pour E2f1 dans I'ensemble de I'organisme
(E2f17) (434). Les résultats obtenus au cours de ces études ont montré le réle important de E2f1 dans
la cellule B. En effet, les souris E2f17" présentent un défaut de sécrétion d’insuline en réponse au
glucose par diminution d’expression de Kir6.2 (419), une diminution de la taille du pancréas
accompagnée d’une diminution de la masse des cellules 3 (417). C’'est pourquoi, dans le but d’étudier
spécifiquement le role de E2f1 dans la cellule B, un modele de délétion de E2f1 dans la cellule 3
pancréatique a été développé au laboratoire a I'aide de la technologie Cre/LoxP (435). Pour cela, des
souris exprimant la cre-recombinase sous le contrdle du promoteur du géne de I'insuline (Rip Cre’*)
(429) ont été croisées avec des souris dont les exons 2 et 3 du géne E2f1 sont flanqués de deux sites
LoxP (Taconic biosciences, NY, USA) (E2f1:"'o*) (412) pour générer le modéle de souris invalidé
spécifiguement dans la cellule B, dénommé par la suite E2f1”/. La premiére étape de notre étude avait
pour objectif de valider la délétion de E2f1 dans la cellule § pancréatique et d’étudier le phénotype

métabolique de notre modeéle de souris.

[.1. Phénotypage métabolique des souris invalidées pour E2f1 dans la cellule f
pancréatique
Dans I'objectif de valider le modéle E2f17*, 'analyse de I'expression génique par qPCR (quantitative
polymerase chain reaction) de E2f1 dans I'llot de Langerhans, I’hypothalamus, le cceur, le foie, le tissu
adipeux blanc epidydymal, le tissu adipeux brun et le muscle a été réalisée dans I'ensemble des
modeles transgéniques développés (Rip Cre’*, E2f1toxP/lo® ot E2f1/7") agés de 3 mois. A l'aide
d’oligonucléotides spécifiques aux exons 2 et 3 de E2f1 (Tableau 2), une diminution d’expression
d’environ 85% de E2f1 a été observée dans les flots des souris £2f1” - comparé aux deux modéles
contrdles Rip Cre/* et E2f1'*/® (Figure 25, A). Aucune modification d’expression de E2fl n’est
observée dans les autres tissus analysés (Figure 25, A) permettant de valider la diminution d’expression
génique de E2f1 spécifiquement dans I'llot de Langerhans. Un test de tolérance au glucose par injection
en intra-péritonéale (ipGTT) réalisé sur des souris agées de 4 mois a permis de mettre en évidence que
les souris E2f17- développaient une intolérance au glucose (Figure 25, B, C) associée a un défaut de
sécrétion d’insuline in vivo 30 minutes aprés l'injection de glucose (Figure 25, D). Dans I'objectif de
déterminer si cette gluco-intolérance n’est pas la conséquence d’une diminution de la sensibilité a
I'insuline des souris E2f1” 7, un test de sensibilité a I'insuline a été réalisé. Les résultats obtenus

montrent que la sensibilité a I'insuline des souris £2f177" est identique a celle des souris Rip Cre’* et
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E2f1'*/Lo (Figure 25, E). L’ensemble de ses résultats mettent donc en évidence que la diminution
d’expression de £2f1 dans la cellule 3 entraine une gluco-intolérance chez la souris, probablement liée

a un défaut de la sécrétion d’insuline en réponse a une élévation de la glycémie.

I Rip cre*
A Hl FofyloxPLoxP
1.5 "
- B eof1p
“ e
]
310
<
=
E
- 05
&
w
0.0 n
Islets Hyp Heart Liver eWAT BAT  Muscle
B c . D
© RipCre T =
500 E 3 LoxPLoxp 150000 ol 0.4 %% %
. & E2rt - 3 Rip-Cre*
3 400 * E2f1P* < § 03 Bl fgof{loxPloxP
E) 5 2 100000
E 300 * S = O eof1P-
S 3 £ 0.2
£ 200 8 2
8 & 50000 =
g 100 =] @ 01
2 £
0 T T T T T T 0 0.0
0 15 30 60 90 120 030 030 030
Time after glucose injection
E
200 ©- Rip Cre*
— - E2f1LoxP/LaxP
5 ry
T 150 A
> E2f1P
£
s 100 -+
£
Q
S s .
[T
0 T T T
0 15 30 45

Time after insulin injection

Figure 25 : La perte d’expression de E2f1 dans la cellule B entraine une gluco-intolérance associée a une diminution de la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose (A) Analyse de I'expression en ARNm de E2f1 par gPCR dans les flots de
Langerhans, I’hypothalamus, le cceur, le foie, le tissus adipeux blanc epidydymal, le tissu adipeux brun et le muscle de souris
Rip Cre/+, E2f1loxP/loxP et E2f17/-. (B) Mesure de la glycémie des souris Rip Cre/* (n=8), E2f1LoxP/loxP (n=7) et E2f1%/- (n=12) &
différents temps aprés injection d’une dose (2g/kg) de glucose en i.p. (TO, T15, T30, T45, T60, T90 et T120) exprimé en mg/dL.
(C) Aire sous la courbe (AUC) du test de tolérance au glucose. (D) Insulinémie (ug/L) des souris Rip Cre/* (n=8), E2f1LoxP/LoxP
(n=7) et E2f1”/-(n=12) avant injection de glucose (T0) et 30 minutes aprés injection de glucose (T30). (E) Mesure de la glycémie
des souris Rip Cre/* (n=8), E2f1LoxP/loxP (n=8) et E2f1//- (n=8) a différents temps apres injection d’insuline (0,75U d’insuline/kg)
eni.p. (TO, T15, T30 et T45). Les données sont présentées en moyenne + s.e.m et sont analysées par One-way ANOVA et Two-
way ANOVA. *p < 0.05; **p<0.01.

Considérant que les niveaux d’expression génique de E2f1 dans les flots de Langerhans des souris
contrdles Rip Cre/* et E2f1:%F/Lo sont identiques et qu’aucune différence de phénotype métabolique
n’a été observé, il a été considéré d’utiliser uniquement les souris E2f1-**L" comme souris contrdles
pour la suite de cette étude. L'utilisation du modéle Rip Cre’* permet I'expression de la Cre-
recombinase et la délétion du gene « floxé » au moment de I'activation de I'expression de l'insuline,
soit au stade E9.5 (24). E2f1 possédant un role clé dans la prolifération et le développement de la

cellule B pancréatique (417, 421), il était nécessaire de déterminer a partir de quelle période de sa vie
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la souris développe une gluco-intolérance comme observée précédemment (Figure 25). Pour cela, des
souris agées de 6, 8 et 12 semaines ont été soumises a un test de tolérance au glucose (Figure 26). Les
résultats montrent que les souris E2f177- 4gées de 6 semaines ne possédent pas de modifications du
poids de corps (Figure 36, A) et de la glycémie aprés injection de glucose (Figure 26, B, C) associées a
une sécrétion normale d’insuline en réponse au glucose (Figure 26 D). A 8 semaines d’age, les souris
E2f17° ne présentent pas de différence de poids (Figure 26, E), de tolérance au glucose (Figure 26, F,
G), ainsi que de sécrétion d’insuline (Figure 26, H). A 12 semaines, aucune différence de poids n’est
constatée entre les souris E2f1°*/* et E2f1”" (Figure 26, |). Néanmoins, les souris E2f1”7" présentent
une gluco-intolérance marquée (Figure 26, J K), associée a une diminution de la sécrétion d’insuline 15

minutes apreés injection de glucose (Figure 26, L).
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Figure 26 : L'intolérance au glucose chez les souris E2f17+- apparait 3 12 semaines. (A, B, C, D) (A) Poids en gramme, (B)
Test de tolérance au glucose, (C) Aire sous la courbe calculée a partir de (B), (D) et insulinémie a 0, 15 et 30 minutes aprés
injection de glucose sur des souris E2f1P +/+ et E2f1P /- 4gés de 6 semaines (n=5-7). (E, F, G, H) (E) Poids en gramme, (F)
Test de tolérance au glucose, (G) Aire sous la courbe calculée a partir de (B), (H) et insulinémie a 0, 15 et 30 minutes
aprés injection de glucose sur des souris E2f1P +/+ et E2f1P /- 4gés de 8 semaines (n=5-7). (I, J, K, L) (1) Poids en gramme,
(J) Test de tolérance au glucose, (K) Aire sous la courbe calculée a partir de (B), (L) et insulinémie a 0, 15 et 30 minutes
aprés injection de glucose sur des souris E2f1°+/+ et E2f1P /- 4gés de 12 semaines (n=5-7). Les données sont présentées
en moyenne * s.e.m et sont analysées par un test du t de student (A, C, E, G, |, K) et Two-way ANOVA (B, D, F, G, J, L). *p
<0.05.
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Les résultats obtenus précédemment in vivo démontrent un réle important de E2fl dans les
mécanismes de sécrétion d’insuline en réponse au glucose par la cellule B pancréatique. Par la suite,
nous avons voulu déterminer si ex vivo, cet effet était également retrouvé (Figure 27). Pour cela, des
flots de souris E2f17*/* et E2f177- agés de 14 semaines ont été isolés. Un test de sécrétion d’insuline en
réponse au glucose a permis de mettre en évidence que, malgré un contenu en insuline identique
(Figure 27, B), les flots de souris E2f177 présentaient un défaut de sécrétion en réponse a de fortes
concentrations de glucose (16.7mM) par rapport aux ilots de souris E2f1”*/* alors qu’aucune différence
significative n’est observée en réponse a de faibles concentrations de glucose (2,8 mM) (Figure 27, A).
De plus, la normalisation de la sécrétion d’insuline par le contenu en insuline par ilot permet de mettre
en évidence un résultat similaire qu’ex vivo, démontrant que la perte d’expression de E2f1 induit une

diminution de la capacité de la cellule B a sécréter de l'insuline, sans modification de la production

d’insuline (Figure 27, C).
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Figure 27 : Ex vivo, les flots des souris E2f17-/- présentent une modification de la sécrétion d’insuline sans modification de
la concentration totale d’insuline. (A) Test de sécrétion d’insuline en réponse au glucose aux concentrations indiquées de
glucose sur 50 flots isolés de souris E2f1P +/+ et E2f1P /- 4gés de 14 semaines (n=3-9). (B) Mesure du contenu intracellulaire
d’insuline de 50 flots isolés de souris E2f1P +/+ et E2f1P -/ 4gés de 14 semaines apreés test de sécrétion d’insuline en réponse au
glucose (n=3-9). (C) Mesure de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose rapporté au niveau de contenu intracellulaire
d’insuline de 50 flots isolés de souris E2f1P +/+ et E2f1P /- 4gés de 14 semaines (n=3-9). Les données sont présentées en
moyenne * s.e.m et sont analysées parun test du t de student (B) ou un Two-way ANOVA (A, C) . *p < 0.05.

D’autre part, I'analyse de coupes histologiques de pancréas de ces souris par immunofluorescence a
permis de mettre en évidence que les flots des souris déficientes pour E2f1 dans I'ensemble de
I'organisme (souris E2f17") présentaient une architecture de I'flot altérée avec une diminution de la
proportion de cellules positives en insuline accompagné d’une augmentation concomitante de la

proportion de cellules positives en glucagon (Figure 28, A, B).
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Figure 28 : Les souris E2f1/- présentent une diminution de la taille des flots associé a une diminution de la masse de cellules
B et une augmentation de la masse des cellules o (A) Marquage immunofluorescent de I'insuline et du glucagon sur des
coupes de pancréas de souris E2f1*+ et E2f17/- 4gés de 16 semaines. (B) Quantification des cellules marquées au glucagon
(glucagon®) et a I'insuline (insuline*) sur des coupes de pancréas de souris E2f1*/+ et E2f1/- 4gés de 16 semaines. (n=3). Les
données sont présentées en moyenne + s.e.m et sont analysées par un Two-tailed unpaired t-test (B). *p < 0,05.

Afin d’étudier I'effet de la délétion de E2f1 dans la cellule § pancréatique sur la morphologie de I'ilot,
une analyse morphométrique a été réalisée grace a des immunomarquages des cellules 3 sur des
coupes de pancréas de souris agées de 3 mois. Dans un premier temps la densité des ilots, la taille des
flots ainsi que la fraction et la masse des cellules 3 ont été analysées (Figure 29, E, F). Les résultats ont
permis de mettre en évidence que la perte d’expression de E2f1 dans la cellule f ne modifie pas la
densité des flots (hnombre d’ilots sur la surface totale du tissu) (Figure 29, A), la taille moyenne des ilots
(Figure 29, B), ainsi que la fraction de cellules [ (surface de cellules B sur la surface totale du tissue)

(Figure 29, C), et pour finir la masse des cellules [ (fraction de cellules B sur le poids total du pancréas)

(Figure 29, D).
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Figure 29 : La diminution d’expression de E2f1 ne modifie pas le nombre et la taille des ilots ainsi que la masse
des cellules B. (A) Analyse du nombre d’ilot sur la surface totale de la coupe de pancréas (densité) de souris
E2f17+/+ et E2f1P/- agés de 12 semaines aprés marquage des cellules p par immunohistochimie & 'aide d’un
anticorps primaire anti-insuline, d’un anticorps secondaire HRP et un contre-marquage a I’"hématoxyline (n=5).
(B) Analyse de la surface moyenne des flots de Langerhans de souris E2f17+/+ et E2f1/+/- agés de 12 semaines
apres marquage des cellules § par immunohistochimie (n=5). (C) Analyse de la fraction de cellules § (mesure de
taille moyenne des flots par rapport a la surface total du pancréas) de souris E2f17++ et E2f17 /- agés de 12
semaines aprés marquage des cellules B par immunohistochimie (n=5). (D) Moyenne de la masse des cellules 3
(fraction de cellules B multiplié par la masse totale du pancréas) de souris E2f17+/+ et E2f17/- agés de 12 semaines
apres marquage des cellules  par immunohistochimie (n=5). Les données sont présentées en moyenne * s.e.m
et sont analysées par un test du t de student (A, B, C, D).
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Figure 30 : Les ilots des souris E2f1%/- présentent une augmentation du nombre de cellules o, sans modification de la masse
de cellules 8. (A) Marquage immunofluorescent de I'insuline et du glucagon dans des coupes de pancréas de souris £2f17+/+
et E2f1// agés de 12 semaines (n=5). (B) Ratio du nombre de cellules glucagon* sur le nombre total de cellules dans I'llots
(insuline* et glucagon*) de souris E2f17+/+ et E2f17/- 4gés de 12 semaines (n=5). (C) Marquage immunofluorescent de I'insuline
et de la somatostatine dans des coupes de pancréas de souris E2f1%/+ et E2f1//- 4gés de 12 semaines (n=5). (D) Ratio du
nombre de cellules glucagon* sur le nombre total de cellules dans Iflots (insuline* et somatostatine*) de souris E2f17+ et
E2f17/- agés de 12 semaines (n=5). Les données sont présentées en moyenne + s.e.m et sont analysées par un test du t de
student (B, D). *"p < 0,005.
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Par la suite, une analyse morphométrique a été réalisée afin de déterminer la fraction de cellules o
(cellules positives au glucagon) et cellules & (cellules positives a la somatostatine). Pour cela, les cellules
B, o et 8 ont été immunomarquées a I'aide d’anticorps anti-insuline, glucagon et somatostatine,
respectivement. La fraction de cellules a et & a été calculée en rapportant la surface du glucagon et
somatostatine par rapport a la surface de I'llot total. Les résultats obtenus mettent en évidence que la
diminution d’expression de E2f1 dans la cellule f induit une augmentation significative du pourcentage
de cellules o par flot (Figure 30 A, B) (p=0,0074, N=5) avec I'apparition de cellules o au centre de I'ilot.
De plus, la fraction de cellules & n’est, quant a elle, pas modifiée en absence de I'expression de E2f1

(Figure 30, C, D) (p=0,2180, N=5). Ces résultats suggerent ainsi qu’une perte d’expression de E2f1 dans
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la cellule B entraine une augmentation du nombre de cellules a sans modification de la masse de

cellules .

|.2 Phénotypage des souris E2f17-- soumises a un régime riche en graisse

Des données de la littérature ont mis en évidence que les flots de sujets diabétiques de type 2
présentent une diminution d’expression de E2F1 (436). Afin d’induire un stress métabolique et de
mimer une obésité, des souris E2f17*/* et E2f17"- ont été soumises a un régime riche en graisse (HFD,
Research Diet, Fat 60%) pendant 20 semaines. L’analyse de I’évolution du poids des souris pendant 20
semaines a montré que les souris E2f1%/ présentent une légére diminution de la prise de masse

corporel au cours du temps comparée aux souris E2f1%/* (Figure 31, A, B).
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Figure 31 : Suivi du poids des souris E2f18+/+ et E2f1%/- pendant 20 semaines de régime riche en graisse (A) Evolution du
poids de corps des souris E2f17+/+ et E2f1P--nourries pendant 20 semaines avec un régime riche en graisses (n=7). (B) Aire
sous la courbe (AUC) du suivi de poids des souris E2f17+/+ et E2f17-/-(A). Les données sont présentées en moyenne * s.e.m et
sont analysées par un two-way Anova (A) et un test du t de student (B). *p < 0,05.

Afin d’étudier I'impact d’un régime riche en graisse sur I’homéostasie glucidique des souris invalidées
pour E2f1, des tests de tolérance au glucose ont été réalisés aprés 4, 8 et 12 semaines de régime (Figure
32). Untest de tolérance au glucose en injection intra-péritonéale aprés 4 semaines de régime a permis
de mettre en évidence une intolérance au glucose (Figure 32, B, C) associée a un défaut de sécrétion
d’insuline 30 minutes aprés l'injection de glucose (Figure 32, D) comme observé lors des ipGTT réalisés
sur des souris sous régime standard. Ce phénotype est également observé aprés 8 semaines de régime
HFD (Figure 38, F, G, H). Néanmoins, apres 12 semaines, aucune intolérance au glucose n’est observée
pour les souris E2f17 sans défaut de sécrétion d’insuline 30 minutes apreés injection de glucose (Figure
38, J, K, L). Aprées un test de tolérance a I'insuline, aucune modification de la sensibilité a I'insuline n’est

observée entre les souris E2f17*/* et E2f17" 13 semaines aprés HFD. (Figure 38, M)
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Figure 32 : Les souris E2f1P +/+ et E2f1B- ne présentent plus de phénotype de gluco-intolérance 12 semaines aprés la mise
en place d’un régime riche en graisse. (A, B, C, D) (A) Poids en gramme, (B) Test de tolérance au glucose, (C) Aire sous la
courbe calculée a partir de (B), (D) et insulinémie a 0, 15 et 30 minutes apreés injection de glucose sur des souris E2f17++ et
E2f17 - sous régime riche en graisse depuis 4 semaines (n=7). (E, F, G, H) (E) Poids en gramme, (F) Test de tolérance au
glucose, (G) Aire sous la courbe calculée a partir de (F), (H) et insulinémie a 0, 15 et 30 minutes apres injection de glucose sur
des souris E2f17+/+ et E2f1”+/- sous régime riche en graisse depuis 8 semaines (n=7). (I, J, K, L) (I) Poids en gramme, (J) Test
de tolérance au glucose, (K) Aire sous la courbe calculée a partir de (J), (L) et insulinémie a 0, 15 et 30 minutes apres injection
de glucose sur des souris E2f17+/+ et E2f17/- sous régime riche en graisse depuis 12 semaines (n=7). (M) Mesure de la glycémie
des souris E2f17++ et E2f1” /- sous régime riche en graisse depuis 4 semaines a différents temps aprés injection d’insuline
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(0,75U d’insuline/kg) en i.p. (TO, T15, T30, T45, T60, T90 et T120) (n=7). Les données sont présentées en moyenne * s.e.m et
sont analysées par un two-way Anova (B, D, F, H, J, L, M) et un test du t de student (A, C, E, G, |, K). "p < 0,05.

L’analyse morphométrique des ilots de Langerhans des souris E2f177- sous régime standard a permis
de mettre en évidence une augmentation du nombre de cellules a. et une tendance a I'augmentation
du nombre de cellules 5, sans modification de la masse de cellules B (Figure 30). Nous avons ensuite
déterminé la morphométrie des ilots de souris E2f17 suite a un régime riche en graisse (Figure 33) a
I'aide d’expériences d’'immunofluorescence. Nos résultats démontrent qu’apres 30 semaines de
régime riche en graisse, le nombre d’ilots, la densité d’ilots ainsi que le pourcentage de cellules
endocrines ne sont pas modifiés (Figure 33, A, B, C). De maniére intéressante, une diminution de la
fraction de cellules B a été observée pour les souris £2f177 (Figure 33, D). De plus, cette diminution
s’accompagne d’une augmentation significative du pourcentage de cellules o, (p=0,0014) (Figure 33, E,

F) et de cellules & (p=0,0173) (Figure 33, G, H).
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Figure 33 : Les ilots des souris E2f1°/- présentent une augmentation du nombre de cellules o et de cellules §, associé a une
diminution de la masse des cellules . (A) Analyse du nombre d’ilot sur la surface totale de la coupe de pancréas (densité)
de souris E2f1%++ et E2f17-- sous régime riche en graisse depuis 30 semaines (n=3). (B) Analyse de la surface moyenne des
flots de Langerhans de souris E2f17++ et E2f1P-/- sous régime riche en graisse depuis 30 semaines (n=3). (C) Analyse de la
fraction de cellules endocrine (mesure de taille moyenne des flots par rapport a la surface total du pancréas) de souris E2f17
++ et E2f17 /- sous régime riche en graisse depuis 30 semaines (n=3). (D) Pourcentage de la surface de cellules positives a
I'insuline sur 'ensemble de la surface de cellules endocrines (cellules B et o) de souris E2f1°+/+ et E2f17+- sous régime riche
en graisse depuis 30 semaines (n=3). (E) Marquage immunofluorescent de I'insuline et du glucagon dans des coupes de
pancréas de souris E2f1%#/+ et E2f17/- sous régime riche en graisse depuis 30 semaines (n=3)). (F) Ratio du nombre de cellules
glucagon* sur le nombre total de cellules dans I'llots (insuline* et glucagon*) de souris E2f17++ et E2f1”/- sous régime riche en
graisse depuis 30 semaines (n=3). (G) Marquage immunofluorescent de I'insuline et de la somatostatine dans des coupes de
pancréas de souris E2f17%+/+ et E2f1 sous régime riche en graisse depuis 30 semaines (n=3). (H) Ratio du nombre de cellules
glucagon* sur le nombre total de cellules dans I'ilots (insuline* et somatostatine*) de souris E2f1/+ et E2f1”/- sous régime
riche en graisse depuis 30 semaines (n=3). Les données sont présentées en moyenne + s.e.m et sont analysées par un test du
t de student (A, B, C, D, F, H). *p < 0,05. "*p < 0,005. *"**p < 0,0005.
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Ainsi, les résultats obtenus sur des souris déficientes pour E2f1 dans la cellule B soumises a un régime
riche en graisse, dans I'objectif de mimer une obésité et un stress métabolique, permettent de
démontrer que le phénotype d’intolérance au glucose, comme observé sur les souris sous régime
standard, s’estompe avec le développement de I'obésité. L'atténuation du phénotype métabolique
s’accompagne d’une diminution de la prise de poids. Néanmoins, une diminution de la masse des

cellules B pancréatiques ainsi qu’une augmentation de la fraction de cellules a et o est observée.

1.3 Analyse de l'effet de la surexpression de E2f1 dans la cellule 3
Les résultats obtenus précédemment ont mis en évidence que les souris E2f17 7 présentent un
phénotype d’intolérance au glucose, accompagné d’une diminution de la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose et d’une augmentation de la fraction de cellules o au sein de I'llot de Langerhans.
Dans la suite de cette étude, I'effet d’'une surexpression de E2F1 humain dans la cellule (3 a été analysé
afin de déterminer si cette surexpression pouvait reverser le phénotype observé pour les souris E2f1*
/-, voire améliorer ’homéostasie glucidique. Pour cela, des souris Rip-Cre (429) ont été croisées avec
des souris exprimant la cassette Rosa-26-LoxP-LacZ-LoxP-hE2f1 (souris RFC) obtenus en collaboration
avec le Dr Ulrike Ziebold (Berlin, Allemagne) (430)). Ces souris expriment la forme humaine de E2F1,
couplé a un tag HA, et sous le contréle du promoteur endogéne du locus ROSA. Des souris
Hétérozygotes (RFC/+) ont été croisées avec des souris RipCre/+ afin d’obtenir des souris contréles
RFC/+ (E2f1/%"") et des souris RFC/Rip (E2f1/°'*"), permettant la surexpression de E2f1 dans la cellule B.
Premiérement, la surexpression de E2f1 a été confirmée par gPCR (Figure 34, A). Par la fusion de la
forme humaine de E2F1 avec le tag HA, I'expression protéique spécifique de hE2F1 dans la cellule B a
été déterminée a I'aide d’un anticorps anti-HA. Le signal retrouvé a I'aide de I’anticorps HA dans les
souris E2f1%°"¢" et la colocalisation observée uniquement entre les cellules marquées positivement pour
I'insuline et le HA valident notre modeéle d’étude (Figure 34, B). Apres validation du modele, I'analyse
du poids des souris E2f17%" et E2f1/°v¢" agées de 3 mois ne réveéle aucune modification entre les deux
modeles (Figure 34, C). Un test de tolérance au glucose par injection intrapéritonéale ne montre
aucune modification de la sensibilité au glucose chez les souris surexprimant E2f1 dans la cellule (3
pancréatique (Figure 34, D, E). De maniére intéressante, I'insulinémie des souris E2f1/°"¢" est
significativement supérieure a celle des souris E2f1% indiquant une augmentation de la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose, néanmoins sans modification de la sensibilité au glucose (Figure 35,
F). Ces résultats suggerent une possible modification de la sensibilité a Il'insuline des tissus
périphériques. Un test de tolérance a l'insuline a donc été réalisé et ne révele aucune modification de

la sensibilité a I'insuline au cours du temps (Figure 35, F). Enfin, la fraction de cellules et o au sein de
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Illot a été analysée. Nos résultats ne mettent pas en évidence de différence dans le nombre de cellules

o et B entre les souris E2f1%"" et E2f1/°" (Figure 35, G).
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Figure 34 : La surexpression de E2F1 dans la cellule B ne modifie pas la gluco-intolérance, mais s’accompagne d’une
augmentation de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. (A) Expression de ’ARNm de la forme humaine de E2F1 dans
des lots de Langerhans isolés de souris E2f17%tr et E2F1%0ver (n=6). (B) Analyse de I'immunofluorescence de coupes de pancréas
de souris E2f17tr! et E2F17over marquées avec I'insuline (rouge), le HA (vert) et le noyau (Bleu, DAPI). (C) Poids en gramme des
souris E2f17t et E2F1%ver sous régime standard (n=10). (D, E, F,) (D) Test de tolérance au glucose, (E) Aire sous la courbe
calculée a partir de (D), (F) et insulinémie a 0 et 30 minutes apreés injection de glucose sur des souris E2f17tr et E2F1/over 3gés
de 12 semaines (n=5). (G) Mesure de la glycémie des souris E2f17%tr et E2F1Pover 3 différents temps aprés injection d’insuline
(0,75U d’insuline/kg) en i.p. (TO, T20, T40 et T60) (n=5). (H) Quantification des cellules marquées au glucagon (glucagon*) et
a 'insuline (insuline*) sur des coupes de pancréas de souris E2f1%tr et E2F1Pover (n=3). Les données sont présentées en
moyenne * s.e.m et sont analysées par un test du t de student (A, C, E, G) et par Two-Way ANOVA (D, E, F). "p < 0,05. *"p <
0,005.
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Suite a la faible amélioration de la gluco-intolérance, néanmoins accompagnée d’une augmentation
importante de I'insuline chez les souris E2f1%°"*", nous avons soumis ces souris a un régime riche en
graisse afin de mimer une obésité et un diabéte de type 2 (Figure 35). Premiérement, I'analyse de la
prise du poids de corps pendant 16 semaines ne révele aucune modification 16 semaines apres la mise
sous régime (Figure 35, A B). Aucune modification de la tolérance au glucose n’est observée entre les
souris E2f1/%t et E2f1%°'¢" 16 semaines aprés la mise sous régime riche en graisse (Figure 35, C D). Pour
finir, un test de tolérance a l'insuline en injection intra-péritonéale révéle que le régime riche en graisse

induit une insulino-résistance des souris E2f1%" et E2f1/%°"¢’, sans aucune différence entre les deux
modeles (Figure 35, E).
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Figure 35 : Sous régime riche en graisse, les souris E2f1%ver ne présentent pas d’amélioration de la gluco-tolérance. (A)
Evolution du poids de corps des souris E2f17%tr et E2F17over nourries pendant 16 semaines avec un régime riche en graisse
(n=5) (B) Aire sous la courbe (AUC) du suivi de poids des souris E2f1%tr et E2F1%ver (A). (C, D) (C) Test de tolérance au glucose,
(D) et aire sous la courbe de (C) de souris E2f17+/+ et E2f1P+- E2f1P¢tr! et E2F170ver nourries pendant 16 semaines avec un régime
riche en graisse (n=5). (E) Mesure de la glycémie des souris E2f17tr et E2F1/over 3 différents temps aprés injection d’insuline
(0,75U d’insuline/kg) en i.p. (TO, T20, T40 et T60) aprés 15 semaines sous régime riche en graisses (n=5). Les données sont
présentées en moyenne + s.e.m et sont analysées par un test du t de student (B, D) et par Two-Way ANOVA (A, C, E).
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|.4 Caractérisation du transcriptome des flots de souris E2f1/ ++ et E2f1F
Dans I'objectif de déterminer quels sont les mécanismes moléculaires permettant d’expliquer cette
diminution de sécrétion d’insuline en réponse au glucose, ainsi que I'augmentation de la fraction de
cellules a, le transcriptome des ilots de souris E2f17*/* et E2f17"- agées de 12 semaines a été analysé
par séquencage de I’ARNm (RNA-Seq) (Figure 36). Les résultats obtenus montrent que les flots de
Langerhans des souris E2f17 7 présentent une diminution significative (Padj<0,05) de I'expression de
199 génes pour une augmentation de I'expression de 493 genes (Padj<0,05) comparé aux souris
E2f17* (Figure 36, A). Afin de comprendre quels mécanismes moléculaires étaient controlés par les
genes dont I'expression est modulée lors de la délétion de E2f1, une analyse de « Gene ontology » a
I’aide du logiciel Metascape a été réalisée (432) et les 10 voies moléculaires les plus modulées ont été
représentées (Figure 36, B, C). L’analyse des voies moléculaires des génes « Downregulés » montre
une diminution des mécanismes moléculaires impliqués dans les phénomeénes de sécrétion d’insuline,
tels que la régulation de I’exocytose (-Log10(p) = 5,81), I'homéostasie du calcium (-Log10(p) = 3,45) ou
dans la réponse aux hormones (-Log10(p) = 3,41) (Figure 36, B). De maniére intéressante, la perte
d’expression de E2f1 entraine la diminution de la réponse au stress du réticulum endoplasmique (-
Log10(p) = 4,36), mécanisme important dans la sécrétion d’insuline (437). Au contraire, nos résultats
montrent une augmentation de I'expression de nombreux génes impliqués dans les mécanismes de la
réponse inflammatoire, tels que la production de cytokines (-Log10(p) = 12,22), la réponse immune
adaptative (-Log10(p) = 11,76) et dans l'activation des lymphocytes impliqués dans la réponse
immunitaire (-Log10(p) = 7,55). De plus, il est intéressant de constater que la perte d’expression d’un
activateur du cycle cellulaire dans la cellule B entraine une augmentation d’expression de genes

impligués dans la régulation négative de la prolifération cellulaire (Figure 36, C) (-Log10(p) = 9,55).

Les souris E2f17 présentant une augmentation du nombre de cellules o au sein de I'flot, nous nous
sommes intéressés a I'expression des marqueurs géniques spécifiques de la cellule oo communs aux
especes du poisson-zébre, de la souris et de 'Humain (438), soit 82 génes (Figure 36, D). Sur ces 82
genes, seulement 3 genes (EYA4, OPRLL1 et SERPINA1D) présentent un Log2FC <0, signifiant une
diminution d’expression, alors que 79 genes possédent un Log2FC > 0, signifiant une augmentation
d’expression. Parmi ces 79 génes, seulement 5 sont significativement modulés, avec une Padj<0,05,
dont le facteur de transcription clé de I'identité de la cellule o, ARX (Aristaless related homeobox) (73)
(Figure 36, D). De plus, la diminution de la sécrétion d’insuline pouvant s’expliquer par une diminution
des marqueurs de cellule 3, I'analyse de I'expression par RNA-seq de ces marqueurs conservés chez le
poisson-zébre, la souris et I’Humain a été réalisée (27 génes) (Figure 36, D). A I'inverse des marqueurs

de la cellule o, 25 de ces 27 marqueurs présentent une diminution d’expression (Log2 FC <0), dont 10
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ont une Padj<0,05. Parmi ces 10 genes, nous retrouvons les deux génes codant 'insuline, Ins1 et Ins2,
deux facteurs de transcription clé de la cellule B, Pdx1 et Nkx6.1 (439), ainsi que le Glp-1r, récepteur

du Glp-1, hormone décrite en introduction.

Ainsi, I'analyse du transcriptome des flots de souris déficientes pour E2f1 a permis de mettre en
évidence que la diminution d’expression de ce facteur de transcription dans la cellule 3 entraine une
reprogrammation transcriptomique associée a I'activation de nombreuses voies pro-inflammatoires,
ayant des effets néfastes sur la fonction de la cellule  (440) et une répression de I'expression de genes
impliqués dans les mécanismes de sécrétion de la cellule B. De plus, ces résultats déterminent que
I'expression de nombreux marqueurs identitaires de la cellule B sont diminués et qu’au contraire,
I’expression de marqueurs identitaires de la cellule oo sont augmentés, suggérant une augmentation

du nombre de cellules oo comme nous I'avons observé dans les flots des souris E2f177",
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Figure 36 : La délétion de E2f1 dans la cellule B entraine une reprogrammation transcriptomique et la modulation de
nombreuses voies de signalisation. (A) Volcano-plot représentant la p value ajustée et le différentiel d’expression des souris
E2f17/- par rapport aux souris E2f1%/+, Les génes différentiellements exprimées avec une pvalue ajustée <0,05 sont indiqués
par deux couleurs, en rouge, les 199 génes régulés négativement et en bleu, les 493 génes régulés positivement (n=3). (B, C)
Analyse des voies de signalisation régulés négativement (rouge) (B) et positivement (bleu) (C) des génes modulés lors de la
délétion de E2f1 dans la cellule B a I'aide du logiciel Metascape. (D) Volcano plot représentant la p value ajustée et le
différentiel d’expression des souris E2f17/- par rapport aux souris E2f17+/+ des marqueurs de cellules 3 (bleu) et des marqueurs

de cellules a (rose).

A la suite de ses résultats et ayant observé une augmentation de la masse de cellules o, dans les flots
de souris E2f1%7, nous nous sommes demandé si les cellules o surnuméraires provenaient d’une
augmentation du nombre de cellules o ou de la trans ou dédifférenciation des cellules B en cellules a.

Pour répondre a cette question, des expériences de lignage cellulaire de la cellule B ont été réalisées
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par I'utilisation d’'un modele de souris dont les cellules ayant exprimé I'insuline sont marquées par une
fluorescence dans le rouge. Pour cela, des souris Rip-cre (contrdles) et E2f17- ont été croisées avec
des souris Tomato/RFP (ou un codon stop en amont du géne codant la tomato est flanqué de sites
LoxP). Par immunofluorescence, les cellules o, ont été marquées a I'aide d’un anticorps anti-glucagon
et les cellules B avec un anticorps anti-insuline. Premierement, I'expression de la tomato a été analysée
par I'’étude du co-marquage entre la tomato et 'insuline, mais également le co-marquage entre la
tomato et glucagon (Figure 37, A, B). Nos résultats mettent en évidence que la tomato est uniquement
co-localisée avec les cellules insulines®, validant ainsi notre modele expérimental. Nous avons postulé
que si les cellules o. provenaient d’une transdifférenciation ou dédifférenciation, une co-localisation
entre la tomato et le glucagon serait retrouvée dans les ilots des souris E2f177-. Les résultats obtenus
ont mis en évidence qu’aucune co-localisation entre des cellules tomato et des cellules glucagon* n’a
été retrouvée dans des flots de souris E2f177 (Figure, 37, C, D), suggérant que la perte d’expression de
E2f1 est liée a une augmentation du nombre de cellules o et non a une trans/dédifférenciation de la

cellule B en cellule a.
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Figure 37 : L'augmentation de la masse des cellules o observée dans les ilots de souris E2f1%/- ne provient pas d’une
transdifférenciation ou déddifférenciation de la cellule B. (A) Marquage immunofluorescent de I'insuline et de la tomato

dans des coupes de pancréas de souris E2f17+/+om sous régime standard. (B) Marquage immunofluorescent du glucagon et
de la tomato dans des coupes de pancréas de souris E2f17++om sous régime standard. (C) Marquage immunofluorescent du

glucagon et de la tomato dans des coupes de pancréas de souris E2f17++om sous régime standard. (D) Marquage
immunofluorescent du glucagon et de la tomato dans des coupes de pancréas de souris E2f17/tom sous régime standard

L’analyse de I'expression génique d’ilots de souris £2f1”7- sous HFD depuis 30 semaines a également
été réalisée. Les résultats mettent en évidence une diminution de I'expression de MafA (V-maf
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A), facteur de transcription clé dans I'identité
de la cellule B, mais également de certains genes impliqués dans les mécanismes de sécrétion
d’insuline tels que Kcnj11 (Potassium voltage-gated channel subfamily ) member 11) ou Sic2a2 (solute
carrier family 2 member 2) (Figure 38, A). De plus, nos résultats permettent de déterminer, comme

observé dans le RNA-seq d’ilots isolés de souris E2f1” /- sous régime standard (Figure 38, A), une
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augmentation de I'expression d’Arx, facteur de transcription permettant le maintien d’identité de la

cellule a.
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Figure 38 : Les ilots de souris E2f1%/- soumis & un régime riche en graisse vont présenter une diminution de I'expression de
marqueurs de cellule B pancréatique (A) Analyse de I'expression en ARNm par qPCR dans des ilots de Langerhans de souris
E2f1*+ et E2f1%/- soumise a un régime riche en graisse pendant 30 semaines. Les données sont présentées en moyenne *
s.e.m et sont analysées par un test du t de student (A).

1.5 Analyse du cistrome de E2f1 dans la cellule p pancréatique
E2f1 étant un facteur de transcription, I'identification des génes directement régulés a la chromatine
par E2f1 dans la cellule B pancréatique était primordial. Pour répondre a cette question, des
expériences d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a I'aide d’un anticorps ciblant E2f1
(Abcam, Ab179445) suivi d’'un séquencage (ChIP-seq) ont été réalisées. Les résultats ont permis de
déterminer uniqguement 198 sites de fixation de E2f1 dans la cellule B (Données non montrées). Cet
anticorps a récemment été retiré du marché suite a de nombreux tests montrant son manque de
spécificité vis-a-vis de la protéine E2f1. A cause de la faible fiabilité des anticorps dirigés contre E2f1,
la caractérisation des cibles directes de E2f1 dans la cellule 3 n’a pu étre réalisée correctement. Dans
I'objectif de contourner ce probléme, I'identification des genes cibles directs de E2f1 a été réalisée en
utilisant un systéeme d’expression exogene. En effet, des cellules Min6, lignée cellulaire d’insulinome
de souris (441), ont été transfectées avec un plasmide codant pour la forme humaine de E2f1 (hE2f1)
fusionnée avec un peptide FLAG afin d’utiliser un anticorps a-FLAG pour immunoprécipiter

spécifiquement hE2f1.

Dans un premier temps, la validation de la transfection de notre plasmide dans la lignée Min6 (Figure
39, A) par Western blot a été réalisée. L'utilisation de I'anticorps Flag (Bio-M2, Sigma, F9291) permet
de révéler une bande a environ 70 kDa uniquement dans les cellules transfectées pendant 24h et 48

h, validant ainsi la transfection de nos cellules avec notre plasmide d’intérét (Figure 39, A). Dans
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I'objectif d’'immunoprécipiter les complexes E2f1 associés a la chromatine, il était également
nécessaire de déterminer la localisation subcellulaire de hE2f1 apres transfection dans la lignée Min6.
Pour cela, un fractionnement cellulaire a été réalisé. L’enrichissement de la Tubuline observé dans la
fraction cytoplasmique, comparée a la fraction nucléaire et I'enrichissement de HDAC1 (Histone
Déacétylase 1, enzyme nucléaire permettant la déacétylation des histones) dans la fraction nucléaire
permet de valider le fractionnement réalisé sur les cellules Min6 (Figure 39, B). Enfin, le fractionnement
permet de mettre en évidence que E2f1 est majoritairement nucléaire dans la cellule 3, mais que ce

facteur de transcription peut également étre localisé dans la fraction cytosolique (Figure 39, C).
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Figure 39 : Validation de la transfection de cellules Min6 avec le plasmide pCMV10-hE2F1-Flag par Western blot. (A)
Western blot de |a protéine flag (Témoin de transfection) et de I’actine a partir de cellules Min6 transfectées avec un plasmide
PCMV10 ou un plasmide PCMV10-hE2F1-Flag pendant 24 ou 48 heures. (B) Western blot de la tubuline (protéine
cytoplasmique) et de HDAC1 (protéine nucléaire) a partir de lysat protéique de noyau ou de cytoplasme obtenu apres
fractionnement cellulaire de cellules Min6 transfectées avec un plasmide PCMV10 ou un plasmide PCMV10-hE2F1-Flag
pendant 48 heures. (C) Western blot de la protéine Flag a partir de lysat protéique de noyau ou de cytoplasme obtenu apres
fractionnement cellulaire de cellules Min6 transfectées avec un plasmide PCMV10 ou un plasmide PCMV10-hE2F1-Flag
pendant 48 heures.

Dans un second temps, la validation de I'immunoprécipitation de la chromatine avec I'anticorps Flag
était requis avant de réaliser une expérience de ChIP-Seq. Ezh2 (Enhancer of zeste homolog 2) et Ccnel

(Cycline E1), deux génes connus comme étant directement régulés a la chromatine par E2f1 ont été
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utilisés comme région controle (442, 443) et une région intergénique localisée au niveau du
chromosome 7 a été utilisée comme contréle négatif. L'enrichissement observé lors de la transfection
avec le plasmide hE2F1-FLAG couplé a une IP-Flag par gPCR aprés immunoprécipitation de la
chromatine sur les promoteurs de Ezh2 et Ccnel (Figure 40, A, B) permet de valider notre ChIP. De plus,
I’absence d’enrichissement observé par gqPCR sur la région intergénique (Figure 40, C) indique que la

fixation de hE2F1-FLAG est spécifique aux promoteurs fixés par E2F1.
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Figure 40 : Validation de la transfection de cellules Min6 avec le plasmide pCMV10-hE2F1-Flag par Western blot. (A) ChIP-
gPCR démontrant la fixation de E2f1 sur le promoteur Ezh2 de cellules Min6 transfectées avec le plasmide PCMV10 ou le
plasmide PCMV10-hE2F1-Flag. La chromatine a été incubée avec un anticorps anti-Flag ou anti-IgG et la gPCR a été réalisée
a I'aide d’oligonucléotides spécifiques de la région du promoteur (n=2). (B) ChIP-qPCR démontrant la fixation de E2f1 sur le
promoteur Ezh2 de cellules Min6 transfectées avec le plasmide PCMV10 ou le plasmide PCMV10-hE2F1-Flag. La chromatine
a été incubée avec un anticorps anti-Flag ou anti-IgG et la qPCR a été réalisée a I'aide d’oligonucléotides spécifiques de la
région du promoteur (n=2). (C) ChIP-qPCR démontrant la fixation de E2f1 sur le promoteur Ezh2 de cellules Min6 transfectées
avec le plasmide PCMV10 ou le plasmide PCMV10-hE2F1-Flag. La chromatine a été incubée avec un anticorps anti-Flag ou
anti-IgG et la gPCR a été réalisée a I'aide d’oligonucléotides spécifiques de la région du promoteur (n=2). Les données sont
présentées en moyenne t s.e.m et sont analysées par Two-Way ANOVA.

Aprés séquencgage de la chromatine immunoprécipitée, I'intégration des données sur le logiciel
Integrative Genome Browser (IGB) a permis d’identifier deux sites de fixations sur les promoteurs de
Ezh2 et Ccnel apres transfection avec le plasmide hE2F1-FLAG (Figure 41, A) validant ainsi le ChIP-seq.
De plus, I'analyse des sites de fixation de hE2F1-Flag a permis de mettre en évidence que le principal
motif enrichi est le motif des E2f (pvalue : 3,4%), validant de nouveau notre modéle d’étude (Figure
41, B). Par la suite, des analyses bio-informatiques de nos résultats de ChIP-seq ont démontré que dans
la cellule B, E2f1 se fixe majoritairement (95%) sur le promoteur de ses genes cibles et notamment sur

la partie proximale au TSS (<1kb) (Figure 41, C).
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Figure 41 : Validation des résultats du séquengage de 'immunoprécipitation de la chromatine de cellules Min6 transfectées
avec le plasmide pCMV10-hE2F1-Flag. (A) Représentation des sites de fixation de E2f1 sur les promoteurs des génes de Ezh2
et de Ccnel sur des cellules Min6 transfectées avec un plasmide PCMV10 ou PCMV10-hE2F1-Flag a I'aide du logiciel
« Integrated Genome browser ». (B) Représentation des motifs enrichis des sites de fixation détectés lors du séquencage de
I'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-Seq). (C) « Pie-Chart » représentant les sites de fixation de E2f1 en fonction de
leur localisation sur le génome (Promoteur proximal ou distal, corps du géne, région intergénique.

Par la suite, nous avons voulu déterminer comment se comportait les marques d’histones (activatrices
ou inhibitrices) sur les promoteurs des régions fixées par E2f1 dans la cellule Min6. Pour cela, un ChlP-
Seq des marques d’histones activatrices telles que H3K4me3, H3K27ac, H3K9ac ou H3K4me1l ou d’une
marque d’histone inhibitrice (H3K27me3) a été réalisé et les résultats du ChIP-Seq hE2F1-FLAG ont été

intégrés a cette étude (Figure 42).

Min6 cell line
ChIP-Seq hE2F1-FLAG

Etat chromatinien des
régions fixées par E2f1

ChIP-Seq Histone marks

Figure 42 : Stratégie d’analyse utilisée pour déterminer les marques d’histones des régions fixées par E2f1 dans la cellule
B pancréatique.

Afin d’étudier la complexité épigénomique des régions fixées par E2f1, nous avons ensuite utilisé le
logiciel ChromHMM, qui permet de diviser le génome en portion de 200 paires de bases et de
« clusteriser » chaque portion dans 16 segments différents en fonction de la présence ou I'absence des
différentes marques d’histones activatrices ou inhibitrices (Figure 43, A). L’intégration des données du

ChIP-seq hE2F1-FLAG permet de déterminer que les sites de fixations de E2fl1 appartiennent a 3
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segments différents (segments 6, 14 et 15, Figure 43, A). Dans les segments 14 et 15, nous retrouvons
uniquement les marques activatrices alors que dans le segment 6, les marques activatrices et la
marque inhibitrice sont retrouvées. Pour aller plus loin, le niveau d’expression des genes associées a
chaque segment dans la cellule Min6 a été analysé, révélant ainsi que les génes associés au segment 6
sont des génes faiblement exprimés dans la cellule, alors que les genes associés aux états 14 et 15 sont

fortement exprimés (Figure 43, B).

Dans un second temps, nous avons voulu déterminer dans quels segments se retrouvaient les genes
induits ou réprimés dans les flots des souris E2f177". Ainsi, au niveau du segment 6, regroupant les
genes peu exprimés dans la cellule B, 110 génes des 493 génes induits lors de la délétion de £2f1 sont
retrouvés, alors que seulement 12 genes des 199 dont I'expression est diminuée sont retrouvés. Au
contraire, au niveau des segments 14 et 15, regroupant des genes fortement exprimés dans la cellule
B, 88 et 78 génes respectivement, diminués dans les flots des souris E2f17" sont retrouvés (Figure 43,
C) et 89 et 137 genes respectivement, augmentés dans ces flots, sont déterminés (Figure 43, D, E).
Etant donné que les génes peu exprimés dans la cellule B (segment 6) sont uprégulés en absence de
E2f1, nous pouvons conclure dans un premier temps du role répresseur de E2f1. De plus, les données
observées dans les segments 14 et 15 regroupant des nombreux génes downrégulés dans les flots de
souris £2f177-(166/199) montrent également un réle activateur de E2f1 dans la cellule B. Ainsi, nos
données mettent en évidence le role a la fois activateur et répresseur de E2fl dans la cellule (3

pancréatique.
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Figure 43 : Dans la cellule B pancréatique, E2f1 va jouer a la fois un rdle activateur et répresseur de la transcription de ses
genes cible. (A) Analyse de la présence ou I'absence des marques d’histones et de la fixation de E2f1 sur I'ensemble du
génome regroupés en 16 segments de cellules Min6 a I'aide du logiciel ChromHMM. (B) Représentation du niveau
d’expression des génes présents dans I’'ensemble des segments ol la fixation de E2f1 est détectée (Segment 6, 14, 15). (C, D,
E) Analyse comparative des génes présents dans les segments 6, 14 et 15 de cellules Min6 avec les genes « Uprégulés » et
« Downrégulés » dans les flots de souris £2f17/-comparés aux ilots de souris E2f1%/+.
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Partie 2 :

Analyse du role de E2f1 dans les
mécanismes de sécrétion d’insuline
médiés par le Glp-1 et identification des

mécanismes moléculaires associés
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[I.1 E2f1 contrble I'expression du récepteur au Glp-1 dans la cellule B pancréatique
Les données de séquencage de '’ARNm d’ilots de souris E2f1%7/* et E2f1%/ ont révélé que la perte
d’expression de E2f1 entraine une diminution de I'expression de nombreux marqueurs de l'identité et
de la fonction de la cellule B (Figure 36, D). Parmi ces marqueurs était retrouvé le récepteur au
Glucagon-like peptide 1, récepteur a 7 domaines transmembranaire permettant la potentialisation de
la sécrétion d’insuline en réponse au glucose et I'activation de différentes voies de signalisation
intracellulaire, induisant I'augmentation de la prolifération cellulaire et diminuant I'apoptose de la
cellule § (444). De maniére intéressante, certains mécanismes biologiques impliqués dans les fonctions
de la cellule B et contrdlés par la voie du Glp-1 sont également des mécanismes controlés par E2f1
(417-419). Pour finir, il a été montré qu’une délétion du récepteur au Glp-1 entrainait une modification
de la topographie de I'llot pancréatique avec une augmentation du nombre de cellules o au centre de

I'flot (445), phénomene également observé dans le modéle de souris E2f177",

La seconde partie de cette étude a donc pour objectif d’étudier le lien entre la voie E2f1 et celle du
Glp-1 et de son récepteur dans la fonction de la cellule B. Pour cela, des tests de tolérance au glucose
apres gavage ont été réalisés. En effet, I'utilisation du gavage permet la sécrétion massive de Glp-1 par
les cellules L intestinales (446) et permet ainsi de voir un défaut de la signalisation du Glp-1 dans les
mécanismes de sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Dans un premier temps, nos différents
modeles d’études (souris E2f177/- et E2f1%°"*") sous régime standard ont été soumis a des tests oraux de
tolérance au glucose (oGTT, Figure 44). Premiérement, les souris E2f1%/" sous régime standard
présentent un phénotype de gluco-intolérance marqué aprés oGTT (Figure 44, A, B), accompagné
d’une diminution de la sécrétion d’insuline 30 minutes apres gavage (Figure 44, C). Dans I'objectif de
déterminer si cette diminution de sécrétion d’insuline n’était pas induite par une diminution de la
production et de sécrétion de Glp-1 suite a une diminution d’expression de E2f1 dans la cellule 3, le
niveau de Glp-1 sérique a été mesurée. Nos résultats montrent qu’aucune différence de sécrétion de
Glp- 1 n’est observée entre les souris E2f1*/* et E2f1”/- (Figure 44, D). Soumises a un régime riche en
graisse, les souris E2f17- sont intolérantes au glucose aprés injection de glucose eni.p., 4 et 8 semaines
apres le début du régime. Cependant, ces effets métaboliques s’estompent 12 semaines apres le début
du régime alimentaire. Etant donné qu’un test de tolérance au glucose oral sur les souris E2f17#/" sous
régime standard révéle une intolérance au glucose, I'analyse du phénotype métabolique des souris
E2f1%/- aprés oGTT sous HFD a ensuite été réalisé. Ainsi, les souris E2f1%/ présentent un phénotype
d’intolérance au glucose marquée (Figure 44 E, F), associé a une diminution de la sécrétion d’insuline
en réponse au glucose 30 minutes apres gavage (Figure 44, G), sans aucune modification de la sécrétion

de Glp-1 10 minutes apres I'ingestion de glucose (Figure 4, H).
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Par la suite, le phénotype métabolique aprés oGTT des souris E2f1%°'¢" a été analysé sous régime
standard et riche en graisse. Sous régime standard, cette surexpression permet d’augmenter
légerement la sensibilité au glucose (pvalue AUC= 0,07) (Figure 44 1, J), accompagnée d’'une
augmentation de la sécrétion d’insuline 30 minutes aprés injection de glucose (Figure 44, K). Enfin, 16
semaines aprés la mise sous un régime riche en graisse, une légere augmentation de la tolérance au
glucose est observée 15 minutes aprés injection, néanmoins la gluco-tolérance n’est pas modulée
(Figure 44, L, M). De manieére intrigante, il a été observé une forte augmentation de la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose (Figure 44, N), sans modification de la sensibilité au glucose (Figure

44,1, M) et a I'insuline.

Ainsi, ces résultats mettent en évidence que la perte d’expression de E2f1 dans la cellule B entraine
une diminution de la sécrétion d’insuline en réponse a une administration orale de glucose,
provoquant une intolérance au glucose, alors que la surexpression de E2f1 dans la cellule  permet
une légere augmentation de cette tolérance au glucose, néanmoins associée a une augmentation de
la sécrétion d’insuline en réponse a un gavage de glucose. Les résultats obtenus mettent également
en évidence que la sécrétion de Glp-1 (entérohormone produite et sécrétée aprés un repas) n’est pas
modifiée lors de la délétion de £2f1 dans la cellule . Ces résultats permettent de poser I'hypothése
gu’une modulation de I'expression de £2f1 dans la cellule  pancréatique provoque une modification

de signalisation de la voie du Glp-1 au sein de la cellule § pancréatique.
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Figure 44 : La délétion de E2f1 dans la cellule B entraine une gluco-intolérance suite a une administration orale de glucose,
sans modification de la sécrétion de Glp-1. (A) (A, B, C, D) (A) Test de tolérance au glucose oral, (B) Aire sous la courbe
calculée 3 partir de (A), (C) insulinémie & 0 et 30 minutes aprés administration orale de glucose sur des souris E2f1°++ et E2f17
/- 4gés de 16 semaines, (D) et concentration de Glp-1 plasmatique a 0 et 10 minutes aprés administration orale de glucose
sur des souris E2f17+/+ et E2f1P/- agés de 16 semaines (n=5-7). (E, F, G, H) (E) Test de tolérance au glucose oral, (F) Aire sous
la courbe calculée a partir de (E), (G) insulinémie a 0 et 30 minutes aprés administration orale de glucose sur des souris £2f17
++ et E2f17+- sous régime riche en graisse depuis 16 semaines, (H) et concentration de Glp-1 plasmatique a 0 et 10 minutes
aprés administration orale de glucose sur des souris E2f17++ et E2f1°/- 4gés de 16 semaines (n=7). (1, J, K) (1) Test de tolérance
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au glucose oral, (J) Aire sous la courbe calculée a partir de (1), (K) insulinémie a 0 et 30 minutes aprés administration orale de
glucose sur des souris E2f17+/+ et E2f17/- 4gés de 12 semaines (n=5-). (L, M, N) (L) Test de tolérance au glucose oral, (M) Aire
sous la courbe calculée a partir de (L), (N) insulinémie a 0 et 30 minutes aprés administration orale de glucose sur des souris
E2f1P++ et E2f1P-/- 4gés sous régime riche en graisse depuis 16 semaines (n=5-). Les données sont présentées en moyenne *
s.e.m et sont analysées par un test du t de student (B, F, J, M) et par Two-Way ANOVA (A, C, D, E, G, H, |, K, L, N).

Afin de déterminer le role de E2f1 dans la signalisation du Glp-1 dans la cellule 3, I'analyse de la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose et a I'exendine-4 (analogue du Glp-1) a été réalisée a I'aide
de différents modéles cellulaires et animaux. Dans un premier temps, la diminution d’expression de
E2f1 a été réalisée dans la lignée cellulaire Min6 a I'aide d’une stratégie par ARN interférent (siRNA).
Comme observé sur la figure 45A, I'efficacité du traitement par siRNA ciblant E2f1 est de 50 %. Un test
de sécrétion d’insuline en réponse au glucose et a I'exendine-4, analogue du Glp-1, utilisé en clinique
dans le traitement d’un diabéte de type 2 (447), démontre qu’une diminution de I'expression de E2f1
entraine une diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose et diminue également |'effet
potentialisateur de la sécrétion médiée par I'analogue du Glp-1 (Figure 45, B). De plus, aprés isolement
d'flots de souris E2f1%7* et E2f1%/" et un test de sécrétion d’insuline en réponse aux deux
sécrétagogues, il a également été observé une perte de I'effet potentialisateur du Glp-1 (Figure 45, C).
Ces résultats suggerent que, a la fois in vivo, ex vivo et in vitro, la diminution d’expression de E2f1 est

associée a une diminution des effets sécrétoires du Glp-1 sur la cellule B.

A l'aide du modele E2f1/%°"", permettant la surexpression de E2f1 dans la cellule B, il a été mis en
évidence qu’une augmentation de I'expression de E2f1 permettait d’augmenter significativement la
sécrétion d’insuline en réponse a I'exendin-4 (Figure 45, D), mécanisme également observé in vivo,

apres un test de tolérance au glucose oral.

Apres avoir mis en évidence le role important de E2f1 sur I'effet potentialisateur de la sécrétion
d’insuline médiée par le Glp-1, nous avons analysé I'expression de son récepteur dans nos différents
modeles d’études. Dans la lignée Min6, la diminution d’expression de E2f1 de 50 % entraine une
diminution d’environ 60% de I'expression du Glp-1r (Figure 45, E). In vivo, nos résultats montrent
également une diminution de I'expression du Glp-1r (Figure 45, F), comme observé lors du séquencage
de '’ARNm d’ilots de souris E2f17/* et E2f1#/- (Figure 45, D). Au contraire, la surexpression de E2f1 dans
la cellule B entraine une augmentation significative de I’expression du récepteur au Glp-1 (Figure 45,

G).

Grace a la collaboration avec le Pr Julie Kerr-Conte du laboratoire U1190 dirigé par le Pr Francois
Pattou, des manipulations sur des flots de donneurs humains ont pu étre réalisés. La modulation de
I'expression génique étant complexe a mettre en ceuvre dans un modeéle ex vivo, il a été décidé

d’utiliser un agent pharmacologique afin de diminuer I'activité transcriptionnelle de I'ensemble des
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E2Fs, le HLM006474 (427, 428). ’analyse de I’expression génique d’ilots humains traités pendant 48 h
avec le HLM006474 montre une diminution d’expression de E2F1 et du GLP1R (Figure 45, H). De plus,
cette diminution d’expression du GLPIR induit une perte de la potentialisation de la sécrétion

d’insuline médiée par I'exendine-4 (Figure 45, 1).

Le premier messager apreés |’activation du récepteur au Glp-1 étant I’AMPc, un dosage du taux d’AMPc
en réponse a l'exendine-4 en présence ou en absence de E2f1 a été effectué afin d’évaluer si la
diminution d’expression du Glp-1r induite par une baisse de I'expression de E2f1 module la production
d’AMPc cytosolique. Nos résultats mettent en évidence que la perte d’expression de E2f1 induit une
incapacité des cellules Min6 a augmenter leur taux d’AMPc en réponse a I'exendine-4 (Figure 45, J).
Enfin, la mitochondrie jouant un réle crucial dans le mécanisme de sécrétion d’insuline a travers la
production d’ATP (448), nous nous sommes intéressés a déterminer quels étaient les effets d’une perte
d’expression de E2f1 et d’un traitement avec un agoniste du Glp-1r sur I'activité mitochondriale a I'aide
de la technologie Seahorse®. Les résultats mettent en évidence qu’un traitement pendant 1 heure avec
de I'exendine-4 augmente la respiration basale mitochondriale ainsi que la production d’ATP en
réponse au glucose. Au contraire, la perte d’activité des E2fs par traitement pharmacologique entraine
une diminution globale de I'activité mitochondriale, en absence ou en présence d’exendine-4 (Figure
45, K). Ainsi, ces données suggerent que E2f1 module I'expression du récepteur au Glp-1 dans la cellule

B pancréatique et contribue a la potentialisation de la sécrétion d’insuline en réponse au Glp-1.
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Figure 45 : La modulation d’expression de E2f1 dans la cellule B va moduler la potentialisation de la sécrétion d’insuline
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glucose + 50 nM d’exendine-4 (n=7). (C) Test de sécrétion d’insuline en réponse au glucose sur des flots de souris E2f17++ et
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sécrétion d’insuline en réponse au glucose sur des flots de souris E2f17¢tr et E2f1Pover et exposés a 2,8 mM de glucose, 20 mM
de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 (n=3-4). (E) Niveau d’expression de ’ARNm du Glp-1r sur des cellules
Min6 transfectées pendant 48h avec des siRNA control (siCtrl) ou E2f1 (siE2f1) (n=5). (F) Niveau d’expression de ’ARNm du
Glp-1r sur flots isolés de souris E2f17%+/+ et E2f1%/- (n=4). (G) Niveau d’expression de ' ARNm du Glp-1r sur ilots isolés de souris
E2f17etrl et E2f1over (n=4-5). (H) Niveau d’expression de E2f1 et du Glp-1r dans des ilots de donneurs humains traités pendant
48 h avec soit 0,1% de DMSO ou avec 10uM de HLM006474 (n=3). (1) Test de sécrétion d’insuline en réponse au glucose sur
des flots de donneurs humains traités pendant 48 h avec soit 0,1% de DMSO ou avec 10uM de HLMO006474 et exposés a 2,8
mM de glucose, 20 mM de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 (n=3). (J) Mesure de la production d’AMPc de
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cellules Min6 transfectées pendant 48h avec des siRNA control (siCtrl) ou E2f1 (siE2f1) et exposées a 2,8 mM de glucose, 20
mM de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 (n=7). (H) Mesure du taux de consommation d’oxygene de cellules
Min6 traitées pendant 48 heures avec soit 0,1% de DMSO ou 10 uM de HLM006474, puis exposées avec 0,1% de DMSO ou
50 nM d’exendine-4 pendant 1h. Au cours de I'expérience, les cellules sont d’abord exposées a 2,8 mM de glucose, puis 20
mM de glucose et pour finir avec 2 uM d’oligomycine (n=6). Les données sont présentées en moyenne * s.e.m et sont
analysées par un test du t de student (A, E, F, G, H) et par Two-Way ANOVA (B, C, D, I, J).

II.2 E2f1 est capable de se fixer au niveau du promoteur du Glp-1r pour activer
sa transcription
E2f1 étant un facteur de transcription, il était intéressant de déterminer si le controle de I'expression
du récepteur au Glp-1 par E2f1 était directement contro6lé par la fixation de E2f1 sur le promoteur du

Glp-1r.

Pour répondre a cette question, les résultats du ChIP-Seq réalisés auparavant sur des cellules Min6
transfectées avec un Plasmide hE2F1-FLAG (Figure 39, 40) ont été utilisés dans un premier temps.
Couplé a une analyse bioinformatique a I'aide du logiciel IGB, il a été déterminé I'apparition d’un
enrichissement localisé au niveau du promoteur du Glp-1r, proche du TSS uniquement pour les cellules
transfectées avec le plasmide hE2F1-FLAG (Figure 46, A). Une analyse bioinformatique a révélé
également que le promoteur du Glplr contenait possiblement différents sites de fixation pour
I’ensemble des E2fs dont la séquence consensus est a majoritairement représentée par TTTGGCGC
(Figure 46, B, C). Afin de valider les résultats obtenus par séquencage de I’ADN obtenues par
immunoprécipitation de la chromatine, une gPCR a été réalisée apres immunoprécipitation de E2f1 a
I'aide du Tag-FLAG. L'enrichissement uniquement observé lors de I'IP-FLAG apreés transfection avec le
plasmide hE2F1-FLAG permet de valider les résultats obtenus en ChIP-Seq et démontre, a nouveau,
qgue E2f1 est capable de se fixer au promoteur du récepteur au Glp-1 (Figure 46, D). Afin d’identifier
I’effet transcriptionnel de E2f1 sur le promoteur du Glp-1r, nous avons généré et transfecté, dans la
lignée Min6, un plasmide permettant I'expression de la luciférase sous contréle du promoteur au Glp-
1r. Dans l'objectif d’activer ou d’inhiber E2f1, ces cellules ont été co-transfectées avec les plasmides
codant pour E2fl et son partenaire DP-1, mais également avec le répresseur de ['activité
transcriptionnelle du complexe E2f1-Dpl, pRb. Les données observées démontrent que la co-
transfection de E2f1-Dp1 permet d’augmenter I'activité luciférase, alors que I'ajout du répresseur pRb
induit une diminution de cette activité (Figure 46, E). Les résultats suggérent alors que E2f1 est capable
de se fixer au promoteur du récepteur au Glp-1 afin d’activer sa transcription et permettre a la cellule

[ de potentialiser la sécrétion d’insuline en réponse aux agonistes du Glp-1.
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Figure 46 : E2f1 est capable de réguler a la chromatine I'expression du récepteur au Glp-1. (A) Représentation des sites de
fixation de E2f1 sur les promoteurs des genes de Ezh2 et de Ccnel sur des cellules Min6 transfectées avec un plasmide
PCMV10 ou PCMV10-hE2F1-Flag a I'aide du logiciel « Integrated Genome browser ». (B) Séquence consensus de E2f1. (C)
Possible site de fixation de E2f1 sur le promoteur du Glp-1r déterminé a I'aide du logiciel LASAGA-search. (D) ChIP-gPCR
démontrant la fixation de E2f1 sur le promoteur Glp-1r de cellules Min6 transfectées avec le plasmide PCMV10 ou le plasmide
PCMV10-hE2F1-Flag. La chromatine a été incubée avec un anticorps anti-Flag ou anti-IgG et la qPCR a été réalisé a I'aide
d’oligonucléotides spécifiques de la région du promoteur (n=2). (E) Les cellules Min6 ont été co-transfectées avec un plasmide
codant pour le récepteur au Glp-11 murin couplé a la luciférase en présence d’un plasmide pcDNA3 (control négatif), E2F1-
DP1, E2F1-DP1-pRB. Les résultats ont été normalisé a I'activité de la (-galactosidase. Les données sont présentées en
moyenne t s.e.m et sont analysées par Two-Way ANOVA (D, E).
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[1.3 Un traitement a I'analogue au Glp-1 induit 'augmentation de la voie E2f1-
pRb
Les mécanismes moléculaires controlés par I'activation du récepteur au Glp-1 dans la cellule B ne sont
pas complétement identifiés. Dans |'objectif de découvrir de nouvelles voies de signalisation
contrdlées par I’exendine-4 dans la cellule B, le kinome (ensemble des kinases) d’flots de Langerhans
de souris contrdles C57BI6/J traitées avec soit, 20 mM de glucose, soit 20 mM de glucose + 50 nM
d’exendine-4 pendant 30 minutes, a été effectué a I'aide de la technologie Pamgene (Cf Matériel et
méthode) (Figure 47, A). L'exendine-4 + glucose comparé au glucose seul induit une augmentation de
la phosphorylation de 43 sites sur 41 peptides différents. (Figure 47, B). De maniére intéressante et
permettant de valider le traitement a I'exendine-4, nous avons observé que I'exendine-4 augmente la
phosphorylation de la protéine Creb (C-AMP response element-binding protein) sur la sérine 133,
protéine déja démontrée dans la littérature par Jhala et al, 2013 (12842910) comme étant
phosphorylée aprés I'activation du Glp-1r (Creb®'®3, Figure 47, B, Log2 Fold Change = 0,45, p = 0,003).
De plus, les résultats observés ont permis de mettre en évidence qu’un traitement a I'exendine-4
pendant 30 minutes augmente le niveau de phosphorylation de la protéine Rb sur les sérines 807/811
(pRb%87/811 Figure 47, B, Log2 Fold Change = 0,63, p = 0,043), répresseur de I'activité transcriptionnelle
de E2f1. A l'aide du logiciel Bionavigator, I'intégration des données de phosphorylation permettant de
définir I'activité des kinases a été réalisée (Figure 47, C) et démontre qu’un traitement a I'exendine-4
permet d’augmenter I'activité des Cyclin dependant kinases, permettant d’expliquer I'augmentation
de la phosphorylation de pRb observée (Figure 47, C). Enfin, 'analyse des voies moléculaires modulées
par le traitement a I'exendine-4 a été réalisée a I'aide du logiciel « Ingenuity pathway analysis » et
permet de déterminer que les voies de signalisation liées a la voie des opioides, de I’AMPK, de la PKA,
mais aussi de I'activation des GPCR ou des mécanismes moléculaires en lien avec le cancer, sont

augmentées lors d’un traitement a I’exendine-4 d’flots de souris contrdles (Figure 47, D).
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Figure 47 : Un traitement pendant 30 minutes avec de I’exendine-4 va entrainer une augmentation de pRb sur la sérine
807/811 dans des ilots de souris. (A) Représentation schématique de stratégie utilisée pour 'analyse du kinome d’ilots de
souris C57BI6/J traités avec 20 mM de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 pendant 30 minutes (n=3). (B)
Volcano Plot représentant les différences de phosphorylation de peptides d’ilots de souris C57BI6/J traités avec 20 mM de
glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 pendant 30 minutes. (C) Analyse des kinases impliquées dans le
différentiel de phosphorylation de peptides observé en (B) réalisé a I'aide du logiciel Bionavigator (Pamgene). (D) Le
différentiel de phosphorylation des peptides a été analysé avec le logiciel IPA « Ingenuity pathway analysis » afin de
déterminer les voies canoniques contrélées par I'exendine-4. Les données sont présentées en moyenne + s.e.m et sont
analysées par un test du t de student (B).

Dans un second temps, la validation de 'augmentation de la phosphorylation de la Sérine 807/811 de
pRb observée par Pamgene a été réalisée dans la lignée Min6 par I'utilisation du Western Blot et de
I'immunocytofluorescence (Figure 48). Nos données obtenues par Western Blot permettent de valider
I"augmentation de la phosphorylation de pRb en réponse a un traitement a I'exendine-4, sans

modification de la quantité totale de la protéine pRb (Figure 48, A, B). De plus, par immufluorescence,
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nous observons également qu’un traitement de 30 minutes a I'exendine-4 sur la lignée Min6 augmente

la phosphorylation pRb%8%7/8! dans le noyau de la cellule (Figure 48, C).
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Figure 48 : Sur les cellules Min6, un traitement a I’exendine-4 pendant 30 minutes induit une augmentation de la
phosphorylation de pRb sur la sérine 807/811. (A) Expérience de Western blot de la tubuline, la protéine Rb totale et de la
forme phosphorylée sur la sérine S807/811 de cellules Min6 exposées pendant 30 minutes avec 2,8 mM de glucose, 20 mM
de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4. (B) Quantification du niveau protéique de pRbS897/811 par mesure de
I'intensité de la bande de la forme phosphorylée et non phosphorylée de pRb (n=2). (C) Analyse de I'immunofluorescence de
pRbs807/811 (vert), I'insuline (rouge) et le noyau (DAPI, bleu) de cellules Min6 exposées pendant 30 minutes avec 2,8 mM de
glucose, 20 mM de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 pendant 30 minutes.

Les résultats obtenus précédemment ont permis de mettre en évidence l'induction de Ia
phosphorylation de pRb par un traitement aux analogues du Glp-1. Ainsi, ces données nous ont permis
de postuler que I'activation du GLP1R par un traitement a I’'exendine-4 pouvait augmenter |'activité
transcriptionnelle de E2f1, suite aux données de la littérature montrant que l'activation de la
transcription des génes cibles de E2f1 est dépendante de la phosphorylation de pRb (449). Afin de
tester cette hypothése, nous avons réalisé des expériences de transfection transitoires avec un
plasmide contenant les éléments de réponse pour les E2F (E2F-RE) couplé au promoteur de la
Thymidine kinase (Tk) et le géne de la luciférase (E2F-RE-Tk-Luc). Ces cellules ont également été co-
transfectées avec un plasmide E2f1 et un plasmide Dp1, et/ou avec un plasmide pRb. Les résultats
démontrent qu’une élévation de la concentration en glucose a 20mM permet d’augmenter I’activité

transcriptionnelle de E2f1 (Figure 49, A) comparé a la condition 2,8 mM de glucose, activité réprimée
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par la co-transfection avec le répresseur pRb. De maniere intéressante, le traitement a I'exendine-4
potentialise I'activité transcriptionnelle de E2f1. Néanmoins, il est observé que les cellules Min6
traitées avec 50nM d’exendine-4 présentent une atténuation de I'effet répressif de pRb (Figure 49, A).
Ces données suggerent ainsi que I'exendine-4 entraine une perte de I'effet répresseur de pRb sur

I'activité transcriptionnelle de E2f1.

A partir de ces résultats, nous avons postulé que la modulation de I'expression de génes impliqués
dans la fonction des cellules B pouvaient étre modulée par un traitement a I'exendine-4.
Premierement, il est maintenant bien établi que E2f1 est capable d’autoréguler son expression (450).
Ainsi, comme I'exendine-4 induit une augmentation de I'activité transcriptionnelle, I'expression de
E2f1 en réponse a I'exendin-4 a été analysée dans la lignée Min6. Nous avons constaté que 4h de
traitement a I'exendine-4 augmente I'expression de E2f1 (Figure 49, B). Ce résultat est également
retrouvé dans des flots de souris C57BI6/]J traités a I'exendine-4 pendant 4h (Figure 49, C). Partant du
fait que I'expression du récepteur au Glp-1 est diminuée dans les flots de souris E2f1%/, nous avons
postulé que I'effet transcriptionnel de I'exendine-4 devrait alors étre diminué. Ainsi, nous confirmons
gu’un traitement de 4h sur les ilots de souris sauvages induit une augmentation de |’expression de
E2f1 et que la délétion d’E2f1 n’entraine pas d’augmentation de I'expression de E2f1 induite par

I’exendine-4 (Figure 49, D)

Etant donné que Pdx1, facteur de transcription contrdlant I'expression du géne de l'insuline, est
controlé par I'exendine-4 (299, 451), nous avons vérifié si un traitement a court terme avec 50 nM
d’exendine-4 module I'expression de Pdx1 (Figure 49, E, F, G). Dans la lignée Min6, un traitement de
4h avec I'exendine-4 augmente I'expression de Pdx1 (49, E), résultat également observé dans des flots
de souris (Figure 49, F, G). De plus, dans les flots de souris E2f1%/, la perte d’expression du Glp-1r

entraine une perte des effets transcriptionnels de I'exendine-4 sur le géne Pdx1 (Figure 49, G).

Enfin, ayant démontré le controle de I'expression du récepteur au Glp-1 par E2f1, nous avons ensuite
postulé qu’un traitement court a I’'exendine-4 pourrait augmenter I'expression du Glp-1r. Néanmoins,
dans aucun des modeles utilisés pour cette étude, une augmentation de I'expression du récepteur au

Glp-1 est observé aprés traitement a I'exendine-4 (Figure 49, H, I, J).

L'ensemble de ces données mettent donc en évidence une nouvelle voie moléculaire contrblé par
I'exendine-4 dans la cellule B a travers 'augmentation de la phosphorylation de la protéine Rb et

I’augmentation de I'activité transcriptionnelle de E2f1.

120



]- x i Hl empty vector
40000 1 o I E2F1-DP-1

v i I BN pRb
(-] 1 E2F1-DP-1-pRb

Relative luciferase activity
w
[=]
[=]
[=]
o

Glucose (mM) 2.8 20 20
Exendin-4 (nM) - - 50
C
[ siCtrl [ Vehicle
Il siCtrl+Exendin-4 Il Exendin-4

ve)
O

[ o8 #+DMSO
Bl fgofB+-DMSO
Bl gofyB++Ex4
Bl pofyfExd

w

44 ns ns skkk

N

-

E2f1 mRNA expression level
N
E2f1 mRNA expression level

o

E2f1 mRNA expression level

th 2n an kS

time of treatment (hour)

F

1 siCtrl [ Vehicle
Il siCtrl+Exendin-4 Bl Exendin-4

*

D

E2f1B +/+ DMSO

Eof{B+DMSO
E2f1" +/+ Ex-4

(3]
1

w
"
*
*
*
*
*
*

ns ns *kkkk

(NN i

E2f1P+ Ex4

»
L
N
M

ke

T

th 2n 4n ® @

W
r

N
M
-
M

iy
M

o
b

Pdx1 mRNA expression level
o

Pdx-1 mRNA expression level
N
Pdx-1 mRNA expression level

time of treatment (hour)

H | J

1 siCtrl [ Vehicle
Il siCtrl+Exendin4 Bl Exendin-4

[E2f18 ++DMSO

E2f1P7- DMSO
EZﬂ” +/+Ex4

Y
w
M

EER0

E2f1P+ Exd

w .
Y 2
w

N

i

N
i
-
i

GIp-1r mRNA expression level
- N
Glp-1r mRNA expression level

S

-
M

o
T

Glp-1r mRNA expression level
o

th zn 4h ik

time of treatment (hour)

121



Figure 49 : Le Glp-1 va induire 'augmentation de I'activité transcriptionnelle de E2f1 et de I’expression de ses génes cibles.
(A) Les cellules Min6 ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour E2F-RE-Tk couplé a la luciférase en présence des
plasmides pcDNA3 (controlé négatif), E2F1-DP1, pRb et E2F1-DP1-pRb et traitées pendant 30 minutes avec 2,8 mM de
glucose, 20 mM de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 (n=3). (B, C, D) Niveau d’expression en ARNm du géne
E2f1 dans (B), des cellules Min6 transfectées pendant 48 heures avec un siRNA Ctrl ou E2f1, puis traitées pendant 1, 2 ou 4h
avec 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4 (n=4), (C) des ilots de souris C57BIl6/J traités pendant 1, 2 ou 4h avec 0,1% de
DMSO ou 50 nM d’exendine-4 (n=5), (D) des ilots de souris E2f17++ et E2f17/- traités pendant 1, 2 ou 4h avec 0,1% de DMSO
ou 50 nM d’exendine-4 (n=4). (E, F, G) Niveau d’expression en ARNm du gene Pdx1 dans (E), des cellules Min6 transfectées
pendant 48 heures avec un siRNA Ctrl ou E2f1, puis traitées pendant 1, 2 ou 4h avec 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4
(n=4), (F) des flots de souris C57BI6/) traités pendant 1, 2 ou 4h avec 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4 (n=5), (G) des
flots de souris E2f1%/+ et E2f17/- traités pendant 1, 2 ou 4h avec 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4 (n=4). (H, 1, J) Niveau
d’expression en ARNm du géne Glp-1r dans (B), des cellules Min6 transfectées pendant 48 heures avec un siRNA Ctrl ou E2f1,
puis traitées pendant 1, 2 ou 4h avec 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4 (n=4), (C) des ilots de souris C57BI6/) traités
pendant 1, 2 ou 4h avec 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4 (n=5), (D) des ilots de souris E2f17++ et E2f1%/- traités pendant
1, 2 ou 4h avec 0,1% de DMSO ou 50 nM d’exendine-4 (n=4). Les données sont présentées en moyenne + s.e.m et sont
analysées par Two-Way ANOVA (A, B,C, D, E, F, G, H, |, J).

Nous avons ensuite analysé le kinome d’ilots de 3 donneurs humains (Tableau 4) traités avec de
I'exendine-4 pendant 30 minutes. Nos résultats mettent en évidence que 4 peptides sont
significativement phosphorylés lors d’un traitement a I'exendine-4 (KCNB1, IFAE, ERF et MARCS). La
phosphorylation de Creb sur la sérine 133 est légérement, mais non significativement augmentée
aprés traitement au glucose et a I'exendine-4 pendant 30 minutes (Figure 50, A). De maniere
intéressante, ce traitement induit une forte augmentation, mais non significative de la phosphorylation
de pRb sur la sérine 807/811 (Log2 Fold Change = 3,64, p = 0,056) (Figure 50, A). L'intégration des
données de phosphorylation dans le logiciel Bionavigator permet de mettre en évidence
I’augmentation de I'activité de certaines kinases tels que RSKL1 ou encore SgK307 (Figure 50, B). De
plus, I'activité de CDK4, enzyme connue pour phosphoryler pRB (452) est également augmentée en
réponse a I'exendin-4. L’analyse des voies moléculaires modulées par I'action de I'exendine-4 sur I'llot
pancréatique humain permet de confirmer, par le logiciel IPA, 'augmentation des voies moléculaires
déja déterminées sur les flots de souris (Figure 47), comme la voie de signalisation des opioides ou

celle de la PKA (Figure 50, C).
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Figure 50 : Sur des flots de donneurs humains, il semblerait également que le Glp-1 soit capable d’augmenter la
phosphorylation de pRb sur la sérine 807/811. (A) Volcano Plot représentant les différences de phosphorylation de peptides
d’flots de donneurs humains traités avec 20 mM de glucose ou 20 mM de glucose + 50 nM d’exendine-4 pendant 30 minutes.
(B) Analyse des kinases impliquées dans le différentiel de phosphorylation de peptides observé en (A) réalisé a I'aide du
logiciel Bionavigator (Pamgene). (D) Le différentiel de phosphorylation des peptides a été analysé avec le logiciel IPA
« Ingenuity pathway analysis » afin de déterminer les voies canoniques contrdlées par I'exendine-4. Les données sont
présentées en moyenne + s.e.m et sont analysées par un test du t de student (A).

Ainsi, I'ensemble de ces données mettent en évidence que, dans des ilots humains, I'exendine-4
module la phosphorylation de la protéine Rb. Cependant, aucune différence significative n’est
observée. Ces résultats peuvent s’expliquer par la grande hétérogénéité dans les échantillons d’ilots

humains utilisés pour ces expériences de Pamgene (Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques des donneurs humains.

Islet preparation 1 2 3
MANDATORY INFORMATION
Unique identifier H1032 H1039 H1041
Donor age (years) 35 54 37
Donor sex (M/F) M F F
Donor BMI (kg/m2) 35.2 24.2 243
Donor HbA1c or other 5.4 6.3 5.8
measure of blood glucose
control
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Please select yes/no from

drop down list

Origin/source of islets? ECIT ECIT ECIT
Islet isolation centre LILLE LILLE LILLE
Donor history of diabetes? No No No

If Yes, complete the next two lines if th

is information is available

Please select yes/no from

drop down list

Diabetes duration (years) NA NA NA
Glucose-lowering therapy at NA NA NA
time of deathe
RECOMMENDED INFORMATION
Donor cause of death Stroke Stroke Anoxia
Warm ischaemia time (h) No No No
Cold ischaemia time (h) 4h34 6h22 5h30
Estimated purity (%) 80 80 70
Estimated viability (%) 95.5 94.7 93.3
Total culture time (h)d 18 18 19
Glucose-stimulated insulin 7,19 3,04 N/A
secretion or other functional
measuremente
Handpicked to purity? No No No
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Conclusion

Les objectifs de cette these étaient multiples. Le premier objectif consistait a valider notre modéle
d’étude et analyser le phénotype métabolique de souris déficientes pour E2f1 ou surexprimant la
forme humaine de E2F1 dans la cellule B pancréatique. Les résultats obtenus ont mis en évidence
gu’une diminution de I'expression de E2f1 est associée au développement d’une intolérance au
glucose marquée des souris, associée a une perte de sécrétion d’insuline. Cette diminution
d’expression entraine également une modification de l'architecture de I'llot de Langerhans,
caractérisée par une augmentation du nombre de cellules a sans modification du nombre de cellules
B pour les souris sous régime standard. La mise en place d’un régime riche en graisse sur les souris
E2f1%/ entraine une amélioration de la tolérance au glucose aprés 12 semaines, alors que les souris
sous régime standard présentent une gluco-intolérance. Cependant, cette diminution de la gluco-
intolérance s’accompagne toujours d’'une diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose.
Nos résultats ont également mis en évidence que la surexpression de E2F1 dans la cellule B améliore
légérement la gluco-tolérance des souris, associée a une forte augmentation de la sécrétion d’insuline,

sans modification de I'architecture des flots des souris surexprimant E2F1.

Le second objectif de ma these était de disséquer et comprendre les mécanismes moléculaires
contrélés par E2f1 dans la cellule B. Lanalyse du transcriptome de souris £2f1”/ met en évidence une
augmentation de I'expression de genes impliqués dans la réponse inflammatoire et une diminution de
genes impliqués dans les mécanismes de sécrétion et d’exocytose, permettant d’expliquer, en partie,
la diminution de sécrétion d’insuline observée chez les souris E2f1%”. Nos résultats démontrent
également une diminution de I'expression de marqueurs de cellules B et une augmentation
concomitante des marqueurs de cellules o, résultat corrélé avec 'augmentation du nombre de cellules
o. observé dans les flots des souris E2f1#7". L’analyse du cistrome de E2f1 a mis en évidence le double

role de E2f1 dans la cellule B, avec des effets a la fois activateur et répresseur de la transcription.

Notre analyse de transcriptomique ayant démontré une diminution de I’expression du récepteur au
Glp-1 dans les flots de souris E2f177", |e troisiéme objectif de ma thése a été d’étudier le role E2f1 dans
les mécanismes de sécrétion d’insuline médiée par le Glp-1. Ainsi, nous avons mis en évidence que la
modulation d’expression d’E2f1 est liée a une modulation d’expression du récepteur au Glp-1, associée
a une diminution ou une augmentation de la sécrétion d’insuline en réponse a un agoniste du Glp-1.
Par des expériences d’'immunoprécipitation de la chromatine et de transfection transitoire couplées a
la luciférase, nos études ont mis en évidence que E2fl est capable de se fixer directement au

promoteur du récepteur au Glp-1 et de moduler sa transcription.
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Le dernier objectif de ma these consistait a analyser I'impact d’un traitement avec I’agoniste du Glp-1r
sur la modulation de I'activité de kinases présentes dans la cellule B par la technologie Pamgene. Les
résultats obtenus ont mis en évidence que le traitement de cellules 3 avec un agoniste au Glp-1
pendant un temps court de 30 minutes induisait une augmentation de la phosphorylation de Ia
protéine Rb, associée a une augmentation de I'activité transcriptionnelle de E2f1 et une diminution
des effets répresseurs de pRb sur E2fl. L'augmentation de l'activité transcriptionnelle de E2f1
observée induit ainsi une augmentation de I'expression de ses genes cibles dans la cellule B tels que

Pdx1.

Ainsi, I'ensemble des données de ma thése a permis de démontrer un réle direct de E2f1 dans la
fonction et le maintien de I'identité de la cellule B pancréatique par la modulation de I'expression de
certains génes clé impliqués dans le contrdle de ces mécanismes. Finalement, notre étude aura permis
de démontrer qu’une nouvelle voie de signalisation est contrdlée par le Glp-1 dans la cellule B, la voie

E2f1-pRb.
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Discussion et perspectives

|. Effets de E2f1 dans la fonction de la cellule 3

E2f1 est un facteur de transcription principalement décrit comme contrélant la progression du cycle
cellulaire, la différenciation cellulaire et le développement de cancers (352). Cependant, son role et
ses effets dans les cellules différenciées et non prolifératives restent a déterminer. De maniere
intrigante, les régulateurs du cycle cellulaire, y compris E2f1, sont exprimés au sein de cellules qui ne
proliferent pas, suggérant un role important de ces régulateurs dans la fonction des cellules
différenciées. Les premiéres études montrant le réle de E2f1 dans la cellule 3 ont été réalisées en 2003
et 2004 (419, 453, 454), et ont mis en évidence que la délétion globale de E2f1 chez la souris entraine
une diminution de la prolifération post-natale des cellules B, accompagnée d’une diminution de la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose (417). Par la suite, une nouvelle étude a mis en évidence a
nouveau l'effet de E2f1 dans la sécrétion d’insuline en réponse au glucose a travers le contrdle de
I’expression de Kcnj11, gene codant pour la sous-unité Kir6.2 du canal potassique ATP dépendant
impligué dans le mécanisme de sécrétion d’insuline en réponse au glucose (419). Cependant, le role
spécifique de E2f1 dans la cellule  n’était pas connu et il n’était pas exclu que les phénotypes observés
dans les souris E2f17 pouvaient provenir de communications inter-organes défectueuses. Dans ce
contexte, au cours de ma thése, nous avons généré un modele unique de souris permettant d’inactiver
ou de sur-exprimer E2f1 spécifiquement dans la cellule 3. Ma these a permis de contribuer a mieux
comprendre le role spécifique de ce facteur de transcription dans la cellule B. En effet, j'ai pu
démontrer que les souris E2f1”/ présentent également un phénotype de gluco-intolérance associé a
une diminution de la sécrétion d’insuline, démontrée a la fois in vivo et ex vivo a partir de 12 semaines
d’age. L'analyse du transcriptome (ensemble des ARN présent dans la cellule) d’flots de souris E2f17/*
et E2f1#/ démontre que la délétion de E£2f1 dans la cellule B entraine la diminution de voies de
signalisation impliquées dans les mécanismes d’exocytose et de sécrétion, ainsi que de genes
impliqués dans ’homéostasie calcique (Figure 36). L’exocytose étant le mécanisme permettant le
relargage des granules d’insulines dans la circulation sanguine (455), la diminution d’expression de
genes impliqués dans ce mécanisme pourrait permettre d’expliquer la perte de sécrétion d’insuline en
réponse au glucose observée chez les souris E2f177. D’ailleurs, il a été constaté une diminution dans
I'expression des génes impliqués dans I'exocytose d’ilots de donneurs humains présentant un DT2
(456). De plus, nos résultats ont mis en évidence une diminution de I'expression de génes impliqués
dans I'homéostasie calcique. Le calcium est également un médiateur important de la sécrétion
d’insuline (457). En effet, dans la cellule B, le glucose est métabolisé, entrainant une cascade de

signalisation et I'entrée de calcium intra-cellulaire, permettant I’exocytose des granules d’insuline. Une
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diminution des génes impliqués dans ces mécanismes, comme nous |'avons observé dans notre
modele £2f17/-au cours de ce travail de thése, pourrait également expliquer la diminution de sécrétion

d’insuline, phénoméne également observé dans les cellules 3 d’flots de donneurs diabétiques (457).

De plus, Ianalyse transcriptomique des flots de souris E2f1%/" montre une diminution de la réponse au
stress du réticulum. Cette réponse, nommée « UPR » (Unfolded Protein Response), se traduit par
I’activation de voies de signalisation intra-cellulaire (PERK, ATF6 et IRE1) qui permet de protéger la
cellule contre ce stress et maintenir, ainsi, une homéostasie cellulaire normale. Une dérégulation de
la réponse UPR est un mécanisme important dans I'échec de la cellule B a compenser l'insulino-
résistance et le développement d’un DT2 suite a une diminution de la production et de la sécrétion
d’insuline (458). Ainsi, la diminution de la réponse au stress du RE observée dans les flots de souris
E2f1%/-est un autre mécanisme qui pourrait expliquer la diminution de sécrétion d’insuline en réponse

au glucose.

Enfin, il a été observé une augmentation de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la
réponse inflammatoire dans les flots de souris E2f17/- et notamment une augmentation de génes
impliqués dans la production de cytokines et I'activation de lymphocytes. Les maladies métaboliques
et le DT2 sont fortement associés a une augmentation de la réponse inflammatoire, caractérisée par
une modification de la production de cytokine et de cellules immunitaires au sein de I'llot (459).
Récemment, des études ont montré le réle important de certaines cytokines dans les mécanismes de
sécrétion d’insuline (460, 461), mais également dans le développement de la dysfonction de la cellule
[ (440) a travers la modification de la balance cytokines délétéres opposées aux cytokines protectrices.
Récemment, une étude menée par le laboratoire du Professeur Marc Donath a mis en évidence que
I'Interleukine-1f (1I-1B) est responsable d’une diminution de I'expression de E2f1 dans la cellule B,
induisant une diminution d’expression de Kir6.2 et une diminution de la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose, accompagnées d’une diminution de I'expression de genes impliqués dans la
prolifération cellulaire (462). Ainsi, nos résultats, combinés a ceux de la littérature, montrent le réle
potentiellement important de E2f1 dans la réponse inflammatoire au sein de I'llot, pouvant contréler,
par ce mécanisme, la fonction de la cellule B. A I'avenir, il serait intéressant d’analyser le role de E2f1
dans la réponse inflammatoire au sein de I'llots. La composition en macrophage de I'llot est un facteur
important dans la physiologie de la cellule B. Les flots comportent deux types de macrophages, ceux
appelés les « peri-islets macrophages », localisés en périphérie de l'ilot, et les « intra-islets
macrophages » localisés entre les différents types de cellules endocrines de I'flot (463). Ces deux
populations de macrophages semblent jouer des roles importants dans la fonction et le

développement de la cellule B (464). Pour tester I'hypothése d’un lien entre E2F1 et macrophages de
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I'Tlot, il serait intéressant de déterminer dans un premier temps la différence de composition de I'llots
de Langerhans en cellules immunes entre des souris E2f1#/* et E2f1%/". D’un point de vue fonctionnel,
il a été démontré que la déplétion en macrophages d’ilots de souris a I'aide du Clodronate induit une
amélioration de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (465). Ainsi, il serait utile, dans notre
modele de souris, de tester les effets de cette molécule afin de déterminer si la diminution de la
sécrétion d’insuline suite & 'augmentation de I'inflammation observée dans les flots de souris E2f177-
peut étre améliorée en modifiant la composition en macrophage de I'ilot. L'obésité induisant une
augmentation de la réponse inflammatoire de I'llot de Langerhans, ainsi qu’une augmentation de la
guantité de macrophages résidants de I'llot (465), il serait également intéressant de réaliser I'ensemble
de ces expériences dans un modeéle induit d’obésité chez la souris, par I'utilisation d’un régime riche
en graisse, et de déterminer le role de E2f1 dans la réponse inflammatoire de I'llot suite a un stress

métabolique.

Les résultats obtenus au cours de cette thése ont également permis de démontrer que le phénotype
de gluco-intolérance apparait entre 8 et 12 semaines de vie. Ces résultats signifient que la perte
d’expression de E2f1 dans la cellule 3, a partir du moment ou l'insuline est détectée (=E13,5),
n’entraine pas de défaut fonctionnel de la cellule § avant 12 semaines. Ce phénomene pourrait
s’expliquer par la mise en place de systéeme de compensation ou d’adaptation des voies de signalisation
dans les flots de souris E2f1#/- dans I'objectif de compenser la diminution de la sécrétion d’insuline en
réponse au glucose. Il serait ainsi intéressant, par la suite, d’analyser d’abord le transcriptome d’ilots
de souris E2f17/* et E2f1%/- 4gées de 4 et de 8 semaines, puis de le comparer au profil d’expression
génique apres 12 semaines afin de comprendre quels sont les mécanismes moléculaires se mettant en
place progressivement qui pourraient expliquer le défaut fonctionnel de la cellule B et déterminer,
ainsi, les voies de signalisation modulées. Ce développement différé de I'hyperglycémie est également
retrouvé dans les souris E2f17- ou ces animaux ne présentent pas de phénotype métabolique, ni de

modification de la structure de I'llot pancréatique avant 16 semaines (417).

Une des limites de notre étude concerne l'utilisation du modele Rip-Cre (429), modéle induisant une
perte d’expression d’E2f1 au cours du développement de la cellule B et avant la mise en place de la
prolifération post-natale, mécanisme important pour le développement de I'llot pancréatique. Ainsi,
du fait du réle important de E2f1 dans les mécanismes de différenciation et de prolifération (bien que
la masse de cellules 3 ne soit pas modulée dans notre modeéle), il serait intéressant d’utiliser un modéle
de délétion génique de E2f1 a I’4ge adulte. Pour cela, des souris E2f1:"/!> seraient croisées avec des
souris Mip-Creff" (466), puis I'injection de Tamoxiféne permettrait I'activation de la Cre-Recombinase
et la délétion de E2f1 a I’age adulte. Ainsi, le développement de ce nouveau modeéle permettrait de

montrer le réle direct du régulateur du cycle cellulaire, E2f1, dans la fonction et I'identité de la cellule
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B mature. A I'inverse, une délétion précoce de E2f1 dans les progéniteurs pancréatiques, a I'aide de
souris Pdx1-Cre ou Ngn3-Cre, serait également trés informative. En effet, deux études ont montré le

réle important de la voie E2f1-pRb dans le contrdle de la voie Ngn3 et Pdx-1 (421).

Il. Effets de E2f1 dans la morphologie de I'ilot pancréatique

La premiére étude s’intéressant au role de E2f1 dans la cellule B pancréatique avait permis de
déterminer le role important de ce facteur dans la prolifération post-natale des cellules . Dans cette
étude, les auteurs ont montré que les souris E2f17 présentent une diminution de la masse du pancréas
associée a une diminution de la taille de I'llot pancréatique a 16 semaines. L’absence de différence
dans la morphologie de I'flot chez les souris E2f17" jeunes indique que E2f1 ne participe pas ou que sa
perte d’expression peut étre compensée dans les mécanismes de développement du pancréas. Cela
suggere que E2f1 participerait davantage a la prolifération post-natale des cellules B (417) qu’a leur
développement. Contrairement aux souris E2f17, les souris E2f1%/ ne présentent pas de diminution
du poids du pancréas (données non montrées), ni de la taille des filots, ou de la masse de cellules 3
(Figure 29). Ainsi, la prolifération post-natale des cellules B de souris 21/ ne semble pas étre altérée
en comparaison aux souris E2f17, invalidées globalement. Ces résultats pourraient s’expliquer par la
mise en place de différents systémes de compensation afin d’éviter la réduction de la masse de cellules
B. Les résultats de notre séquencgage d’ARN ont ainsi montré une augmentation d’expression de E2f3
dans les flots de souris E2f1”/ (données non montrées). Une étude a montré que la surexpression
ectopique de E2f3 dans des flots humains et de rat permet d’augmenter la prolifération des cellules 3
pancréatiques adultes et améliore la tolérance au glucose dans un modéle de souris diabétiques de
type 1 (467). De plus, de nombreuses études ont montré le role important de E2f1 et E2f3 dans la
prolifération cellulaire et que la surexpression de I'une ou de l'autre protéine est suffisante pour
induire la réplication cellulaire (468). De plus, des études suggeérent que la perte de fonction de I'un ou
de I'autre E2f entraine une compensation de I'autre (468). Ainsi, la présence d’'une masse de cellule 3
normale en absence de I'expression de E2f1 dans la cellule 3 pourrait s’expliquer par 'augmentation

de I'expression de E2f3.

Le régime HFD induit une insulino-résistance (Figure 32, M). Le développement de cet IR conduit a une
augmentation de la prolifération de la cellule B afin d’augmenter la sécrétion d’insuline et compenser
la perte de sensibilité de I'insuline des différents tissus cibles. La mise sous un régime riche en graisse
(HFD) pendant 30 semaines des souris £2f1”/- a démontré une diminution significative de la masse des
cellules 3 pancréatiques. Ces résultats suggerent un défaut de la prolifération des cellules 3 en absence
de E2f1 dans des conditions de stress métabolique. Des études du transcriptome d’llots de souris

soumises a un régime riche en graisse ou standard pendant 24 semaines ont montré que I'expression
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de E2f1 est diminuée au cours du temps chez les souris sous régime standard, alors que I'expression
de E2f1 reste significativement plus élevée au cours des 12 premiéeres semaines lors d’un régime riche
en graisse, montrant ici que I'aspect prolifératif induit par le régime riche en graisse pourrait intervenir
par le maintien d’'un niveau constant de I'expression de E2f1 (469). Des études ont montré que la
prolifération des cellules B en cas de régime riche en graisse démarre apres 3 jours de régime et est
maintenue jusqu’a 10 semaines, afin de pallier I'IR (470), pouvant ainsi expliquer la diminution
d’expression de E2f1 observée 16 semaines aprés le début du régime riche en graisse. De plus,
I’expression de nombreux genes du cycle cellulaires controlés par E2f1, tels que les Cyclines A2, B1 et
D2, démontre le role important de E2fl dans l'induction de la prolifération en réponse au
développement de I'IR. Ainsi, 'ensemble de ces résultats permet de poser I'hypothése que la perte
d’expression de E2fl dans la cellule B pancréatique pourrait empécher l'augmentation de la
prolifération de la cellule B afin de compenser le développement de I'IR. Cependant, notre étude a mis
en évidence que 12 semaines aprées la mise en place du régime riche en graisse, aucune différence dans
la tolérance au glucose n’a été observée entre les souris E2f1%/* et E2f17/- (alors qu’a 4 et 8 semaines,
le phénotype de gluco-intolérance observé sur les souris sous régime standard est présent). Ainsi, il se
pourrait que ces souris utilisent d’autres systémes de compensation de cellules B indépendants de la
prolifération dans I'objectif de contrer I'insulino-résistance (néogenése de cellules 3, diminution de
I’apoptose, ...). ll serait alors intéressant, a la suite de cette étude, d’analyser le transcriptome de souris
E2f1%* et E2f1%/ soumises & un régime standard ou riche en graisse pendant 12 semaines afin de
comparer les différences d’expressions de genes pouvant étre impliqués dans I'ensemble des
mécanismes de compensation de la cellule , comme observé au cours du développement de

I'insulino-résistance.

L’absence de modification de la masse de cellules B dans les ilots de souris £2f177" est associée a une
augmentation significative de la masse de cellules o avec I'apparition de cellules o au centre de I'llot
pancréatique, normalement localisées en périphérie de I'llot (13). L’analyse du transcriptome d’ilots
de souris E2f1#/ a révélé une augmentation significative de marqueurs de cellules o tels que Arx
(Figure 36, D). Ces résultats suggérent que les cellules o surnuméraires pourraient provenir d’une
transdifférenciation ou d’une dédifférenciation de la cellule B en cellule a. L'utilisation d’un systéme
permettant le lignage cellulaire a travers I'expression de la tomato spécifiquement dans la cellule
nous a permis de mettre en évidence que ces cellules o surnuméraires ne proviennent pas d’une
dédifférenciation ou d’une transdifférenciation des cellules 3 suite a une absence de colocalisation
entre la tomato et le glucagon (Figure 37). Ainsi, ces cellules surnuméraires pourraient provenir d’une
augmentation de la prolifération de cellules o ou d’'une augmentation de la néogénese de cellules a

au cours du <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>